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RESUMO

COELHO, Fausto Jesus Rodrigues. Efeito de uma dieta hiperlipidico-
normoproteica restrita em carboidratos ofertada em diferentes fases da
gestacao de ratas Wistar e suas ninhadas. 2015. 50f. Dissertacao (Mestrado em
Odontologia) — Universidade de Uberaba, Uberaba (MG), 2015.

As Ultimas décadas assistiram as mudancas substanciais no estilo de vida do
homem, entre as quais o aumento da ingestéo calorica e reducéo da atividade fisica,
gue resultou no ganho de peso. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de
uma dieta hiperlipidica, normoproteica e restrita em carboidratos, ofertada em
diferentes semanas gestacionais, em ratas Wistar e suas ninhadas. Foram utilizadas
17 ratas Wistar adultas e suas ninhadas. As méaes receberam dieta comercial para
ratos nas 3 semanas gestacionais (grupo C) ou dieta experimental restrita em
carboidrato (3,5%), hiperlipidica (77%) e normoproteica (10%), nas diferentes
semanas de gestacdo. Na lactacdo todos os grupos foram mantidos com dieta
comercial ad libitum. A paridade de filhotes vivos e a mortalidade ao nascer foram
contabilizadas no dia do nascimento até o final da lactacdo. O peso das maes e
filhotes foi monitorado durante a gestacdo e lactacdo e o indice de Lee foi
determinado. Os 6rgaos foram pesados apds eutanasia e a presenca de esteatose
hepatica foi pesquisada nos figados maternos. Analisou-se também a glicemia,
colesterol total e fracBes, triglicérides, ureia e creatinina. Na andlise estatistica
utilizou-se os testes Kolmogorov Smirnov, Bartlett, Brown Forsyte e Kruskal — Wallis,
com pos-teste de Dunn, Ducan e Tukey, com significancia de p<0,05. A analise
estatistica revelou que a dieta ndo afeta o peso corporal das méaes, bem como o
peso da maioria dos seus 6rgdos. Observou-se esteatose hepéatica micro e macro
vesicular nos grupos alimentados com a dieta experimental nas semanas um e trés
e reducédo da glicemia no grupo C em relacéo aos grupos Exp.S1 e Exp.S2. O grupo
Exp.S2 apresentou maior peso ao nascimento em relacdo ao grupo C, mas néo foi
suficiente para alterar o indice de Lee ao final da lactacdo. Nas ninhadas observou-
se que houve alteracédo do peso do baco, musculo femural direito e rins. Ocorreram
alteracdes bioquimicas diferentes semanas tanto para as maes quanto para as
ninhadas. Dessa forma, conclui-se que a dieta hiperlipidica, normoproteica e

hipoglicidica ofertada em fases distintas da gestacdo ndo foi suficiente para



comprometer a evolugao da gestacao, pari¢édo, lactagcao, bem o desenvolvimento da
prole.

Palavras-chave: Dieta com restricdo de carboidratos. Dieta hiperlipidica. Wistar.
Gestagéo.



ABSTRACT

COELHO, Fausto Jesus Rodrigues. Effect of a hyperlipidic-normal protein diet
restricted in carbohydrates offered at different stages of pregnancy to Wistar
rats and their litters. 2015. 50f. Dissertation (Master in Odontology) — University of
the Uberaba, Uberaba (MG), 2015.

The latest decades attended the substantial changes in the lifestyle of the
man, including the increase in caloric intake and reduced physical activity, which
resulted in weight gain. This study aimed to evaluate the effects of a hyperlipidic-
normal protein diet restricted in carbohydrates in Wistar rats and gestation their
litters, offered at different gestational weeks. 17 adult Wistar rats were used and their
broods. Mothers received commercial diet for rats and experimental diet restricted in
carbohydrates (3.5%) hyperlipidic (77%) and normoprotein diets (10%), in different
weeks of gestation. On lactation all groups were held with commercial diet ad libitum.
The parity of pups alive and mortality at birth were accounted for on the day of birth
until the end of lactation. The weight of mothers and pups was monitored during
pregnancy and lactation. The organs were weighed after euthanasia, and the
presence of hepatic steatosis was searched in maternal livers. Also examined
glucose, total and fractions cholesterol, triglycerides, urea and creatinine. In the
statistical analysis used the Kolmogorov Smirnov test, Bartlett, Brown Forsyte e
Kruskal-Wallis, with post-test Dunn, Ducan and Tukey, with significance of p < 0.05.
Statistical analysis revealed that the diet does not affect the body weight of mothers,
as well as the weight of most of its organs. It was observed hepatic steatosis
vesicular in micro and macro groups fed with experimental diet in weeks one and
three and glucose lowering in group C compared to Exp.S1 and Exp.S2 groups. The
Exp.S2 group had a higher birth weight compared to C group, but it was not enough
to change the Lee index at the end of lactation. In broods was observed that there
was a change in spleen weight, right femoral muscle and kidneys. There was
biochemical changes in different weeks for both mothers and for the litters. It is
concluded that the high-fat diet, normal protein and low-carbohydrate offered at
different stages of pregnancy was not enough to compromise the evolution of

pregnancy, parturition, lactation, and the development of the offspring.



Key words: Diet, carbohydrate-restricted. Diet, high-fat. Wistar. Pregnancy.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, ocorreram mudancas substanciais no estilo de vida do
homem, entre as quais 0 aumento da ingestéo caldrica e reducao da atividade fisica.
Nesse sentido, este novo estilo de vida ultrapassou a capacidade de adaptacdo ao
ambiente pelo genoma, tornando a obesidade uma epidemia mundial, atingindo
pessoas de diferentes niveis socioeconémicos (HEBER, 2010).

A obesidade atinge pessoas em todas as fases da vida e suas causas séo
atribuidas aos maus habitos alimentares, sobretudo, ao consumo de alimentos
altamente caldricos e ao sedentarismo, e pode estar associada a predisposicao
genética do individuo. Sabe-se que muitas enfermidades, como hipertensao,
diabetes, doencas cardiovasculares, apneia, algumas neoplasias, doencas
enddcrinas e problemas pulmonares estéo relacionados ao sobrepeso (KORNER;
ARONNE, 2003; PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA, 2003).

Recentes investigacfes associam a obesidade as outras doencas cronico-
degenerativas, tais como: dislipidemia, hiperinsulinemia, diabetes mellitus tipo 2
(DM2), hipertenséo, aterosclerose e mais recentemente a esteatose hepética ndo
alcodlica e alguns tipos de cancer que, em conjunto, contribuem para o aumento da
morbimortalidade em todo o mundo (DAMASO, 2009).

A obesidade é um problema de saude publica mundial que pode levar a
morte, e desde 1985 é caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura.
Considerada uma doenca crbnica, que ndo € uma condicdo adquirida
imediatamente, mas diante de um conjunto de comportamentos de risco, € uma
patologia que estd associada aos distirbios metabdlicos/endocrinos e
cardiovasculares, entre os quais se destacam o DM2, dislipidemias e hipertensao
arterial (MARTINEZ, 2000; BRAY et al., 2005; MENDES et al. 2006).

A partir dos anos 80 a obesidade tem sido considerada uma desordem
nutricional evidente nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, de acordo
com relatério da World Health Organization (WHO, 2015) mais de 1,9 bilhdes de
adultos de 18 anos ou mais estdo com sobrepeso, desses, 13% sdo obesos. Os
paises em desenvolvimento nas ultimas décadas e atualmente passam por uma
mudanca nutricional que € caracterizada pela diminuicAo da desnutricdo e o
aumento vertiginoso da obesidade (AMUNA; ZOTOR, 2008).
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A incidéncia de obesidade, caracterizada por indice de massa corporal > 30
kg/m?, aumentou acentuadamente nas Ultimas décadas no Reino Unido e em todo o
mundo (SEBERT et al., 2009; PICCHI et al., 2011). De acordo com o Portal Brasil
(2015) verificou-se que no pais, em 2014, 50,8% da populacdo estavam acima do
peso ideal, desses 17,5% sao obesos, e dentre eles 47,4% pertenciam ao sexo
feminino.

Habitos alimentares ndo saudaveis estdo presentes em todas as fases do
ciclo vital e podem prejudicar ainda mais grupos populacionais vulneraveis, como
mulheres no periodo da gestacdo. Entre os habitos que promovem o ganho
excessivo de peso esta a ingestdo de alimentos com alta densidade energética, os
quais, em geral, sdo alimentos pobres em fibras, micronutrientes e agua, e com alto
teor de gordura, acucar ou amido (MARTINS; BENICIO, 2011).

Durante a gestacdo acontecem varias alteragcbes no organismo materno que
objetivam garantir o crescimento/desenvolvimento fetal e manter a higidez da
gestante. As modificacdes que ocorrem levam as maiores demandas nutricionais o
gue acarreta um aumento proporcional dos nutrientes da alimentacdo materna, tanto
nos periodos pré como pos-natal (ROGERS; VELTEN, 2011).

A interpretacdo da magnitude do ganho de peso durante o periodo
gestacional foi e ainda é um tema controverso, que tem sofrido alteragdes ao longo
das ultimas décadas, passando de aproximadamente quatro a seis quilogramas nas
primeiras décadas do século passado, para aceitacdo de uma variacdo do peso
materno, coerentemente com o0 estado nutricional pré-gestacional (ANDRETTO,;
SOUZA; FIGUEIROA, 2006).

De maneira geral, no primeiro trimestre gestacional praticamente ndo ocorre
ganho de peso, podendo até haver perda. A partir do segundo trimestre o ganho de
peso ocorre de maneira mais proeminente (ANDRETTO; SOUZA; FIGUEIROA,
2006).

Estudos revelam que doencas no adulto podem ter origem durante o
desenvolvimento fetal, em consequéncia do estresse sofrido durante o periodo
gestacional (CALKINS; DEVASKAR, 2011; ROGERS; VELTEN, 2011).

O ganho de peso excessivo durante a gestacao predispde a obesidade poés-
parto e as suas complicagbes. Segundo Martins e Benicio (2011), estudos
evidenciaram a associagao positiva entre o0 ganho ponderal excessivo na gestacéo e

a retencao de peso por até trés anos apos o parto. A relacéo entre 0 maior consumo
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de calorias e a elevagdo do ganho ponderal na gestacdo ja foi demonstrada na
literatura desde a década de 90. Atualmente, estudos buscam relacionar
caracteristicas e padrfes alimentares durante a gestacdo com o ganho ponderal
nesse periodo e a retencéo de peso pés-parto.

Segundo Rifas-Shiman et al. (2009), a dieta materna durante a gravidez pode
influenciar os resultados da gravidez e da infancia, tais como: duracao da gestacéo,
crescimento fetal, defeitos de nascimento, pré-eclampsia, diabetes gestacional. A
dieta, no primeiro trimestre gestacional, pode ser mais importante para o
desenvolvimento e diferenciacdo de varios 6rgaos. Um maior peso da mae no inicio
da gestacdo estd associado com muitos resultados adversos na gravidez, inclusive
maiores taxas de macrossomia fetal e diabetes gestacional.

Tanto a qualidade quanto a quantidade da gordura da dieta materna, durante
a Ultima semana gestacional e durante a lactacdo, afetaram de forma diferencial o
crescimento da prole e o perfil metabolico basal (TAMASHIRO et al., 2009).

Ratos alimentados com uma dieta hiperproteica e hiperlipidica (55% de
proteinas e 45% de lipideos), e isenta de carboidratos, apresentaram menor ganho
de peso corporal, que os ratos alimentados com dieta apenas com baixo teor de
carboidratos ou normoglicidica. A explicacdo € que dietas pobres em carboidratos
levam a um menor peso corporal em decorréncia de menor deposi¢cdo de gordura,
bem como de menor consumo de energia (PICHON et al., 2006).

Além disso, Borba et al. (2011) apontaram que uma dieta hiperlipidico-
proteica (HLP) com baixo teor de carboidratos, que em seres humanos € utilizada
para perda de peso, induz a um significativo ganho de massa corporal, com aumento
do tecido adiposo em ratos, quando comparada a uma dieta balanceada. A dieta
HLP causa esteatose hepatica e alteracbes em parametros bioquimicos, que
representam uma piora da condicdo de saude dos animais.

Burlamaqui et al. (2011) observaram que a esteatose hepética ocorreu em
uma propor¢cdo muito maior em animais que receberam uma alimentagao
hipercal6rica e hiperlipidica (72,7%) do que em animais que receberam dieta
controle (18,2% lipideos). O risco de esteatose foi maior no grupo experimental, visto
que peroxidacao lipidica favorece o desenvolvimento de DHNA (Doenca hepatica
nao-alcodlica).

DHNA é o tipo mais comum de lesdo hepatica crénica em muitos paises e

suas manifestacdes variam de esteatose simples para esteato-hepatite ndo-alcodlica
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(DHNA) até a fibrose, cirrose e carcinoma hepatocelular. A prevaléncia de DHNA,
atualmente entre 15% e 40% em populagdes ocidentais e entre 9% e 40% em
populacdes asiaticas, aumentou significativamente ao longo dos ultimos 15 anos,
principalmente em raz&o da sua associacdo com as duas maiores epidemias atuais
do mundo: a obesidade e o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (BURLAMAQUI et al.,
2011).

A patogénese da DHNA ndo €é completamente compreendida, mas a
resisténcia a insulina, estresse oxidativo e inflamacdo desempenham um papel
importante no desenvolvimento e na progressao da doenca. Além disso, niveis
anormalmente elevados de acidos graxos livres em circulacdo tém sido
correlacionados com a gravidade da DHNA (BURLAMAQUI et al., 2011).

Picchi et al. (2011) submeteram ratas Wistar a uma dieta hiperlipidica e com
baixo teor de carboidratos e observaram que 0s animais que consumiram uma dieta
rica em gordura ingeriram uma quantidade menor de alimentos, em contraste com a
hipétese de que dietas com elevado teor de gordura promovem hiperfagia em
roedores. Observou-se que a dieta de elevado teor de gordura ndo induziu maior
ganho de peso, mas conduziu a um maior ganho de gordura hepatica.

Uma dieta com 20% de proteina, 77% de gordura e 3% de carboidratos,
oferecida durante todo o periodo de gestacdo reduz a taxa de prenhez, afeta
negativamente a sobrevivéncia neonatal, afeta também os parametros bioquimicos e
anatomo-patoldgicos de ratas Wistar e suas ninhadas (MOREIRA, 2012).

Além disso, a dieta hiperlipidica permite caracterizar o desenvolvimento da
obesidade e a avaliagdo das intervenc¢des antiobesidade num ambiente experimental
in vivo, fisiopatologicamante muito semelhante a doenca humana. Isto contribuiu
imensamente para a compreensdo da obesidade e da resisténcia a insulina
provenientes da dieta e muitos conceitos fisiopatol6égicos no campo, por exemplo, a
importancia da deposi¢cdo de gordura hepdatica, a interacdo entre inflamacéo e
resisténcia a insulina (BUETTNER; SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007).

Diante do exposto apresenta-se a hipotese deste estudo.
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1.1 HIPOTESE

A hipétese nula deste estudo foi que a alimentacdo de ratas com uma dieta
hiperlipidica, normoproteica com restricdo de carboidratos, ofertada em diferentes
semanas da gestacdo, ndo atende as necessidades para o desenvolvimento

adequado de gestacao e lactacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desta pesquisa foi determinar o efeito de uma dieta hiperlipidica,
normoproteica e com restricdo de carboidratos na gestacdo de ratas Wistar e suas
ninhadas, quando a referida dieta for ofertada durante a primeira, segunda ou

terceira semana de gestacgao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste estudo compreendem a determinacao do efeito
da oferta, em diferentes fases da gestacdo, de uma dieta hiperlipidico,

normoproteica com restricdo de carboidratos nos seguintes parametros:

a) numero de componentes da ninhada no nascimento e ao final da
lactacéo;

b) peso das mées (gestacao e lactacéo);

c) peso da ninhada (no nascimento e ao final da lactacao);

d) niveis bioquimicos (glicemia, trigliceridemia, colesterol e fracGes, ureia e
creatinina) das ratas e seus filhotes ao final da lactacéo;

e) parametros anatébmicos (peso de érgaos e tecidos) das ratas e de seus
filhotes, ao final da lactacao;

f) caracteristicas histolégicas do figado das ratas ao final da lactacéo.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo desta pesquisa, o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentagdo Animal (CEEA) da Universidade de Uberaba (UNIUBE) sob o
namero de 015/2010 de 14 de dezembro de 2010 (ANEXO A).

3.1 LINHAGEM DE RATOS

Foram utilizados machos e fémeas de ratos Wistar adultos, fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade de Uberaba, pesando entre 250 a 300 gramas.

3.2 DIETAS
3.2.1 Dieta padréao (balanceada)

O grupo controle recebeu dieta comercial balanceada para ratos (LABCIL),
composta por carbonato de calcio, cloreto de sddio (sal comum), farelo de arroz, de
soja, de trigo, melaco, milho integral moido, 6leo de soja degomado e premix mineral
e vitaminico. Cada 100g dessa racdo fornece 290 Kcal, conforme indicacdo do

fabricante.

Quadro 1 - Composicao aproximada da dieta controle — LABCIL®.

INGREDIENTES QUANTIDADE (%)
Carboidratos 55,57
Proteinas 22,93
Fibras 7,60
Gorduras 3,35

Fonte: Dados do fabricante (2014).

3.2.2 Dieta experimental

A dieta experimental, j& padronizada no Laboratério de Microbiologia da

Universidade de Uberaba, teve a composi¢cao descrita no quadro 2, fornecendo 770
Kcal/100g.
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Todos os componentes foram homogeneizados em batedeira industrial,
obtendo-se uma formulacdo homogénea de consisténcia pastosa. Apds o preparo, a
racao foi separada em por¢cdes de aproximadamente 400g, etiquetada e congelada a

-10°C, sendo descongelada previamente ao uso.

Quadro 2 - Composigao aproximada da dieta experimental.

INGREDIENTES G % caldrico
Banha de porco (comercial) 74,0 87,2
Caseina 19,10 9,4
Sacarose 6,90 3,4
Bitartarato de colina 0,25
Colesterol 0,12
Fibra (celulose microcristalina) 0,16
L- cistina 0,30
Mix mineral 3,50
Mix vitamina 1,00

Fonte: Dados coletados pelo autor (2014).

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Foram utilizados dois machos e 17 ratas Wistar, pesando entre 250 e 300
gramas, divididas aleatoriamente em quatro grupos de acordo com as dietas que

foram oferecidas nas trés semanas de gestacao:

= Grupo 1 (Controle): composto por quatro ratas, que receberam dieta
balanceada comercial durante as trés semanas de gestacéo;

= Grupo 2 (Exp.S1): composto por quatro ratas, que receberam dieta
experimental na primeira semana e dieta comercial balanceada na segunda e
terceira semanas;

= Grupo 3 (Exp.S2): composto por cinco ratas, que receberam dieta
experimental na segunda semana e dieta comercial balanceada na primeira e
terceira semanas;

= Grupo 4 (Exp.S3): composto por quatro ratas, que receberam dieta
experimental na terceira semana e dieta comercial balanceada na primeira e

segunda semanas.

A lactacdo de todos os grupos foi feita com as maes se alimentando de dieta

comercial balanceada.
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3.4 TRATAMENTO DOS ANIMAIS E CRUZAMENTO

Os animais foram mantidos nas dependéncias do Biotério Central da
Universidade de Uberaba, sendo tratados com &gua e racdo “ad libitum”, em
temperatura entre 22 e 26°C, com ciclo de iluminacdo de 12 horas claro e 12 horas
escuro alojados em caixas de polietileno (largura 32 cm, profundidade 40 cm e altura
16 cm), forradas com maravalha autoclavada (121°C, por 20 minutos em autoclave
vertical).

Antes do periodo experimental, os animais permaneceram no biotério por
uma semana e durante esse periodo de adaptacdo as ratas foram vermifugadas
pela administracdo de Fenbendazole 0,01mlI/100g durante cinco dias, por gavagem.

ApoOs o periodo de adaptacao, as fémeas foram aleatoriamente divididas entre
0s grupos 1 a 4 descritos acima.

O estro foi verificado por esfregaco vaginal.

Para verificacdo do estro utilizou-se lavado vaginal, esse foi realizado com
auxilio de uma pipeta, adaptada de uma micropipeta e latex de garrote (Figura 1),
gue possa conter aproximadamente 1ml de solugdo salina 0,9%. As bordas da
ponteira deveriam ser rombas a fim de ndo machucarem as paredes vaginais. A
ponteira foi introduzida no orificio vaginal, instilou-se 1mL de solugdo salina na
vagina das ratas. Imediatamente apds, esta foi coletada e colocada em lamina de
vidro para visualizacdo ao microscopio, com aumento de 100 e 400x, sem a
utilizac&o de laminula (VILELA; SANTOS JUNIOR; SILVA, 2007).

Figura 1 - Ponteira adaptada para coleta do lavado vaginal.

e

Fonte: Acervo do autor (2014).
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A coleta foi realizada diariamente, até a verificagdo do estro (Figura 2). O
reconhecimento do ciclo estral € importante para determinar o momento de
fertilidade. Com a diminuicdo dos niveis hormonais do estradiol, caracteristico do
periodo ovulatério, as células apresentavam caracteristicas de cornificagcdo, com
aspecto de “folhas secas” (VILELA; SANTOS JUNIOR; SILVA, 2007).

Figura 2 - Fotomicrografia apresentando o estro. Predominio de células cornificadas.

Fonte: Vilela, Santos Juanior e Silva (2007).

ApGs a verificagdo do estro, os machos foram alojados nas caixas junto com
as fémeas, na propor¢cdao de um macho para cada fémea, por um dia. Ao fim desse
tempo os machos foram retirados e as fémeas submetidas novamente a coleta de
esfregaco vaginal a fim de detectar a presenca de espermatozoide no liquido
vaginal. Quando presentes, as fémeas foram consideradas como prenhas, e, entao,
separadas em caixas de polietilieno individuais com maravalha autoclavada, nas
guais permaneceram durante todo o periodo de gestacdo (21 dias) até o término da

lactacéo (21 dias).
3.5 PADRONIZA(}AO DO NUMERO DE FILHOTES/FEMEA
Uma vez verificado o nascimento de cada uma das ninhadas, foi retirado o

namero de filhotes necessario para que cada ninhada ficasse com a composicéo de
oito filhotes. O nimero excedente foi eutanasiado imediatamente.
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3.6 DETERMINACAO DOS EFEITOS DA DIETA

3.6.1 No numero e componentes da ninhada

No periodo esperado para o nascimento das ninhadas, as fémeas foram

observadas diariamente, visando contabilizar o numero de componentes da ninhada.

3.6.2 No peso dos animais

As ratas foram pesadas semanalmente durante o periodo de adaptacédo e
durante a gestacdo e lactacdo. O controle de peso dos filhotes foi feito ao
nascimento e ao final da lactacdo. Em todas as pesagens foi utilizada uma balanca

digital Filizolla® — Brasil com precisao de 0,5g.

3.6.3 Nas dosagens bioquimicas

A coleta do sangue, foi feita em veia cava caudal e todos 0s parametros
bioquimicos do sangue foram determinados utilizando amostras de plasma néo
hemolisado e kits comerciais enzimaticos ou colorimétricos (Biotécnica® Séo Paulo),
utilizando-se o método automatizado, com o aparelho Vital Scientific — Vitalab
Selectra E®. As coletas foram realizadas no momento da eutanasia.

Em todas as dosagens foi feita uma curva de calibragio com amostras
fornecidas pelo fabricante. O LDL-colesterol foi determinado pela formula:

Formula de Friedwald

LDL = (TCO - HDL) - (TG/5)

3.6.3.1 Dosagem de HDL
A dosagem de HDL foi realizada com Kit diagndéstico laboratorial, utilizando o

sistema enzimatico Colesterol oxidase/peroxidase segundo as indicacdes do

fabricante.
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3.6.3.2 Dosagem de VLDL

A dosagem de VLDL foi realizada com Kit diagnostico laboratorial, utilizando o
sistema enzimatico Colesterol oxidase/peroxidase, segundo as indicacbes do
fabricante.
3.6.3.3 Dosagem de colesterol

A dosagem de colesterol foi realizada com Kit diagnostico laboratorial,
utiizando o sistema enzimatico Colesterol oxidase/peroxidase, segundo as
indicacdes do fabricante.
3.6.3.4 Dosagem de triglicérides

A dosagem de triglicérides foi realizada com Kit diagndstico laboratorial,
utilizando-se o0 sistema lipase lipoproteica/glicerolquinase/ glicerol-3-fosfato
oxidase/peroxidase.
3.6.3.5 Dosagem de glicose

A dosagem de glicose foi realizada com Kit diagnostico laboratorial,
empregando o método Enzimatico da Glicose oxidase, segundo as indicagdes do
fabricante.
3.6.3.6 Dosagem ureia e creatinina

A dosagem da ureia foi realizada com Kit diagnostico laboratorial,
empregando o método Enzimatico colorimétrico, segundo as indicagbes do
fabricante.

3.6.4 Eutanasia

Ao final da lactacéo, as ratas e os filhotes de 21 dias foram mantidos por 12

horas em jejum e entdo anestesiados pela administracdo de 50 mg/Kg de Cetamina
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e 10 mg/Kg de Xilazina, administrados na mesma seringa por via intraperitoneal.
Apos a confirmacgdo da anestesia (por meio da auséncia de sinais como reflexo da
cauda e reflexo palpebral), os animais foram colocados em decubito dorsal sobre
uma mesa cirdrgica (tAbua revestida com férmica), os membros foram imobilizados e
o animal foi submetido a laparatomia e exposicédo da cavidade abdominal. O sangue
foi coletado pela veia cava caudal para as andlises bioquimicas. O diafragma foi
seccionado, provocando pneumotorax, que levara o animal a morte por hipoxia. Em
seguida, foi feita a perfusdo com solucdo salina (aproximadamente 20mL) para
lavagem do sistema vascular e com formol tamponado (20mL aproximadamente)

para fixacdo dos 6rgaos.

Figura 3 - Filhote submetido a eutanasia.

Fonte: Acervo do autor (2014).
3.6.5 Determinacéo do indice de Lee

Apés a eutanasia dos animais (méaes e filhotes ap6s a lactagdo) mediu-se o
comprimento naso-anal dos animais (cm) e determinou-se o peso (gramas). O indice

de Lee foi determinado pela seguinte férmula conforme (AGUILA et al., 2002):

3 .
e - peso em (g) comprimento
Indice de Lee »\/ naso anal (cm) X 1000
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3.6.6 No peso dos 6rgaos

Os animais (maes e filhotes ao final da lactacdo) foram eutanasiados
conforme descrito acima (item 3.6.4). Imediatamente, foi colhido o sangue e 6rgaos
(baco, cérebro, coracgdo, figado, rins, utero, testiculos), gordura visceral, peri-uterina,
peri-epididimal, peri-renal, além de fragmento do musculo quadriceps femural direito.
Esses foram dissecados, pesados individualmente e fixados em formol tamponado.

O peso de cada o6rgao foi expresso em g/100g de peso corporal do animal.

3.6.7 Andlise histopatologica do figado

Todos os figados das maes foram submetidos a analise histologica.

Foi escolhido o maior lobo do figado, a fim de garantir melhor qualidade do
espécime. Desse lobo foi retirado um fragmento de aproximadamente 0,5cm x 0,5
cm x 0,3 cm de espessura, que incluisse parénquima hepatico (sem a cépsula).
Esse fragmento foi submetido ao processamento histolégico de rotina do Laboratério

de Histopatologia da Universidade de Uberaba, composto pelos seguintes passos:

» Fixacdo: o fragmento do maior lobo do figado foi retirado para anélise
histopatoldgica e foi fixado em formaldeido por 24h;

= Desidratacdo a peca foi submetida aos banhos sucessivos de etanol
em concentragao crescente (70% -100%);

» Diafanizagéo: a seguir o fragmento foi submetido ao alcool/xilol na
concentracdo 1:1, por 30 minutos, seguido de banhos sucessivos de
xilol: Xilol I - 25 minutos; Xilol 1l - 25 minutos; Xilol 11l - 25 minutos;

» Impregnagédo pela parafina: a seguir o fragmento foi submetido aos
banhos de parafina (Histosec Pastilha — Merck®) a 60°C no interior da
estufa por duas horas;

» Inclusao: posteriormente, o fragmento foi transferido para a forma com
parafina fundida obtendo-se o bloco de parafina (Histosec Pastilha —
Merck®);

= Microtomia: foram realizados cortes seriados de 5 ym de espessura,
com o auxilio de um micrétomo (Leica RM 2145®), sendo utilizado um

corte e na sequéncia desprezados 10 cortes, e assim sucessivamente.
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» Extensdo: os cortes foram esticados em banho de &gua 50°C e
“pescados” com uma lamina de microscopio para a retirada das rugas
provenientes dos cortes. Levou-se a lamina a platina aguecedora a
40°C, por cinquenta minutos para a fixacdo do corte a lamina;

» Hidratacdo e Coloragdo: a parafina foi eliminada com banhos
sucessivos de xilol I, Il e lll por 5 minutos cada. Em seguida os cortes
foram hidratados em banhos decrescentes de etanol (100%, 95% e
70%), posteriormente colocados em agua por 5 minutos cada. Em
seguida as laminas foram coradas com hematoxilina (por 50
segundos), lavadas em agua corrente por aproximadamente cinco
minutos, coradas com eosina por 50 segundos, desidratadas em trés
banhos de etanol, em concentracdo crescente (70, 95 e 100%) por
cinco minutos cada e em seguida com trés banhos de xilol I, Il e 1l por
cinco minutos cada;

= Montagem da lamina: ao final da preparacdo as laminulas foram
coladas sobre o corte usando Entellan (Merck®), deixando as laminas
secaram em temperatura ambiente para posterior analise

histopatolégica.

Apos a confeccdo de cada lamina, a analise das mesmas foi realizada as
cegas, a fim de se impossibilitar o reconhecimento do grupo ao qual aquele corte
pertencia, impedindo dessa forma uma leitura subjetiva dos resultados que pudesse
influenciar a leitura final.

A leitura das laminas foi realizada com o auxilio do microscépio de luz comum
(AXIOSKOP - ZEISS), aumento de 400x e as imagens foram capturadas utilizando
uma camera digital Axion Cam ICc 1.

As laminas foram avaliadas no sistema duplo-cego, sendo que cada um dos

casos foi lido duas vezes, por avaliadores treinados e de forma padronizada.
3.6.8 Andlise do figado
Para analise dos cortes histolégicos do lobo do figado foi usado o software

Axion Vision Rel.4.8.2. As laminas foram observadas com aumento de 400x, em

busca da ocorréncia de esteatose, ou seja, quando os hepatocitos apresentam
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acumulo de gorduras neutras no citoplasma, na forma de vacuolos grandes,
arredondados e opticamente vazios.

A avaliacdo da esteatose hepatica foi realizada de forma semiquantitativa e
classificada em ausente, discreta, moderada e acentuada. A presenca de esteatose
foi classificada em scores 0, 1, 2 e 3. Ausente - O, discreta - 1, (>0% a 33%),
moderada - 2 (> 33% a 66%) e acentuada - 3, (> 66%). Adaptado de Burlamaqui et
al. (2011).

3.6.9 Analise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o programa Graphpad Prism 6.0®. Os
dados quantitativos foram submetidos inicialmente ao teste de normalidade
“‘Kolmogorov-Smirnov” e os de homogeneidade de variancias “Bartlett” e de Brown-
Forsythe (SNEDECOR; COCHRAN, 1989). Quando a suposi¢cdo de normalidade e
de homogeneidade forem satisfeitas, as variaveis de interesse foram estudadas
guanto ao grupo e quanto ao periodo (nascimento e desmame) a partir de uma
andlise de variancia dois fatores seguido de teste de comparagcbes multiplas de
Duncan ou Tukey. Os dados foram apresentados como média e desvio-padrao.
Quando as suposicbes acima nao foram atendidas, utilizou-se a analise néo
paramétrica a partir do teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparacao
multipla de Dunn e os dados foram apresentados como mediana (minimo e
maximo). Quanto as variaveis categoricas obtidas da andlise histologica foi
empregado teste de Kruskall-Wallis para comparacéao de propor¢cdes entre 0s grupos

em estudo. O nivel de significancia para todos os teste foi p=0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DA DIETA HIPERLIPIDICA, NORMOPROTEICA E RESTRITA EM
CARBOIDRATOS NAS MAES

A dieta hiperlipidica, normoproteica e restrita em carboidrato ofertada em
cada uma das semanas gestacionais nao levou a diferenca significativa no peso das
ratas ao longo da gestacdo. O peso imediatamente apds o parto também nao
apresentou diferenca estatistica significativa entre os grupos. Apdés o parto, as
fémeas foram alimentadas com dieta balanceada para ratos e também néo foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Também néo se
observou diferenca significativa (p= 0,05) no indice de Lee das ratas ao final do

periodo de lactacdo (Tabela 1).

Tabela 1 - Efeito da dieta hiperlipidico-normoproteica com restricdo de carboidratos
ofertada as maes nas diferentes semanas gestacionais (S1, S2 e S3) no peso das
ratas ao longo da gestacéo (gest), no momento do parto, durante a lactacdo (lact) e
no indice de Lee.

Grupos Controle Exp.S1 Exp.S2 Exp.S3
Inicial 273 (16) 258 (2,6) 278 (14) 267 (18)
12 sem gest 298 (31) 287 (4,8) 314 (20) 292 (25)
22 sem gest 340 (40) 327 (23) 362 (23) 329 (36)
32 sem gest 410 (46) 373 (38) 400 (30) 373 (24)
Poés-parto 329 (33) 284 (24) 320 (29) 295 (30)
12 sem lact 317 (21) 295 (23) 318 (37) 310 (15)
22 sem lact 311(7,1) 299 (25) 331 (19) 323 (9,3)
32 sem lact* 274 (15) 263 (8) 292 (15) 263 (33)
indice de Lee 31(1,1) 29(0,3) 31(1,1) 30(1,4)

*O peso medido na terceira semana de lactacdo corresponde ao peso na eutanésia. Os pesos sédo
expressos em gramas.

- Foi utilizado o Teste ONE-WAY ANOVA sendo valores expressos em média + desvio padrdo foram
considerados significativos os valores p<0,05.

A dieta experimental ofertada na gestagcdo, n&o alterou de maneira
significativa o peso da maioria dos 6rgaos e tecidos avaliados (Tabela 2). Apenas
detectou-se que a gordura perivisceral foi significativamente maior nas ratas

alimentadas com a dieta experimental na segunda semana de gestacdo em relacéo
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aquelas ratas alimentadas com essa dieta na primeira semana. Além disso, 0 peso
relativo do utero foi maior nas ratas alimentadas com a dieta experimental na
primeira semana de gestacdo em relacdo aquelas alimentadas com dieta controle
nas trés semanas de gestacao e aquelas alimentadas com a dieta experimental na

semana dois da gestacéo (p< 0.05).

Tabela 2 - Efeito da dieta hiperlipidico-normoproteica com restricdo de carboidratos
ofertada as maes nas diferentes semanas gestacionais (S1, S2 e S3) no peso

relativo dos érgaos e tecidos das ratas ao final da lactagao.

Peso dos 6rgéos/tecidos* Controle Exp.S1 Exp.S2 Exp.S3
Baco 0,4 (0,14) 0,38 (0,06) 0,43 (0,08) 0,4 (0,15)
Cérebro 0,54 (0,12) 0,55 (0,03) 0,48 (0,02) 0,54 (0,08)
Coragao 0,51(0,08) 0,58 (0,18) 0,43 (0,08) 0,45 (0,06)
Figado 4,5 (0,39) 4,9 (1,2) 4,5 (0,62) 52 (2)
Gordura peri-renal 0,67 (0,37) 0,83 (0,49) 1,4 (0,33) 0,72 (0,34)
Gordura peri-uterina 0,87 (0,48) 0,82 (0,57) 0,77 (0,5) 0,64 (0,52)
Gordura peri-visceral 1,3 (0,26) 0,54 (0,22)! 1,6 (0,75)* 0,66 (0,55)
Gordura total 2,9 (0,85) 2,2(1,1) 3,8 (0,78) 2 (0,94)
Musculo quadriceps femoral 0,36 (0,08) 0,43 (0,95) 0,03 (0,16) 0,47 (0,1)
Rins 0,84 (0,05) 0,83 (0,08) 0,78 (0,1) 0,88 (0,13)
Utero 0,24 (0,03)* 0,33 (0,02)12 0,26 (0,03)2 0,3 (0,02)

- Os pesos séo expressos em gramas. Peso corrigido para 100g.
- Foi utilizado o Teste ONE-WAY ANOVA sendo valores expressos em média + desvio padrao.
- Na mesma linha, médias com ndmeros sobrescritos iguais sdo significativamente diferentes, p<0,05.

Na analise do figado de todas as maes foi observada a presenca de
esteatose micro e macro vesicular, caracterizada pela presenca de micro e macro

vesiculas de gordura, espalhados no citoplasma do hepatdcito (Figura 4).

Figura 4 — Fotomicrografia do figado das maes com coloracdo Hematoxilina Eosina.

). C - Esteatose macrovesicular

mal em ratas (200x). B -
(400x). Fonte: Acervo do autor (2014).
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A analise estatistica dos dados demonstrou maior incidéncia de esteatose nos
grupos Exp.S1 e Exp.S3 em relagdo ao grupo controle, maior incidéncia de
esteatose no grupo Exp.S1 em relacdo ao grupo Exp.S2 e deste grupo em relacao
ao grupo Exp.S3 (p<0,05) diferenca significativa entre os grupos (p< 0,05).

Quando a dieta experimental foi ofertada no inicio ou no final da gestacao, ela
induziu em maior ocorréncia de esteatose hepética micro e macro vesicular.

A alimentacdo das ratas com a dieta experimental durante a gestacao nao
afetou os parametros bioquimicos Colesterol Total, HDL, LDL, VLDL e Triglicérides
das ratas ao final do periodo de lactagdo. Observou-se que os grupos Exp.S1 e
Exp.S3 apresentaram glicemia significativamente menor que o grupo controle e que
0s niveis de ureia do grupo alimentado com dieta experimental na semana 1 de
gestacao foram significativamente maiores que os valores apresentados pelas maes
alimentadas com dieta experimental na semana 3 da gestacdo (Tabela 3). o0s
grupos alimentados com a dieta experimental apresentaram: glicose: Controle >
Exp.S1 e Exp.S3, e valores significativamente menores (p<0.05), quanto a ureia o
grupo Exp.S1>Exp. S2 (Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito da dieta hiperlipidico-normoproteica com restricdo de carboidratos
ofertadas as mées nas diferentes semanas gestacionais (S1, S2 e S3) nos

parametros bioquimicos das ratas ao final da lactacao.

;ii}aﬂ;ﬁgss Controle (mg/dl)  Exp.S1(mg/dL) Exp.S2(mg/dL) Exp.S3(mg/dL)
Colesterol total 103 (26) 92 (14) 93 (16) 91 (17)
HDL 35 (11) 35 (5,4) 36 (6,7) 34 (4)
LDL 57 (11) 49 (8,3) 50 (12) 49 (14)
VLDL 10 (5,2) 8,3 (2,8) 7(1,2) 7.5 (4,4)
Creatinina 0,7 (0,08) 0,68 (0,09) 0,7 (0,07) 0,73 (0,05)
Glicose 215 (29)*2 115 (29)* 186 (32) 175 (23)?
Triglicerideos 52 (27) 41 (15) 35,9 (6,8) 38 (22)
Ureia 49 (8.8) 62 (7.8)! 44 (4.4) 55 (9)

- Os dados foram expressos em (mg/dL).
- Foi utilizado o Teste ONE-WAY ANOVA, sendo valores expressos em média + desvio padréo.
- Na mesma linha, médias com nimeros sobrescritos iguais sao significativamente diferentes, p<0,05.
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4.2 EFEITO DA DIETA HIPERLIPIDICA, NORMOPROTEICA E RESTRITA EM
CARBOIDRATOS NOS FILHOTES

Tabela 4 - Efeito da dieta hiperlipidico-normoproteica e restricdo de carboidratos
ofertada as mées nas diferentes semanas gestacionais (S1, S2 e S3) sobre 0 peso

ao nascer, na eutanasia e indice de Lee dos filhotes.

Peso Controle Exp.S1 Exp.S2 Exp.S3
Ao nascer (mediana min./max.) 59! (5,5-6,1) 6,0%5,3-6,8) 6,6Y%3(6,3—7.0) 6,03(5-6,1)
Na eutanasia (média (DP)) 39 (11) 44 (7,1) 45 (9,3) 46 (7)
indice de Lee 324 (17) 316 (8,2) 314 (13) 323 (20)

- Os pesos sdo expressos em gramas. Peso corrigido para 100g.

- Nimeros sobrescritos iguais na mesma linha, indicam diferengas entre si, p<0,05.

- Foi utilizado o Teste ONE-WAY ANOVA, sendo valores expressos em mediana (min./max.), média
desvio padréo.

Os filhotes das ninhadas cujas mées foram alimentadas com a dieta
experimental na segunda semana de gestacdo apresentaram maior peso ao
nascimento do que os demais grupos (p<0.0001). Ja aos 21 dias de vida, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa para esse parametro entre 0s grupos em
estudo, bem como quando foi comparado o indice de Lee (p>0.05) (Tabela 4).

A analise do peso da gordura total, cérebro, coracéo, figado e testiculos dos
filhotes ao final da lactacdo ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos. Ja o
peso do baco dos filhotes cujas maes foram alimentadas com dieta experimental
durante a primeira semana foi significativamente maior do que o observado para os
animais cujas maes foram alimentadas durante toda a gestacdo com dieta controle
(p=0.0139) e do que observado para os filhotes cujas mées foram alimentadas com
dieta experimental na terceira semana de gestacdo (p=0.021). O peso do musculo
quadriceps femural direito corrigido para 100g foi significativamente maior nos
animais cujas maes foram alimentadas com dieta experimental durante a semana
um em comparagao ao grupo Exp.S2 (p=0.0093). Quanto aos rins, observou-se que
0os animais do grupo Exp.S2 apresentaram aumento significativo em relacdo ao

grupo Exp.S3 (p=0.0042). Finalmente, o peso do utero dos filhotes do grupo controle



37

foi significativamente menor do que o dos demais grupos (p=0,0015; 0,0419; 0,0394
para os grupos Exp.S1, Exp.S2 e Exp.S3, respectivamente) (Tabela 5).

Tabela 5 - Efeito da dieta hiperlipidico-normoproteica e restricdo de carboidratos
ofertada as nas diferentes semanas gestacionais (S1, S2 e S3) no peso relativo
(9/100g de peso corporal) de 6rgéos e tecidos (adiposo e muscular) dos filhotes na

eutanasia ao final da lactacao.

Orgé&o/tecido Controle (g) Exp.S1 (g) Exp.S2 (g) Exp.S3 (g)
Gordura total 0.0 (0-0.87) 0.0 (0-0.68) 0.0 (0-0.85) 0.13 (0-0.88)
Bago 0,49 (0,4-0,7)* 0,57 (0,5-0,8)1-2 0,49 (0,3-0,8) 0,43 (0,34-0,69)2
Cérebro 2,8 (0,69) 2,7 (0,3) 2,6 (0,79) 2,0 (0,91)
Coragdo 0,7 (0,52-1) 0,71(0,48-0,81) 0,67 (0,51-1)  0,62(0,55-0,87)
Figado 4,1 (0,52) 4,0 (0,27) 4,2 (0,68) 3,9 (0,45)

M. femural direito 0,41 (0,28 — 0,76) 0,53 (0,37-0,85)! 0,4 (0,28-0,62)' 0,45 (0,32-0,76)
Rins 1,2 (0,7-1,5) 1,2 (1-1,6) 1,3 (1,1-1,5)° 1,1 (0,78-1,4)°
Testiculos 0,61 (0,06) 0,78 (0,21) 0,71 (0,13) 0,62 (0,09)

Utero 0,3 (0,2-,33)1:23 0,43 (0,37-0,87)! 0,4 (0,27-0,62)2 0,39 (0,24-062)3

- Os pesos séo expressos em gramas e corrigidos para 100g de peso corporal.

- Nimeros sobrescritos iguais na mesma linha, indicam diferencas entre si, p<0,05.

- Foi utilizado o Teste ONE-WAY ANOVA, sendo valores expressos em mediana (min./max.), média +
desvio padréo.

Quanto aos parametros bioquimicos dos filhotes, a andlise dos resultados néo
mostrou diferenca estatisticamente significativa entre 0os grupos para os parametros
Colesterol total, HDL, LDL e Creatinina. Observaram-se niveis superiores de VLDL
no grupo controle e ExpS2 em relacdo aos grupos Exp.S1, niveis de glicemia
superiores no grupo Exp.S2 em relacéo ao grupo Exp.S1, trigliceridemia superior no
grupo controle em relacdo aos grupos Exp.S1 e Exp.S3 e no Exp.S2 em relacdo ao
grupo Exp.S1. Finalmente, os niveis de ureia foram inferiores no grupo Exp.S2 em

relacdo ao grupo controle (Tabela 6).
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Tabela 6 - Efeito da dieta hiperlipidico-normoproteica com restricdo de carboidratos
ofertadas as mées nas diferentes semanas gestacionais (S1, S2 e S3), nos

parametros bioquimicos dos filhotes ao final da lactacéo.

Parametros

Biogquimicos Controle(mg/dL). Exp.S1(mg/dL). Exp.S2(mg/dL). Exp.S3(mg/dL).
Colesterol total 169 (45) 167 (37) 188 (53) 158 (34)
HDL 45 (9) 45 (5,8) 46 (6,1) 44 (6,1)
LDL 71 (25) 95 (38) 89 (40) 75 (21)
VLDL 47 (24)* 27 (9,1)1? 53 (16)? 39 (14)
Creatinina 0,42 (0,08) 0,46 (0,1) 0,4 (0,09) 0,43 (0,04)
Glicose 162 (111-260) 151 (118-187)* 194 (144-293)* 164 (127-275)
Triglicerideos 288 (151)%/2 136 (45)%° 266 (77)2 196 (73)?
Ureia 34 (26-54)! 30 (24-48) 26 (21-38)* 29 (23-41)

- Os dados foram expressos em (mg/dL).

- Nimeros sobrescritos iguais na mesma linha indicam diferencas entre os grupos, p<0,05.

- Foi utilizado o Teste ONE-WAY ANOVA, sendo valores expressos em mediana (min./max.), média +
desvio padréo.



39

5 DISCUSSAO

Independentemente da semana gestacional na qual a dieta experimental
normoproteica, hiperlipidica e hipoglicidica foi ofertada as ratas prenhas, ndo se
observou alteracdo na evolucdo do peso. Além disso, no final da lactacdo as ratas
retornam ao peso do inicio do experimento, mostrando que elas sdo resistentes ao
acumulo de gordura, mesmo se a elas for ofertada uma dieta com potencial
obesogénico. Para ratos Wistar machos, foi observado, em estudo anterior, que uma
dieta semelhante induz maior peso corporal a partir da segunda semana de
tratamento, porém com diferenca estatisticamente significativa somente a partir da
guinta semana de acompanhamento (BORBA et al., 2011). A mesma dieta utilizada
neste estudo, se ofertada durante as trés semanas da gestacdo, também ndéo
provocou alteracdo do peso durante a gestacdo (MOREIRA, 2012). Esses dados
sugerem que a oferta da dieta desbalanceada durante um curto periodo de tempo da
gestacao das ratas ndo € suficiente para inducéo da obesidade.

Além disso, deve-se considerar que no periodo de gestacdo o gasto
energético das ratas esta aumentado, contribuindo também para os dados obtidos.
N&o foi observado também diferenca no peso pos-parto das fémeas, sugerindo que
a oferta da dieta experimental durante uma das semanas de gestacdo néo
compromete de maneira significativa as reservas energéticas das fémeas, fato que
pode ser observado quando essa dieta € ofertada durante as trés semanas de
gestacdo (MOREIRA, 2012).

A reducdo das reservas energéticas sugere sua mobilizacdo na manutencao
da gestacdo e da homeostase do animal (SILVA et al., 1999), o que nos leva a
sugerir que neste estudo essa mobilizacdo nao foi necessaria. Além disso, 0s niveis
elevados de lipidios da dieta experimental poderiam oferecer &cidos graxos para o
metabolismo em geral e glicerol como substrato para a gliconeogénese (CHAMPE et
al., 2009), como sugerido por outros autores (KOSKI; HILL; LONNERDAL, 1990).

Ratas alimentadas com a dieta experimental durante a segunda semana de
gestacdo apresentaram quantidade significativamente maior de gordura perivisceral
do que as ratas alimentadas com essa dieta na primeira semana de gestacao,
sugerindo que o periodo de oferta da dieta experimental, embora nao tenha afetado
0 peso do animal como um todo pode afetar as proporgdes relativas das reservas

corporais. Foi demonstrado que uma dieta rica em gordura reduziu a atividade
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lipolitica induzivel em células do tecido adiposo periepididimal de ratos
(TEPPERMAN; DEWITT; TEPPERMAN, 1986).

Os resultados deste estudo, aliados a essa observacédo sugerem que esse
efeito é susceptivel também a fase da gestacdo onde a dieta rica em gordura é
oferecida as ratas.

Usualmente, a restricdo de carboidratos promove a utilizagdo de proteina
corporal como substrato para a gliconeogénese (CHAMPE et al., 2009), mas neste
estudo demonstra-se que o peso relativo do musculo quadriceps femural direito, ndo
foi afetado de maneira significativa. Apesar de ndo poder ser excluida a
possibilidade de outros musculos terem sido utilizados como fonte de aminoéacidos
para a gliconeogénese, ha suporte, como explanado acima, para a hipotese da
utilizacao dos lipidios como fonte de energia.

Como o peso dos animais néo foi significativamente diferente, a proporgao
relativa de outros componentes corporais pode ter sido reduzida, embora néo se
tenha detectado reducéo significativa em nenhum dos érgdos avaliados nos animais
desse grupo. Ao contrario, encontrou-se um peso uterino significativamente maior no
grupo alimentado com a dieta experimental durante a segunda semana de gestacao
(Exp.S2) em relagdo aos grupos controle e alimentado com a dieta experimental na
semana trés (Exp.S3) de gestacdo. Foi demonstrado anteriormente que a oferta de
uma dieta rica em gordura para porcas pré-puberes pode levar a aumento no peso e
comprimento uterino (ZHUO et al., 2014).

Aliado com os dados coletados pode-se inferir que esse efeito da dieta rica
em gordura pode ser obtido em um tempo tdo pequeno quanto uma semana,
durante o periodo gestacional.

Conjuntamente, a analise do peso dos érgdos ndo mostra um padrdo para o
efeito da dieta experimental no peso dos 6rgdos maternos, uma vez que a dieta
experimental causou alteracdes significativas em poucos Orgdos/tecidos e nao
houve correlagcdo entre a semana na qual a dieta foi ofertada e essas alteracoes.
Sabe-se que uma dieta de alto teor de gordura pode afetar 6rgaos distintos de
maneira diferente, uma vez que esse tipo de dieta levou a uma reducdo da
sensibilidade a insulina no musculo, mas, ndo apresentou efeito nesse parametro no
tecido adiposo (BARNEA et al., 2006).

Quanto as dosagens bioquimicas, observou-se ao final da lactacdo niveis

significativamente menores de glicose nas ratas alimentadas com dieta experimental
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na primeira e na terceira semanas de gestacdo em relagdo ao grupo controle.
Alguns autores demostraram que nao ha diferenca significativa entre os niveis
plasmaticos de glicose, corpos cetbnicos, insulina plasmatica, acidos graxos livres
no plasma de ratas submetidas a dieta hiperlipidica durante a gestacdo, desde que
esses metabodlitos sejam medidos ao longo da gestacdo, contrariando
aparentemente nossos resultados (LETURQUE et al.,, 1987). No entanto, a
composicao das dietas ndo foi exatamente a mesma e os parametros foram medidos
apos trés semanas de lactacdo, numa situacdo metabdlica diferente daquela
presente no periodo gestacional. Estudos anteriores com ratos machos mostraram
que uma dieta rica em gordura e proteina causa um aumento nos niveis plasmaticos
de glicose, associados a um estado de resisténcia a insulina (RAMIREZ et al., 1990).

Outro estudo demonstrou que ratos alimentados com uma dieta rica em
gordura tiveram menores indices de glicemia e niveis plasmaticos de insulina
superiores ao grupo alimentado com dieta balanceada (BAKE; MORGAN; MERCER,
2014), enquanto que ratos alimentados com uma dieta hiperlipidica durante quatro
semanas tiveram o0s niveis de glicose, colesterol total, triglicerideos e LDL-C
elevados, enquanto os niveis de HDL-C foram reduzidos (JIA et al., 2013).

Neste estudo, observaram-se niveis de glicose menores em dois grupos
experimentais, fato que aparentemente discorda dos estudos descritos acima. No
entanto, deve-se considerar que os estudos citados avaliaram os efeitos da dieta
hiperlipidica imediatamente ap6s sua administracdo e neste estudo os efeitos estdo
sendo avaliados por trés semanas apdés o término da administracdo da dieta
hiperlipidica sendo que durante essas trés semanas as ratas estavam sendo
alimentadas com dieta balanceada para ratos. Dessa forma, o efeito da dieta
hiperlipidica oferecida durante a gestacdo parece ter efeitos prolongados nas ratas,
hip6tese que deve ser testada com estudos posteriores.

Na maioria dos grupos estudados encontrou-se a presenca de esteatose
microvesicular no figado das maées, indicando que a dieta hiperlipidica teve
influéncia no desenvolvimento de esteatose como relatado em outros estudos
(BUETTNER; SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007; CHARBONNEAU; UNSON;
LAVOIE, 2007; BURLAMAQUI et al. 2011), provavelmente pelo curto periodo de
tempo de administragcao, esse efeito foi menos intenso.

Quanto aos filhotes, observou-se que as ninhadas cujas maes foram

alimentadas com a dieta experimental durante a segunda semana de gestacao
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apresentaram maior peso ao nascimento do que todos os demais grupos, sugerindo
que o excesso de gordura dietética pode afetar o desenvolvimento intrauterino dos
filhotes (MOREIRA, 2012). No entanto, essa alteracdo ndo € observada ao final do
periodo de lactacdo, periodo no qual as mées receberam dieta balanceada para
ratos, sugerindo uma recuperacao dos padroes metabdlicos e do peso corporal dos
animais. Muitos estudos, no entanto, mostram que dietas desbalanceadas durante a
gestacao afetam o metabolismo dos animais na idade adulta (KHALYFA et al., 2013;
BOENGASSER et al., 2014; ISGANAITIS et al., 2014; MACPHERSON et al., 2015).

Ao considerar que a segunda semana de gestacdo no rato seja equivalente
ao segundo trimestre da gestacdo em humanos e sabendo que esse periodo é o de
maior intensidade de crescimento fetal, a oferta de uma dieta desbalanceada
poderia ter consequéncias metabdlicas que levem ao crescimento fetal aumentado,
pois, como ja mencionado anteriormente, a dieta hiperlipidica induz uma situacéo de
resisténcia a insulina, horménio que pode levar ao crescimento fetal aumentado
(PARIZZI; FONSECA, 2010). Estudos relatam que filhotes de ratas obesas tiveram
peso menor do que filhotes de ratas ndo obesas (ROLLS; ROWE, 1982),
discordando dos resultados deste estudo, possivelmente, porque as ratas usadas
nesta pesquisa ndo estavam obesas no inicio da lactagcdo, e nem mesmo
desenvolveram obesidade durante esse periodo.

A oferta de uma dieta hiperlipidica, normoproteica e restrita em carboidratos
causou aumento significativo apenas no peso do baco e do utero dos filhotes ao final
da lactacéo, quando comparado com o grupo controle. Isso sugere que o tempo de
oferta da dieta ndo foi suficiente para comprometer de maneira significativa o
desenvolvimento dos demais 6rgdos, uma vez que dietas desbalanceadas podem
comprometer de maneira significativa esse parametro no figado (KIKI et al., 2007;
GUO; JE, 1995).

De qualguer modo, € necessario lembrar que esses parametros foram
medidos ao final da lactacédo e que durante esse periodo as ratas foram alimentadas
com dieta balanceada. Em outras palavras, os efeitos observados referem-se a um
tipo de imprint genético determinado pela dieta utilizada pelas mées durante a
gestacdo e que se mantem nos filhotes por um longo tempo, como relatado em
varios estudos (BUCKEY et al., 2005; PARENTE; AQUILA; MADARIM DE
LACERDA, 2008; MACPHERSON et al., 2015).
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Ao confirmar a ocorréncia do imprint genético, observou-se que a dieta
hiperlipidica ofertada as mées no periodo gestacional tem algum efeito sobre os
parametros bioquimicos dos filhotes ao final da lactacdo, uma vez que os niveis de
triglicérides dos filhotes cujas mées foram alimentadas com a dieta experimental nas
semanas um ou trés da gestacao apresentaram niveis de triglicérides reduzidos em
relagdo ao grupo controle. Tal situacdo € descrita na literatura por varios autores
(BUCKEY et al., 2005).

Em adicdo a esses resultados, este trabalho ainda mostra que os niveis de
VLDL e glicose dos animais cujas mées foram alimentadas com a dieta experimental
durante a primeira semana de gestacdo foram menores do que os apresentados
pelos animais do grupo controle, e sugere que diferentes parametros podem ser
afetados de maneira diferente em funcéo do periodo em que a dieta experimental foi

ofertada as maes.
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6 CONCLUSAO

A dieta hiperlipidica normoproteica hipoglicidica ofertada as maes em

diferentes semanas gestacionais:

a)

b)

d)

f)

ndo afetou o numero de componentes da ninhada ao nascimento e ao
final da lactacao;

nao afetou a evolucdo do peso das maes ao final da gestacdo ou da
lactacéo;

promoveu alteragdo significativa no peso dos filhotes ao nascimento
guando a referida dieta (experimental) foi ofertada na segunda semana
porém sem efeito ao final da lactacao.

nao promoveu alteracdes significativas no lipidograma e creatinina das
maes, mas induziu reducao estatisticamente significativa na glicemia dos
grupos Exp.S1 e Exp.S3 em relacdo ao controle. Quanto aos filhotes no
final da lactacao, induziu reducédo do VLDL no grupo Exp.S1, Triglicérides
nos grupos Exp.S1 e Exp.S3 e ureia no grupo Exp.S2

promoveu nas maes o aumento da gordura peri-visceral no grupo Exp.S2
em relacdo ao grupo Exp.S1 e aumento do peso uterino do grupo Exp.S1
em relacdo aos grupos controle e Exp.S2. J& nos filhotes ao final da
lactacdo, promoveu alteracfes significativas no peso relativo do baco,
musculo quadriceps femural e Gtero.

Promoveu a ocorréncia de esteatose nas maes, quando ofertada nas

semanas 1 ou 3 da gestacao

Em conjunto, os dados nos permitem concluir que a dieta hiperlipidica,

normoproteica e restrita em carboidratos pode induzir alteragcdes anatdbmicas

e bioquimicas tanto nas méaes quanto nas ninhadas, mesmo que ofertada em

apenas uma das semanas gestacionais, sendo ainda os efeitos dependentes

da semana gestacional em que a dieta € oferecida as ratas gestantes.
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ANEXOS

ANEXO A - Termo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal.

O UNIUBE

e e smpenmions o COMItE de Etica em Experimentagc@o Animal

Oficio CEEA-018/2010 Uberaba, 14 de dezembro de 2010

Ilmo. Prof.
Geraldo Thedei Jr.

Assunto: Encaminha processo n® 0015/2010, sobre o protocolo de pesquisa “Efeito da
concentracdo de proteinas em uma dieta hiperlipidica com restricggo de carboidratos no
metabolismo de ratas gestantes e suas ninhadas”,

Prezado Professor,
Em resposta a sua solicitacdo, Informo que o protocolo acima referido foi submetido a
avaliacdo do CEEA-UNIUBE na reuniao do dia 08/12/2010, sendo considerado aprovado, com
0 seguinte parecer:

+ Observar o numero de animais descritos no item critério de definigdo da amostra. Pois o

nimero de animais grupo ndo esta coerente com o numero total de animais que serdo
utilizados.

Atenciosame




Oficio CEEA-018/2010 Uberaba, 14 de dezembro de 2010

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n°® 0015/2010 relativo ao projeto intitulado “Efeito da
concentracdo de proteinas em uma dieta hiperlipidica com restricdo de carboidratos
no metabolismo de ratas gestantes e suas ninhadas” que tem como responsavel Prof.
Geraldo Thedei Janior, estd de acordo com os Principlos Eticos da Experimentagdo Animal,
adotados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA/UNIUBE) regido pela lei n°

11.704/09.

CERTIFICATE

We hereby certify that the protocol n® 0015/2010 related to the project entitled "Effect of
protein concentration in a high-fat diet with carbohydrate restriction on the
metabolism of pregnant rats and their pups”, unde:' the supervision of Prof. Geraldo
Thedei Jlnior, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted

by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEEA/UNIUBE) according to the law n°

11.704/09.

Atenciosament

Campus Asraporto - Av. Nend Ssbing, 1801 Bloco R - B Universiline - 33055-500 - Ubersda, MG - Fane [34) 3319-8956 - Fax (34) 3314-8910
caeafuniube br
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