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RESUMO

Nas ultimas décadas, estudos tem evidenciado que doencas como obesidade e suas
disfuncGes metabdlicas, tém suas origens desde o periodo de vida intrauterino e primeiros
anos de vida. A dieta utilizada durante esses periodos criticos de desenvolvimento, exerce
importante papel regulador da saude dos descendentes. Assim, 0 presente estudo teve como
objetivo Investigar as consequéncias do consumo perinatal materno de dieta hiperlipidica
associado ao habito alimentar no pds desmame sobre parametros hepaticos e do
metabolismo lipidico em ratos jovens Fémeas de ratos Wistar foram alimentadas com dieta
hiperlipidica (H) ou dieta controle (C) durante a gestacdo e lactacdo. Os descendentes
foram divididos em quatro grupos: Controle Controle (CC, n=11) descendentes de ratas
alimentadas com dieta controle e alimentados com a mesma dieta no pds desmame; Controle
Hiperlipidico (CH, n=10) descendentes de ratas alimentadas com dieta controle e
alimentados com dieta hiperlipidica no pds desmame; Hiperlipidico Hiperlipidico (HH,
n=10) prole de ratas alimentadas com dieta hiperlipidica no periodo perinatal e pds
desmame; Hiperlipidico Controle (HC, n=9) descendentes de ratas alimentadas com dieta
hiperlipidica no periodo perinatal e dieta controle no p6s desmame. Os animais dos grupos
HC e HH apresentaram maior ganho de peso no 21°(p<0,05) dia igualando com os demais
grupos no pos desmame. N&do houve diferenca na média de consumo alimentar entre 0s
grupos, porém os animais HC, HH e CH apresentaram maior peso relativo do tecido adiposo
(p<0,005). Formagao de esteatose hepatica foi observada nos ratos CH e HH assim como
hipercolesterolemia nos dois grupos (p<0,05). As enzimas hepaticas ALT e GGT foram
maiores no grupo HH assim como o LDL no grupo CH quando comparados ao controle.
Podemos concluir com esse estudo que dieta obesogénica utilizada em periodos criticos de
desenvolvimento, pode contribuir para a formacao de obesidade visceral, esteatose hepatica
e hipercolesterolemia em ratos adultos jovens, mesmo sem modificagdes no consumo
alimentar e ganho ponderal, sendo exacerbada em animais descendentes de ratas que
consumiram a dieta na gestacgdo e lactacdo e que mantiveram o consumo até a vida adulta.

Palavras chave: dieta hierlipidica, gestacao, lactacao, figado, ratos jovens.



ABSTRACT

In recent decades, studies have shown that diseases such as obesity and its metabolic
disorders, have their origins from the period of intrauterine life and early life. The diet used
during these critical periods of development plays an important regulatory role of the health
of offspring. Thus, the present study aimed to investigate the effects of perinatal maternal
consumption of high-fat diet, associated with post weaning feeding habits, in parameters and
on liver lipid metabolism in young rats. Female Wistar rats were fed with high fat diet (H) or
control diet (C) during pregnancy and lactation. The descendants were divided into four
groups: Control Control (CC, n=11) offspring of rats fed the control diet and fed the same
diet post weaning; Hyperlipidic Control (HC, n=10) offspring of rats fed a control diet and
fed the high-fat diet after weaning; Hyperlipidic hyperlipidic (HH, n=10) offspring of rats
fed with high fat diet during the perinatal period and after weaning; Hyperlipidic control
(HC, n=9) offspring of rats fed a high fat diet during the perinatal period and the control diet
after weaning. HC and HH animals had greater weight gain in the 21 ° (p < 0.05) equaling
day with the other groups in the post weaning. There was no difference in mean food
consumption between groups, but the HC, HH and CH animals showed higher relative
weight of adipose tissue (p < 0.005). Formation of hepatic steatosis was observed in CH and
HH rats, as well as hypercholesterolemia in both groups (p < 0.05). Liver enzymes ALT and
GGT were higher in the HH group, as well as LDL in the CH group compared to control.
We can conclude with this study that high fat used during critical periods of development,
may contribute to the formation of visceral obesity, hepatic steatosis, and
hypercholesterolemia in young adult rats, even without changes in food intake and weight
gain in young animals being exacerbated in rats fed diet during gestation and lactation and
that consumption remained until adulthood.

Key word: high fat diet, pregnancy, lactation, liver, young rats.
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1. INTRODUCAO

A obesidade e suas comorbidades associadas atingem proporc¢es pandémicas no mundo
ocidental neste novo milénio. O mais recente levantamento realizado pelo Ministério da
Saude aponta que o excesso de peso e a obesidade aumentaram nos ultimos seis anos no
Brasil. De acordo com o estudo, a propor¢do de pessoas acima do peso no pais avancou de
42,7%, em 2006, para 48,5%, em 2011. No mesmo periodo, o percentual de obesos subiu de

11,4% para 15,8% (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Multiplos 6rgaos e sistemas sdo afetados em decorréncia da obesidade e suas complicacGes
metabolicas. Entre as suas diversas repercussdes, destaca-se, a doenca hepética gordurosa
ndo alcodlica (DHGNA), resultado do acimulo de gordura no figado apresentando
associacdo a resisténcia a insulina e ao acumulo de gordura visceral. (FESTI, 2004) Seu
espectro de apresentacdo varia desde uma simples infiltracdo hepéatica de gordura
(esteatose), passando pelo estabelecimento de um processo inflamatdrio (esteato-hepatite)

ate a fibrose hepatica (SATHYA, 2002).

Nas ultimas decadas, estudos tem evidenciado que doengas como obesidade e suas
disfungdes metabolicas, tém suas origens desde o periodo de vida intrauterino, momento em
que o feto em desenvolvimento, responde as condi¢des do ambiente as quais é submetido,
durante um periodo critico de proliferacdo celular, diferenciacdo, e maturagdo, produzindo
alteracdes estruturais e funcionais nas células, tecidos e sistemas organicos. Estas alteragdes
podem, por sua vez, originar em curto ou longo prazo, consequéncias para a saude e tornar o

organismo mais susceptivel as doengas (BARKER et al., 1993; WELLS, 2007; LUCAS,
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1991). Tal processo decorrente de adaptagdes precoces que estimulam ou alteram
permanentemente a fisiologia e metabolismo do organismo passou a ser denominado de
programacdo metabdlica. (LUCAS, 1998; LANGLEY-EVANS, 2006) ou mais
recentemente de plasticidade ontogenética, devido a sua caracteristica mais probabilistica do

que determinista. (GLUCKMAN, 2005).

Um grande numero de estudos ja realizados em humanos e animais sobre a programacao
fetal da obesidade e disfungdo metabolica tem focado sobre o papel critico da nutricdo
materna antes ou durante o periodo perinatal (gestacdo e lactacdo) produzindo importantes
descobertas a respeito. (FAGUNDES et al., 2007; BARRETO-MEDEIROS et al., 2004;
LIMA et al., 2011; HOLNESS et al., 2000; WATKINS, SINCLAIR, 2014 ; DURRAN et al,
2014). Estes estudos tratam na sua maioria, de modelos experimentais de dieta materna com
deficiéncia de nutrientes durante os periodos criticos de desenvolvimento. (BYRNE et al.,
1997; FRANCO et al.,, 2002; OZAKI et al., 2001) No entanto, neste novo milénio,

mudancas no estilo de vida s&o observadas.

No Brasil, dados dos estudos sobre a disponibilidade domiciliar de alimentos nas areas
metropolitanas do pais, desde a década de 70 até 2009 demonstram tais alteracfes na dieta
destacando o aumento do consumo de alimentos industrializados como, pées, embutidos,
biscoitos, refrigerantes e refei¢cOes prontas, assim como a ingestéo reduzida de arroz, feijéo,
frutas e hortaligas. (IBGE, 2010a) Assim, observa-se uma ampla difusdo e consumo de
alimentos hipercal6ricos contribuindo para um aumento na prevaléncia de doencas cronicas

ndo transmissiveis, em especial a obesidade, seja em criancas, adolescentes ou adultos.

Participando do processo de transicdo nutricional, hd também um aumento no consumo de
alimentos ricos em gordura (hiperlipidicos) por parte das mulheres em idade reprodutiva
(IASO, 2013), colaborando para manutencdo de uma inadequacdo alimentar durante um

periodo critico de desenvolvimento: a gestacéo e a lactag&o.


http://lattes.cnpq.br/0415286881134388
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Watkins%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24658019
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Um levantamento mundial realizado pela International Association for the Study of Obesity
(IASO, 2013), aponta para a crescente prevaléncia de mulheres com sobrepeso (definido
como indice de Massa Corporal (IMC) >25 — 29,9kg/m?) e a obesidade (IMC>30kg/m2) em
diferentes partes do mundo, destacando-se os Estados Unidos com 35,8% das mulheres em
idade reprodutiva (20-39 anos) com obesidade no ano de 2010. No Brasil, segundo pesquisa
realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010b), 48% das
mulheres com idade superior a 20 anos, encontram-se com excesso de peso enquanto 16,9%

cursam com obesidade

A elevada ingestdo dietética de gordura, principalmente produzida a partir de &cidos graxos
saturados, desempenha um importante papel no desenvolvimento da DHGNA (AHMED et
al, 2009). A esterificacdo a triglicerideos é proporcional a disponibilidade de &cidos graxos
que, associada a uma reducdo na capacidade de utilizagdo, contribui para maior acumulo

hepatico (ANSTEE, GOLDIN 2006; AHMED et al, 2009).

Em decorréncia do aumento do consumo de alimentos hiperlipidicos durante a gestacdo e
lactacdo, ha agora um crescente interesse na influéncia desta dieta materna sobre seus
descendentes, seja na infancia ou na vida adulta. (GILLMAN et al., 2008) Novas evidéncias
ja sugerem que uma alimentacdo materna inadequada no periodo perinatal, pode influenciar
seus filhotes na tendéncia ao desenvolvimento de obesidade por alterar a regulacdo do

apetite e a composicao corporal na vida adulta (GILLMAN et al., 2008).

Em ratos, 0 modelo de obesidade materna induzido pelo consumo de dieta rica em gordura e
acucares tem demonstrando alteragdes no metabolismo dos descendentes como: aumento no
peso corporal, tecido adiposo (OLIVEIRA, 2011; BAYOL, 2008; BENKALFAT, 2011),
disfuncdo miocardica (TURDI, 2013), resisténcia a insulina (TAYLOR et al, 2007),

preferéncia alimentar por alimentos hipercaléricos (BAYOL, 2007), resisténcia a leptina
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(MORRISAND, 2009) além do surgimento da doenca hepéatica ndo alcodlica (BOUANANE

et al, 2010; BRUCE et al, 2009; BAYOL, 2010).

Apesar destas evidéncias, dezenas de relatorios tém abordado esta questdo em modelos
humanos e animais ao longo dos anos, mas ndo houve consisténcia dos resultados ou
conclusdes. Essas discrepancias nos resultados podem ser decorrentes da vasta gama
metodoldgica empregada: com uso de espécies diferentes, grande variacdo nas dietas
utilizadas, priorizando nutrientes especificos ou diversificando os tempos de manipulacéo
dietética; variagdo no consumo alimentar; tipo de gordura utilizada (animal ou vegetal);

ndmero de filhotes na ninhada bem como das idades analisadas.

Neste trabalho, foi utilizada uma dieta materna que mimetizasse a alimentacdo obesogénica
atual, desbalanceada nutricionalmente, sendo rica em gordura e calorias, priorizando 0s
periodos criticos de desenvolvimento: gestacdo, lactacdo e pds desmame sobre ratos adultos

jovens de diferentes ninhadas.

Na prética clinica, esse trabalho contribuira para se compreender quais as consequéncias
fisiopatolégicas de uma alimentagdo inadequada no inicio da vida e a sua manutencdo no
pos desmame. Assunto de extrema importancia que hoje ultrapassa os limites da area clinica
e se constitui em um caso de saude publica. Até que ponto distarbios fisiopatoldgicos podem
estar associados a alteracdes oriundas da alimentacdo inadequada durante o periodo de

formagéo fetal e os primeiros anos de vida?
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2.OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as consequéncias do consumo perinatal materno de dieta hiperlipidica associado
ao habito alimentar no pds desmame sobre parametros hepéaticos e do metabolismo lipidico

em ratos jovens.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar os efeitos da dieta hiperlipidica durante o periodo perinatal associado ao habito

alimentar no p6s desmame em ratos jovens sobre:

- Evolucdo ponderal;

- Consumo alimentar.

- Adiposidade visceral,

- Caracteristicas histologicas do figado;

-Paré@metros hepaticos: Enzimas Alanina Transaminase (ALT), Aspartato Transaminase

(AST) e Gama Glutamil Transpeptidase (GGT);

- Pardmetros do metabolismo lipidico: Triglicerideos, colesterol total e fragdes HDL, LDL,

VLDL;
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3. HIPOTESES

Ratos jovens descendentes de mées alimentadas com dieta hiperlipidica durante periodo
perinatal e que mantiveram o h&bito alimentar materno apds o desmame apresentam

alteracdes em parametros hepaticos e no metabolismo dos lipideos.
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4. METODOLOGIA

Estudo do tipo experimental realizado em ratos (Rattus norvegicus), variedade albinus, da
linhagem Wistar. Foi dividido em duas fases: a primeira caracterizada pela manipulagao
materna, onde ratas adultas no primeiro dia de gestagdo foram submetidas a dieta
hiperlipidica (dieta teste) durante o periodo perinatal. Na segunda fase do experimento
foram investigados efeitos p6s desmame, do 21° até 60 dias (rato adulto jovem
(SENGUPTA, 2013)) de vida, em descendentes das ratas expostas a dieta hiperlipidica ou

padrdo no periodo perinatal que mantiveram ou ndo o consumo da dieta teste.

Todos os animais foram mantidos no laboratorio de experimentacdo animal sob as mesmas
condicdes, temperatura de 23 £ 2 ° C e ciclo claro/escuro de 12 horas (claro das 6h as 18h;

escuro das 18h as 6h).
4.1 MANIPULACAO DIETETICA MATERNA

Foram utilizadas 8 fémeas primiparas de ratos Wistar com 90 a 100 dias de vida,
provenientes do Laboratério de Nutricdo Experimental da Escola de Nutricdo da
Universidade Federal da Bahia (UFBA), da Unido Metropolitana de Educacdo e Cultura
(UNIME) e da Escola de Medicina Veterinaria UFBA que apresentavam peso corporal
minimo de 220g e maximo de 280g. Estas foram colocadas nas caixas utilizadas pelos
machos a serem acasalados por dois dias, para que o cheiro do animal induzisse a ovulacéo.
No terceiro dia as 17h, o macho foi adicionado a caixa para iniciar o acasalamento durante
toda a noite. As 7:30h da manha seguinte, foi realizado o teste do esfregaco vaginal, para
constatacdo da presenca de espermatozoides. Caso resultado obtido fosse positivo o primeiro
dia da gestacdo seria estabelecido, caso contrario, 0os animais se manteriam no acasalamento

e o teste seria repetido na manha seguinte no mesmo horario.
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Para cada um macho, foi utilizada duas fémeas irmas: uma do grupo Controle (C) e outra do
grupo Hiperlipidica (H) como ilustra a figura 1, como forma de submeter os dois grupos de
tratamento a mesma origem genética, evitando assim possiveis vieses nos resultados. Mais
trés duplas de ratas irmas oriundas de laboratorios distintos, foram utilizadas. No total,
foram utilizados quatro machos nédo consanguineos, quatro fémeas do grupo C sem
parentesco e 4 fémeas do grupo H sem parentesco originando oito ninhadas: quatro do grupo
controle e quatro do grupo teste. Tal divisdo dos grupos por ninhada segue a recomendacéo
de Holson (1992) para experimentos no qual ha uma manipulacdo durante o periodo de
gestacéo e lactacédo, preconizando que as fémeas e/ou a ninhada inteira formam um grupo de
tratamento ¢ ndo somente descendente da ninhada. Logo o “n” sera a quantidade total de

fémeas tratadas ou de ninhadas avaliadas por grupo.

@ — KIS

Ratas irmas

dl Macho nédo consanguineo

% Grupo
Hiperlipidica

Figura 1: Divisdo dos grupos experimentais materno.

Apds a constatacdo da gestacdo, as ratas foram isoladas em caixas individuais e divididas em
dois grupos, segundo a manipulacdo nutricional. Um grupo recebeu a dieta padrdo (racéo)
comercial para ratos (Nuvilab® CR1), com composicdo descrita na Tabela 1 e 2, formando

assim o grupo C.
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O segundo grupo recebeu a dieta hiperlipidica, previamente analisada por Oliveira et al,

2011. A dieta é constituida de uma mistura de alimentos hipercaléricos contendo racéo

comercial (Nuvilab®), amendoim torrado, chocolate ao leite e biscoito do tipo maria na

proporcédo de 3:2:2:1. Estes ingredientes foram moidos, misturados e oferecidos na forma de

péletes. A composicdo centesimal e o perfil de acidos graxos das dietas encontram-se nas

tabelas 1 e 2.

Tabela 1: Composicgéo centesimal das dietas utilizadas no experimento.

Nutrientes Dieta(g/100g)

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

DC: dieta controle; DH: dieta hiperlipidica. Fonte: Oliveira et al (2011).

Tabela 2: Composicao de &cidos graxos da dieta padrao e dieta hiperlipidica.

Acidos graxos Acidos graxos totais %
DC DH
Total SFAs 19,17 41,71
Total MUFAs cis 26,24 35,32
Total PUFAS cis 53,4 21,95
Total TFAS 1,18 0,41
PUFA: SFA 2,78

DC: dieta controle; DH: dieta hiperlipidica; SFA: &cido graxo
saturado; MUFA: &cido graxo monoinsaturado; PUFA: &cido
graxo poliinsaturado; TFA: &cido graxo trans; ND: ndo detectado.
Fonte: Oliveiraetal (2011)
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Dieta Controle Dieta Hiperlipidica

Figura 2: Dietas alimentares oferecidas aos respectivos grupos experimentais.

As dietas foram oferecidas as ratas durante todo o periodo de gestacdo e lactagdo. Durante
esse periodo foi analisado o ganho ponderal e o consumo alimentar materno (para
acompanhamento da gestacdo), o peso ao nascer e numero de filhotes por ninhada que foi
padronizada para 8 filhotes por lactante. Ratas que apresentaram ninhadas inferiores a 10

filhotes e superior a 15 ndo participaram do experimento.
4.2 AVALIACAO DOS EFEITOS POS-DESMAME EM RATOS DESCENDENTE 21

A segunda fase foi caracterizada pelo estudo dos efeitos pos-desmame (do 21° até 60° dia de
vida) em descendentes machos de ratas expostas a dieta hipeilipidica ou controle durante o
periodo perinatal. Cada ninhada proveniente das ratas do grupo C e H da primeira etapa do
experimento tiveram seus filhotes divididos em subgrupos como ilustra a figura 2. Dos oito
ratos descendentes de cada gestante do grupo C, metade do nimero de filhotes machos
originaram o Grupo Controle Controle (CC, n=11), formado por descendentes de ratas do
grupo C e alimentadas com dieta controle até 60 dias, e a outra metade formou o Grupo
Controle Hiperlipidicao (CH, n=10), formado por descendentes de ratas do grupo C e
alimentadas com dieta hiperlipidica a partir do 21° dia de vida (desmame). A mesma
subdivisdo procedeu-se no grupo H: Grupo Hiperlipidico Hiperlipidico (HH, n=10),

composto por descendentes de ratas do grupo H e alimentados com dieta hiperlipidica até 60



dias de vida e o Grupo Hiperlipidico Controle (HC, n=9), composto por descendentes de
ratas do grupo H e alimentados com dieta controle até 60 dias. Este mesmo desenho se
reproduziu mais trés vezes, totalizando quatro ninhadas do grupo C (originando filhotes do

grupo CC e CH) e quatro ninhadas do grupo H (originando filhotes do grupo HH e HC).

Gestagéo e Lactagao 21° dia de vida (desmame)

Hiperlipidica Hiperlipidico (HH)
(1/2 filhotes machos)

Grupo Hiperlipidico
Q po Hiperlip -

(filhotes machos)

Ly Hiperlipidico Controle (HC)

(2/2 filhotes machos)

Figura 3: Divisdo dos subgrupos experimentais apds o desmame. 22

Do 1° ao 21° dia de vida, em dias alternados, foi avaliado o peso corporal dos filhotes. Ao
desmamar, o peso foi aferido uma semana p6s desmame, e ao 60°dia de vida. Nos ultimos
15 dias do experimento, os animais foram mantidos em gaiolas individualizadas para analise
do consumo alimentar em dias alternados. Ao completar 60 dias, os ratos foram anestesiados
para coleta do sangue e analise dos parametros hepaticos (ALT, AST e GGT), triglicerideos,
colesterol total e suas fracdes. Ao final da coleta sanguinea, os animais foram sacrificados
através da puncao cardiaca para retirada e pesagem do tecido adiposo visceral (mesentérico

e epididimal) e o figado. As avalia¢Oes serdo descritas nas proximas segoes.



4.3 AVALIACAO DO PESO CORPORAL

O peso corporal dos animais foi registrado através de balanca eletronica digital — Marte,
modelo S-4000, com capacidade de 4kg e sensibilidade de 0,001g. Posteriormente foram

calculados os parametros:

Ganho de peso corporal

O ganho de peso corporal (GPC) foi calculado através da seguinte férmula:
Onde: % GPC = (Px /P1)* 100

% GPC = ganho de peso corporal em percentual

Px = Peso de cada dia subsequente

P1 = Peso ao nascer

4.4 AVALIAQAO DO CONSUMO ALIMENTAR

Dos 45 aos 60 dias de vida, em dias alternados, foi oferecida uma quota padronizada de
racdo (70g) sendo pesado posteriormente a sobra alimentar para estimar o consumo

alimentar no periodo de 24h.
4.5 ANALISE DOS EXAMES BIOQUIMICOS 23

Os animais foram anestesiados (0,5mL de Xilazina, 2,0mL Ketamina em soro fisioldgico,
volume final 10ml; 0,1 ml anéstesico/10g de peso do animal) para a realizagdo da técnica. O
sangue foi coletado apos a verificacdo da completa seda¢do do animal, sendo posteriormente
centrifugado a 200rpm/10 minutos para a separagdo das fragdes do plasma. As
determinacbes de colesterol total, HDL, LDL, VLDL, triglicerideos, ALT, AST e G-GT

foram realizadas em laboratdrio veterinario especializado.

4.6 AVALIACAO PONDERAL DO TECIDO ADIPOSO VISCERAL E FIGADO



Ao final da coleta sanguinea, os animais foram sacrificados através da puncdo cardiaca.
Com uma incisdo ao longo do abdémen, o tecido adiposo visceral e o figado foram retirados
e mergulhados em solucdo salina para lavagem e posterior pesagem em balanca eletrénica

digital — Marte, modelo S-4000, com capacidade de 4kg e sensibilidade de 0,001g.
4.7 ESTUDOS DOS ASPECTOS HISTOLOGICOS

Apdbs a coleta do sangue através da puncédo cardiaca, o figado foi removido e pesado em
balanca semi-analitica posteriormente a imersdo em solucdo salina. O 6rgao foi conservado
em solucdo de formol a 10% para posterior preparacdo das laminas histologicas na

Faculdade de Odontologia da UFBA.

Os lobos do figado foram seccionados transversalmente e embebidos em solucao tamponada
de formol. As amostras seccionadas foram corados com hematoxilina-eosina (HE). O
exame microscépico foi realizado por um patologista independente, sem conhecimento do
protocolo experimental, que avaliou a arquitetura hepatica e observou a presencdo de
gordura e inflamac&o se houvesse. O resultado histoldgico foi classificado quanto a presenca
de microesteatose e macroesteatose. Em caso de confirmacao desta Ultima, foi estabelecido o
percentual de comprometimento do 6érgéo atraves da visualizacéo histolégica. (KLEINER et

al., 2005)
4.8 ANALISE ESTATISTICA 24

Para comparacgéo dos diferentes grupos foi empregado o software GraphPadPrism version
6.04 for Windows utilizando a anéalise de variancia (ANOVA) para os dados paramétricos.
Quando a ANOVA indicou a diferenca significativa, foi utilizado o teste de Tukey para
identificar as diferengas entre os grupos. A significancia estatistica foi considerada,
admitindo-se um nivel critico de 5%, em todos os casos. Para analise dos dados descritivos

foi empregado o software SPSS 2.0.



4.9. 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.

Este projeto faz parte de um projeto mais amplo aprovado pelo Comité de Etica da faculdade
de Odontologia da UFBA, segundo protocolo n° 02/13 com o titulo: “Pode o consumo
materno de dieta hiperlipidica palatavel no periodo perinatal programar alteracGes

enddcrinas, inflamatorias e a preferéncia alimentar em diferentes fases da vida?”

25

5. RESULTADOS E DISCUSSAO




Ganho de Peso
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O percentual do ganho de peso dos animais descendentes de ratas do grupo C e H, foi

similar entre os grupos desde o nascimento, apresentando uma diferenca no 21° para 0s

animais do grupo HH e HC. (Figura 4A) Apos a lactacdo, houve um decréscimo no ganho

ponderal desses animais ndo mantendo diferenga no percentual do ganho de peso entre todos

0S grupos no periodo p6s desmame até completar 60 dias. (Figura 4B)
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Figura 4: Percentual do ganho de peso do 1° ao 21° dia de vida de ratos descendentes de méaes
submetidas a uma dieta controle ou dieta hiperlipidica durante o periodo perinatal (A). Percentual do
ganho de peso (21° - 28°; 28° - 45°; 28° - 60°) de ratos descendentes de mdes submetidas a uma
dieta controle ou dieta hiperlipidica durante o periodo perinatal e que mantiveram ou ndo o consumo
no po6s desmame (B). Os valores sdo apresentados como Média+SEM usando ANOVA Twoway
seguido do teste de multipla comparacéo Tukey's.



A média do consumo alimentar de todos os animais, foi semelhante no periodo de

investigacdo (45° ao 59° dia) desse estudo, nao apresentando diferenca estatistica. (Figura 5)
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Figura 5: Média do consumo alimentar de ratos descendentes de mdes submetidas a uma dieta
controle ou hiperlipidica durante a gestacéo e lactagcdo e que mantiveram ou ndo o consumo da dieta
no pés desmame. Os valores sdo apresentados como Média+SEM usando ANOVA Oneway seguido
do teste de multipla comparacéo Tukey's.

O tecido adiposo visceral relativo foi expressivamente maior (Figura 6) nos ratos

descendentes de mées alimentadas com dieta hiperlipidica bem como nos descendentes que

mantiveram o consumo desta dieta até 60 dias quando comparados ao grupo controle. 28

Teci *wxk a0

do 3- wk C

Adip - T -
0SOo * 5
visce 2. - B HC
ral HH
relati —l_

VO 1

(9)

u' T T

cc CH HC HH



Figura 6: Peso relativo do tecido adiposo visceral de ratos descendentes de mées submetidas a uma
dieta controle ou hiperlipidica durante a gestagéo e lactacdo e que mantiveram ou ndo o consumo da
dieta no p6s desmame. Os valores sdo apresentados como Média+SEM usando ANOVA Oneway
seguido do teste de multipla comparacdo Tukey's. Nivel de significancia adotado *p<0,05,
**p<0,005, **** p<0,0001, sendo “a”’: quando comparado ao CC, “b” com CH e “c” com HC

A aparéncia dos figados dos ratos que receberam dieta hiperlipidica no pés desmame até os

60 dias apresenta-se com colora¢do mais pélida que o figado dos ratos controle, sendo mais

fortemente descorada nos ratos do grupo HH. (Figura 7)

Figura 7: Aparéncia dos figados de ratos com massa corporal semelhante, descendentes de ratas
alimentadas com dieta hiperlipidica durante a gestacdo e lactacdo e que mantiveram ou ndo o
consumo até 60 dias de vida.
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O consumo da dieta hiperlipidica ndo promoveu mudangas no peso relativo do figado
(Figura 8). No entanto, animais alimentados com dieta hiperlipidica no pds-desmame até
completar 60 dias de vida (Figura 9) apresentaram presenca de esteatose macrovesicular
(90%, caracterizada pela presenca de grande vacuolo de gordura que empurra o nucleo para
a periferia) e microvesicular (50%, numerosos pequenos vacuolos citoplasmaticos que
provocam indentagdes no ndcleo centralmente localizado). Desses 90%, a maioria dos
animais (60%) encontravam-se com grau de comprometimento hepético < a 10%, a qual é
considerada normal, de acordo com Neuschwander-Tetri (2003) enquanto 30% apresentava

grau de difusdo entre 30 e 50% como verificado na tabela 3.
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corporal semelhante descendentes de ratas alimentadas com dieta hiperlipidica durante a gestagéo e
lactacdo e que mantiveram ou ndo o consumo até 60 dias de vida. Valores apresentados em Média +
SEM usando ANOVA 1way seguido do teste de multipla comparagdo Tukey's.
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Para os filhotes HC, descendentes de maes alimentadas com dieta hiperlipidica, observou-se
uma preservagdo na estrutura do figado com auséncia de modificagbes no parénquima
hepatico em 100% dos animais analisado (Tabela 3). Entretanto, pode-se notar que as
adaptacOes hepaticas resultantes da adocdo de uma dieta hiperlipidica ao longo da vida pds-
natal, pode ser agravada pela utilizacdo da mesma dieta no periodo perinatal, promovendo o
surgimento de esteatose macro e microvesicular em 100% dos descendentes. Desses, 55,5%
apresentaram esteatose < a 10%, enquanto 44,44% dos animais estavam com 30% e 80% de

comprometimento hepatico.



Figura 9: Andlise da histologia hepatica de ratos descendentes de maes submetidas a uma dieta
controle (CC) ou uma dieta hiperlipidica (HC) durante a gestacéo e lactagdo e que mantiveram (HH)
ou nao (HC) o consumo da dieta no pés desmame. Hematoxilina e Eosina (400x).

Tabela 3: Percentual de presenca de esteatose macrovesicular e microvesicular e percentual
de comprometimento do 6rgdo com esteatose, em ratos descendentes de mées submetidas a
uma dieta controle ou uma dieta hiperlipidica durante a gestacdo e lactacdo e que
mantiveram ou ndo o consumo da dieta no pds desmame. Valores apresentados em
frequéncia de distribuicédo. (Frequencies — SPPS 2.0)

cC CH HH HC
Esteatose 0% 90% 100% 0%
macrovesicular
Esteatose 0% 50% 100% 0%
microvesicular
Grau de difusao
0% 100% 10% 0% 100%
<10% 0 60% 55,55% 0
30% 0 10% 22.22% 0
50% 0 20% 0% 0
80% 0 0% 22,22% 0
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Nos exames bioguimicos (Tabela 4), observou-se uma elevacdo no colesterol total e no
VLDL dos animais CH quando comparados ao grupo CC. Animais descendentes de mées do
grupo hiperlipidico que mantiveram o consumo da dieta no pés desmame (HH) também
apresentaram maiores niveis séricos de colesterol total e gama GT quando comparados ao

grupo controle, encontrando-se ainda com maiores niveis de ALT em relacdo ao grupo CH.

Tabela 4: Parametros biogquimicos de ratos descendentes de mées submetidas a uma dieta
controle ou hiperlipidica durante a gestacédo e lactacdo e que mantiveram ou ndo o consumo
da dieta no p6s desmame.

Parametros CC CH HH HC
Bioquimicos

CT 64,18 + 2,28 83,60*** + 5,30 78,00* + 2,24 72,78 + 1,67
HDL 38,14 +3,02 39,88 + 2,24 42,12 + 1,59 38,21 +1,20
LDL 18,40 +1,54 27,52+ 4,71 25,29 + 3,06 26,44 + 1,47
VLDL 4,64 +0,56 10,80** + 1,60 7,23+0,82 8,40 + 1,42
TGL 66,66 + 2,73 73,31 +1,79 67,08 + 1,80 63,97 + 3,13
ALT 50,35 + 2,37 48,84 + 3,95 62,19* + 4,66 53,20 + 2,44
AST 227,53 + 13,79 225,20 + 13,88 238,47+ 7,78 213,72 + 10,53
GGT 1,0+ 0,05 1,02 + 0,05 1,39** +0,09 1,18 + 0,09

Os valores sdo apresentados em média + SEM (erro padrdo); **p<0,005; ***p<0,0005 (teste
ANOVA Oneway seguido do teste de multipla comparacdo Tukey's);
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O regime dietetico empregado no presente estudo exemplifica a situacdo nutricional
vivenciada pela populagdo mundial, uma vez que ha oferta abundante de alimentos
hiperlipidicos. E inegavel que o consumo de alimentos ricos em gordura, especialmente a

saturada torna-se um habito cada vez mais precoce, perpetuando, inclusive, alteraces que



ocorreram durante fases criticas de desenvolvimento como a gestacdo e lactacdo

(SRINIVASAN et al, 2006; BRION et al, 2010).

O percentual do ganho de peso dos ratos descendentes de mées do grupo controle (C) e do
grupo hiperlipidico (H), foi semelhante no periodo da lactacdo, apresentando um leve
aumento das proles provenientes de mées alimentadas com dieta hiperlipidica a partir do 15°
dia, com diferenca estatistica no 21° dia, assim como visto em diferentes trabalhos

(FRANCO et al, 2002; SRINIVASAN et al, 2006; OLIVEIIRA et al, 2011).

No entanto, apds a insercdo das respectivas dietas (controle ou hiperlipidica) como fonte
alimentar direta desses filhotes, o percentual de ganho ponderal passou a ser similar em
todos os grupos até 60 dias. Khan e colaboradores (2005) em metodologia semelhante, ndo
encontrou diferenca no peso dos filhotes machos e fémeas até completarem 180 dias. Porém,
em outro estudo, foi verificado similaridade nos pesos dos animais até completarem 63 dias,
havendo elevacdo ponderal ap6s esse periodo até o 120° dia de vida nos animais que

receberam dieta hiperlipidica (JACKSON et al, 2012).

Diferente dos resultados encontrados nesse trabalho, outros autores encontraram elevagéo no
ganho ponderal no periodo da lactacdo ou até a vida adulta (COUVREUR et al, 2011;
BAYOL et al, 2010; ASHINO et al, 2012; HOWIE et al, 2009; SRINIVASAN et al, 2006;
SAMUELSSON et al, 2008) bem como, reducdo do peso corporal para os animais machos e

fémeas em contato com a dieta hiperlipidica (FEREZOU-VIALA et al, 2007). 33

As razbes para tamanhas divergéncias nos pesos sdo incertas. Essas discrepancias sdo
provavelmente devido a diferencas metodoldgicas, que vdo desde o uso de espécies de
roedores diferentes, composicdo das dietas, periodos da insercdo da mesma, tamanho da

ninhada e variagdo no consumo alimentar.



De acordo com Couvreur e colaboradores (2011), ratos da linhagem Wistar tendem a
minimizar o grau de obesidade induzida pela dieta materna na prole como sendo uma
resposta preditiva adaptativa a dieta obesogénica (ARMITAGE et al, 2004). J& Zambrano e
colaboradores (2006) ressalta que a principal causadora das multiplicidade de resultados é a
diferenga na composicdo das dietas, em especial a proteina que no processo de programagao

fetal € o nutriente modulador no ganho de peso

Embora as dietas que apresentam alto teor de gordura estejam associadas a hiperfagia
(BAYOL, 2007) os animais ndo apresentaram diferenca na media do consumo alimentar nos
15 dias analisados. Esses dados corroboram com os de KHAN e colaboradores (2005) que
ndo encontraram diferenca na ingestdo alimentar desde o pds desmame até os 180 dias.
Resultados semelhantes foram observados em outros estudos (CINTRA et al, 2006; ELAHI
et al, 2009]. Por outro lado, diferentes pesquisas apontam para uma elevacdo no consumo
alimentar de animais descendentes de ratas que consumiram dieta hiperlipidica e que
mantiveram ou ndao o consumo até a vida adulta (BOUANANE et al, 2010; GREGORIO et

al, 2010; OLIVEIRA et al, 2011).

Os resultados desse artigo comprovam gue 0 peso corporal por si s6, ndo € um bom preditor
para obesidade, uma vez que, apesar de ndo haver diferenca entre o ganho de peso de todos
0s animais, o tecido adiposo visceral foi maior em todos 0s grupos que consumiram a dieta
hiperlipidica, seja somente no periodo perinatal (HC), p6s desmame (CH) ou perinatal e pds

desmame (HH). 34

Em estudo realizado por Woods e colaboradores (2003), animais alimentados com dieta
hiperlipidica até os 80 dias de vida apresentaram gordura corporal total maior que 50%
quando comparado com o grupo controle, no entanto, o incremento no peso corporal foi de
apenas 10%, mostrando que esta medida pode subestimar o real grau da obesidade assim

como visto neste estudo. Outros trabalhos também encontraram maior quantidade de tecido



adiposo nos animais que consumiram dieta hiperlipidica (BAYOL et al, 2008; JACKSON et
al, 2012; HOWIE et al, 2009; ESTADELLA et al, 2011). Foi verificado ainda, em
observacgdo a longo prazo, que uma dieta rica em gordura pode aumentar ndo s6 o tecido
adiposo corporal, como também pode induzir esse incremento através das geracOes

(MASSIERA et al, 2010).

O tecido adiposo € o principal 6rgdo de armazenamento de energia do organismo humano,
sendo responsavel por depositar excesso de energia ingerido exercendo uma importante acao
na termorregulacdo, armazenamento e liberagdo de &cidos graxos. No entanto, ja se
reconhece o seu papel de érgdo multifuncional com expressiva funcdo enddcrina, mantendo

uma comunicagdo intensa com os demais 6rgdos e sistemas organicos (HAUNER, 2004).

A alta disponibilidade de gordura presente na dieta utilizada também foi capaz de promover
alteracOes a nivel hepatico. Observando a aparéncia do figado nos diferentes grupos, pode-se
constatar uma alteracdo na coloracdo deste 6rgao (Figura 4), onde os animais CH e HH
apresentaram-se mais palidos, em decorréncia da infiltracdo de gordura, sendo agravada essa

descoloracéo nos filhotes HH.

O actmulo de gordura no figado é decorrente, principalmente, da elevacdo dos Acidos
Graxos Livres (AGL) na corrente sanguinea. Esses em excesso, caso ndo sejam oxidados ou
transportados para a circulagdo em forma de lipoproteinas de baixa densidade, podem ser

sintetizados em triacilglicerdis e depositados no figado, podendo dar inicioa DHGNA 35

(GOLDBERG, 2006). A grande disponibilidade de gordura nesta dieta, principalmente a

saturada, pode ter gerado um aumento de AGL circulantes nestes animais.

De acordo DIEHL (1999), DHGNA é caracterizada principalmente pela presenca de
macrogoticulas de gordura no hepatocito. Na auséncia de processos inflamatorios, esse

fendmeno é conhecido como esteatose hepatica. Trabalhos ja publicados, com diferentes



metodologias, documentam que a administracdo neonatal de dieta hiperlipidica em ratos
adultos promove aumento no tamanho do figado e acimulo de goticulas de lipideos no
mesmo (BRUCE et al, 2009; OBEN et al, 2010, MEIJER et al, 2010) diferindo dos
resultados de Ahmed (2009) que mesmo alimentando os animais com uma dieta rica em

gordura por 3 semanas, ndo observou formacao de esteatose hepatica nos animais.

A esteatose hepatica pode se manifestar de duas formas: microvesicular e, ou
macrovesicular. A esteatose microvesicular, presente em 100% dos animais HH e 50% dos
CH, é geralmente associada com disfuncdo hepética grave a qual esta relacionada com
alteracbes na via de beta-oxidagdo dos acidos graxos livres, enquanto a macrovesicular é
resultante de alteracGes fisiopatoldgicas crénicas, envolvendo aumento da sintese, oxidacdo
deficiente e reducdo da secrecdo hepatica de lipidios ocorrendo principalmente na obesidade

(MAZZA, 2005).

Assim como foi observada maior concentracao de tecido adiposo visceral no grupo HH, a
esteatose hepéatica de ratos alimentados com dieta hiperlipidica no pds desmame, foi
agravada pela adoc¢do da mesma dieta no periodo perinatal. Quando submetidos a uma
inadequacdo alimentar durante periodos criticos de desenvolvimento, o figado dos ratos
sofreu alteracGes fisioldgicas e estruturais agravando o grau de esteatose, sendo confirmada
pela aparéncia mais descorada desse 6rgdo. Em outros estudos com metodologia semelhante,
observa-se resultados similares (BOUANANE et al, 2010; GREGORIO et al, 2010;

BAYOL, 2010). 36

Tal fato pode estar relacionado a oferta abundante de acidos graxos saturados, pela placenta
ou por meio do leite materno, aumentando a lipogénese hepatica e 0 estresse oxidativo no
figado fetal (BYRNE et al, 2009). Com a manutencdo dessa dieta, foi mantida a alta
disponibilidade de AGL propiciando o aparecimento da esteatose hepatica de forma mais

intensa nos animais HH quando comparados aos CH.



A elevacdo da gordura visceral nesses animais, também pode ter contribuido para a alteracdo
no metabolismo do figado, formando esteatose hepética nos grupos CH e HH uma vez que o
excesso de gordura também aumenta as taxas de lip6lise e a captacdo de &cidos graxos livres
por esse 6rgdo. Ela é um 6rgdo metabolicamente ativo (GALIC, 2010) capaz de liberar uma
variedade de hormonios e adipocinas, 0s quais agem de maneira autocrina, paracrina e/ou
enddcrina regulando &reas responsaveis por atividades comportamentais, metabolicas,

cardiovasculares, reprodutivas e imunoldgicas (MITCHEL et al, 2005; KLEIN et al, 2006).

Apesar da esteatose hepatica ser considerada uma condi¢do benigna, um ndmero crescente
de estudos tem demonstrado que a DHGNA pode levar a complicagdes a longo prazo, tais
como cirrose hepética e carcinoma hepatocelular assim como aumento da mortalidade
relacionada a este 6rgdo (EKSTEDT et al, 2006; HASHIMOTO et al, 2005; HUI et al, 2003;
SANYAL et al, 2006). Além disso, a DHGNA é por si s0, ou associada a outra patologia
hepética, um fator de risco para diabetes e doencas cardiovasculares (SANYAL et al, 2002;
VILLANOVA et al, 2006; VOLZKE et al, 2005; STRANGES et al, 2005; HANLEY et al,

2005). 37

Analisando os exames bioquimicos podemos observar que os animais do grupo CH
apresentaram maior Colesterol Total e VLDL, enquanto o HH também encontrava-se com o
Colesterol Total elevado além da enzima ALT. A elevagdo na concentracdo do CT e VLDL
¢ um achado comum em individuos com obesidade e consequéncia principalmente da
hiperlipogénese hepéatica (BIOLETTO et al, 2007). A hipercolesterolemia é referida como
um dos principais fatores de riscos independentes para a doenca aterosclerética (CHAMPE,
2000) sendo a principal preditora no aumento dos niveis de lipideos e lipoproteina
plasmatica, a gordura saturada, encontrada em grande quantidade na dieta utilizada neste

estudo (MARGO, 2006).



Os resultados desse trabalho, demonstram que a utilizacdo da dieta hiperlipidica em periodos
de formacéo fetal pode adaptar o feto a ter uma melhor sobrevivéncia quando exposto a um
ambiente que foi previsto, confirmando a teoria adaptativa preditiva proposta por Gluckman
e Hanson (2005), uma vez que, apesar de se encontrarem em pior grau de esteatose hepética,
0s animais HH apresentaram menor expressividade na diferenca do CT quando comparado e
com o grupo CC e ndo apresentaram maiores valores para VLDL, como visto nos animais
que consumiram a dieta somente no pds desmame. Outros trabalhos confirmam essa teoria,
ndo encontrando diferenca no colesterol total e em outros exames bioquimicos ou
verificando valores menores em animais programados com dieta hiperlipidica e que foram
expostos a ambiente semelhante (COVREUR et al, 2011; BAYOL, 2010; AHMED et al,

2009).

Em outros artigos, animais alimentados com essa dieta desde o periodo perinatal,
apresentam elevacdo nos triglicerideos, CT e suas fracGes desde o 21° até a vida adulta
(BOUANANE et al, 2010; OLIVEIRA et al, 2011) ou somente no periodo pds natal

(MEIJER et al, 2010; CHECHI et al, 2006).

A esteatose hepética pode estar associada a testes de funcdo hepatica anormais com ALT e
AST elevadas, que refletem o dano celular e vazamento para a corrente sanguinea
(NEUSCHWANDER-TETRI, 2005). Dietas hipercolesterolémicas, como a utilizada neste
estudo, podem promover um aumento no estrese oxidativo no figado (KAMESH, 2012),
resultando em um aumento na atividade dessas enzimas. Foi observado no presente trabalho,
uma elevacgdo apenas na ALT dos animais HH. No entanto, ja se é bem estabelecido que a
doenca hepatica pode coexistir com sem alteracdo nos valores das enzimas hepaticas mesmo

com a DHGNA em graus mais expressivos (NEUSCHWANDER-TETRI, 2004). 38

Para os animais do mesmo grupo, também verificou-se um maior valor da enzima Gamma -

glutamil transferase (GGT). Apesar de ser produzida por tecidos extra-hepaticos, incluindo



os rins, epididimo, pulmé&o, dentre outros, a maioria da GGT sérica é derivada a partir do
figado, sendo utilizada como um biomarcador de doenca hepatica ou biliar quando associada

a outras enzimas mais especificas (WHITFIELD, 2001; EMDIN, 2005).

6. CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste estudo demonstram que a utilizacdo de dieta hiperlipidica

durante o periodo perinatal e pds desmame promove, em ratos jovens:

» AcUmulo de tecido adiposo visceral
> Esteatose hepética
» Hipercolesterolemia

> Alteracdo no LDL, ALT e GGT

Assim, a exposicdo a uma dieta rica em lipideos em janelas criticas de desenvolvimento é

capaz de promover alteracdes hepaticas e no metabolismo dos lipideos em ratos jovens.
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