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RESUMO

A ingestdo de produtos lacteos vem sendo associada a beneficios em parametros relacionados
a obesidade e sindrome metabélica. A caseina e seus hidrolisados enzimaticos possuem varias
propriedades funcionais desejaveis e, por isto, ha grande interesse em sua utilizacdo em maior
escala na industria de alimentos. O presente trabalho testou o efeito da suplementacdo com
caseina sobre caracteristicas antropométricas: circunferéncia abdominal, peso corporal final,
evolucdo do peso corporal, Indice de Lee, consumo alimentar, gordura perigonadal,
mesentérica e retroperitoneal, indice de adiposidade, parametros metabolicos e alteracbes
histopatoldgicas no figado e coragdo dos ratos. No total foram utilizados 96 ratos albinos da
raca Wistar (Rattus norvergicus), sendo 48 fémeas e 48 machos com 30 dias de vida, onde 0s
sexos foram divididos em dois grupos experimentais. O grupo Fémeas dieta de Cafeteria
(FDC) e fémeas controle (FC) e o grupo machos dieta de cafeteria (MDC) e machos controle
(MC), e cada um destes grupos foram divididos em suplementados com caseina (FDCC;
MDCC; FCC; MCC) e nédo suplementados (FDC; FC; MDC; MC). A dieta de cafeteria foi
ofertada ad libitum diariamente ao grupo DC (dieta de cafeteria) a partir do 30° dia de vida.
Aos 60 dias de vida os grupos MDCC, MCC, FDCC, FCC iniciaram a suplementacéo por 30
dias com caseina pelo método de gavagem. Avaliando a circunferéncia abdominal, o peso
corporal final, a evolugdo do peso corporal e o indice de Lee observou-se diferenca
significativa no grupo FDC quando comparado ao grupo FC. Observa-se um menor ganho de
peso na evolucdo corporal apenas no grupo FCC em relacdo ao grupo FC, com uma diferenca
significativa de p<0,05. As medias das gorduras nos machos repetiu um padrdo das fémeas e
também apresentou diferenca significativa quando comprados os grupos dieta de cafeteria e
controle. Se comparado o grupo MDC com o grupo MDCC, a gordura retroperitoneal do
grupo MDCC diminuiu, mostrando diferenca significativa, e nas fémeas a gordura
mesentérica mostrou diferenca significativa, diminuindo quando comparado o grupo FDCC
com o grupo FDC. O indice de adiposidade mostrou-se menor no grupo FDCC em relacdo ao
grupo FDC, com p< 0,05. E ao analisarmos o efeito da dieta de cafeteria podemos observar
gue os grupos da dieta tiveram uma média significativamente maior que os grupos controle. A
ingestdo energeética foi significativamente maior tanto nas fémeas quanto nos machos que
receberam dieta de cafeteria (Fémeas: 187,6 kcal/animal/dia; Machos: 195,4 Kcal/animal/dia)
em relacdo ao grupo controle (Fémeas: 112,2 kcal/animal/dia; Machos: 160,4
Kcal/animal/dia), com p<0,05. No teste intraperitoneal de resiténcia a insulina ao analisarmos
a area sob a curva as ratas do grupo dieta de cafeteria mostraram uma resisténcia a insulina
significativamente maior que as ratas controle. O grupo dieta de cafeteria apresentou maior
glicemia no ponto apds a administracdo da carga de glicose (30 minutos) com média
176,9+68,7mg, quando realizado o teste de tolerancia a glicose. Nos demais pontos ndo houve
diferenca estatisticamente significativa. Quando se observa a area sob a curva, o efeito da
caseina foi significativo no grupo FDCC, quando comparado ao grupo FDC. Ao analisar os
parametros bioquimicos, os niveis triglicerideos do grupo FDC foram significativamente
maiores em relacdo ao grupo FC. Os niveis de HDL-c mostraram-se estatisticamente maiores
para as FC em relacdo ao grupo FCC. Os grupos suplementados com caseina mostraram uma
reducdo na maioria das enzimas hepaticas, apresentando uma significancia de p=0,01 para a
enzima TGP quando comparado o grupo controle das fémeas (FC) com o grupo controle
suplementado (FCC) O peso do figado e coracdo foram maiores significativamente nas FDC
do que nas FC e os machos apenas o peso do coracdo foi significativamente maior no grupo
MDC quando comparado ao MC. N&o foram observadas alteracdes histologicas nos 6rgaos.
A caseina parece ser promissora em animais sob condicfes fisiologicas, uma vez que esta
exerceu efeito estatisticamente significativo sobre o ganho de peso, indice de adiposidade e



quantidade de tecido adiposo, a enzima TGP e no teste de tolerancia a glicose. Portanto,
estudos adicionais devem ser realizados em um maior periodo para verificagdo de sua possivel
acdo no aumento da saciedade, controle da massa corporal e de taxas metabdlicas e, assim,

podendo servir como recurso nutricional importante para o tratamento e prevencao de doencas
metabdlicas.

Palavras-chave: Caseina. Obesidade. indice de adiposidade. Proteinas. Dieta de cafeteria.



ABSTRACT

Intake of dairy products has been associated with benefits in parameters related to obesity and
metabolic syndrome. Casein and its enzymatic hydrolysates have several desirable functional
properties and, therefore, there is great interest in their use on a larger scale in the food
industry. The present work tested the effect of casein supplementation on anthropometric
characteristics: abdominal circumference, final body weight, evolution of body weight, Lee's
index, food consumption, perigonadal, mesenteric and retroperitoneal fat, adiposity index,
metabolic parameters and histopathological changes in liver and heart of rats. In total, 96
Wistar rats (Rattus norvergicus) were used, 48 females and 48 males 30 days old, where the
sexes were divided into two experimental groups. The Cafeteria diet females (FDC) and
control females (FC) group and the cafeteria diet males (MDC) and control males (MC)
group, and each of these groups were divided into casein supplemented (FDCC; MDCC,;
FCC; MCC) and not supplemented (FDC; FC; MDC; MC). The cafeteria diet was offered ad
libitum daily to the DC group (cafeteria diet) from the 30th day of life. At 60 days of life, the
groups MDCC, MCC, FDCC, FCC started supplementation for 30 days with casein using the
gavage method. Evaluating the abdominal circumference, the final body weight, the evolution
of the body weight and the Lee index, a significant difference was observed in the FDC group
when compared to the CF group. A lower weight gain in body evolution is observed only in
the FCC group compared to the FC group, with a significant difference of p <0.05. The means
of fat in males repeated a pattern of females and also showed a significant difference when
purchasing the cafeteria diet and control groups. When comparing the MDC group with the
MDCC group, the retroperitoneal fat of the MDCC group decreased, showing a significant
difference, and in females, the mesenteric fat showed a significant difference, decreasing
when compared the FDCC group with the FDC group. The adiposity index was lower in the
FDCC group compared to the FDC group, with p <0.05. And when analyzing the effect of the
cafeteria diet we can see that the diet groups had a significantly higher average than the
control groups. Energy intake was significantly higher in both females and males who
received a cafeteria diet (Females: 187.6 kcal / animal / day; Males: 195.4 Kcal / animal / day)
compared to the control group (Females: 112, 2 kcal / animal / day; Males: 160.4 Kcal /
animal / day), with p <0.05. In the intraperitoneal insulin resistance test when analyzing the
area under the curve, the rats in the cafeteria diet group showed significantly greater insulin
resistance than the control rats. The cafeteria diet group showed the highest blood glucose at
the point after the administration of the glucose load (30 minutes) with an average of 176.9 +
68.7mg, when the glucose tolerance test was performed. In the other points, there was no
statistically significant difference. When looking at the area under the curve, the effect of
casein was significant in the FDCC group, when compared to the FDC group. When
analyzing the biochemical parameters, the triglyceride levels of the FDC group were
significantly higher compared to the FC group. HDL-c levels were statistically higher for CF
compared to the FCC group. The groups supplemented with casein showed a reduction in
most liver enzymes, presenting a significance of p = 0.01 for the TGP enzyme when
compared to the control group of females (FC) with the supplemented control group (FCC).
heart were significantly higher in the FDC than in the CF and in males only the heart weight
was significantly higher in the MDC group when compared to the MC. There were no
histological changes in the organs. Casein appears to be promising in animals under
physiological conditions, since it exerted a statistically significant effect on weight gain,
adiposity index and amount of adipose tissue, the TGP enzyme and in the glucose tolerance
test. Therefore, additional studies should be carried out over a longer period to verify its
possible action in increasing satiety, controlling body mass and metabolic rates and, thus, can



serve as an important nutritional resource for the treatment and prevention of metabolic
diseases.

Keywords: Casein. Obesity. Adiposity index. Protein. Cafeteria diet.
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1. INTRODUCAO

Doencas metabolicas e obesidade sdo um grande problema de salde mundial. A
obesidade abre portas para diversas complicacdes como: hipertensdo arterial sistémica,
alteracbes dos niveis séricos de lipidios e glicemia, doencas cardiovasculares, aumento do
risco de mortalidade e possui intima relacdo com a prevaléncia do figado gorduroso ou
doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA). O acumulo de gordura no figado é
decorrente, principalmente, da elevacdo dos acidos graxos livres (AGL) na corrente sanguinea
(GOLDBERG; GINSBERG, 2006). De uma forma geral, lesdes hepéaticas persistentes
resultam em desorganizacdo e destruicdo tecidual. Para restaurar a homeostase dos tecidos,
vias intracelulares e intercelulares sdo ativadas no intuito de promover o reparo hepético
(LEAO, 2015). Quando o figado sofre alguma agressdo, células inflamatorias e residentes,
como as celulas de Kupffer, sdo recrutadas e passam a liberar citocinas, tais como Fator de
Crescimento Tumoral-p (TGF-B), Fator de Necrose Tumoral-o. (TNF-0) e outros agentes
quimiotaticos que regulam a resposta inflamatoria e estimulam a fibrogénese hepatica
(HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011). De acordo com Liu et al. (2011), a progresséo da
esteatose hepatica ndo alcodlica esta estreitamente relacionada com a peroxidacgéo lipidica e
com o estresse oxidativo cronico. A esteatose pode progredir para danos ao 0rgao que variam
da non-alcoholic steato hepatitis (DHGNA), fibrose avancada até a cirrose, podendo agravar-
se devido a carcinoma hepatocelular (BYRNE et al., 2009; CARVALHEIRA; SAAD, 2006;
PAGE; HARRISON, 2009).

Além dos danos hepaticos, sabe-se que para cada 10% de aumento no peso corporal,
ha aumento na incidéncia de doencas coronarianas em aproximadamente 20%, além da
elevacdo no colesterol plasmatico em torno de 12 mg/dL (BLUMENKRANTZ, 1997).
Segundo Defronzo & Ferrannini (1991), as doencas cardiovasculares tém origem também
com a hiperinsulinemia, a qual aumenta a sintese de lipoproteina de muito baixa densidade
(Very Low Density Lipoprotein — VLDL), conduzindo a hipertrigliceridemia. Com isso ocorre
aumento no transporte arterial de colesterol e eleva-se a sintese de lipideos enddgenos.
Posteriormente, hd aumento na sintese de coladgeno nas células da parede vascular e na
formacdo de placas de lipideos nas artérias associada a diminuicdo de sua remocao. Assim,
haverd predisposicdo a formacdo do ateroma, elevando a probabilidade de ocorréncia de
problemas cardiovasculares (FRANCISCHI et al, 2000). A doenga mais importante que afeta

0 coracdo ¢ a doenca arterial coronariana (DAC), que pode levar & obstrugdo aguda do fluxo



15

sanguineo coronariano, conhecida como sindrome coronariana aguda (SCA) (MC PHERSON,
2012).

De acordo com a literatura, a maioria dos individuos obesos consomem dietas ricas
em gordura (BLUNDELL; GILLET, 2001; DE SOUZA et al, 2005). Tal comportamento
constitui importante fator de risco na fisiopatologia das afec¢cGes metabdlicas, incluindo-se
dislipidemia e hiperglicemia, e remodelagdo cardiaca, um processo predisponente a
ocorréncia de doengas cardiacas (MONTEIRO et al, 1995). O termo remodelacdo cardiaca
(RC) ou remodelamento é amplamente utilizado na literatura e pode ser definido como
alteracdes na expressdo génica, moleculares, celulares ou intersticiais que podem manifestar-
se clinicamente por alteracdes de tamanho, da geometria, da massa, do volume e da fungéo do
coracdo, em resposta a uma determinada agressao (COHN, FERRARI, SHARPE, 2000;
MENDES et al, 2010). As doengas coronarianas e a hipertrofia ventricular esquerda, que
levam a cardiomiopatia, também sdo algumas das doencas cardiovasculares causadas pela
obesidade (BERNARDO, 2015).

Segundo Miotto (2001), apds seis semanas de tratamento com dieta hiperlipidica, 0s
ratos apresentaram as concentragdes dos lipideos séricos elevados e uma significativa
diminuicdo da sensibilidade as catecolaminas, noradrenalina (agonista seletivo 1) e
isoprenalina (agonista ndo seletivo Bl e B2), em atrios direitos isolados, indicando uma
disfuncao fisioldgica decorrente da dieta. Os adrenoceptores B sdo os primeiros elementos na
cadeia de transducéo do sinal mediando a estimulacdo adrenérgica, tal estimulacdo representa
um passo chave na resposta do rendimento cardiaco a um aumento da demanda periférica por
oxigénio e nutrientes (CASTELLANO; BOHM, 1997).

Nas ultimas décadas, a populacao esta aumentando o consumo de alimentos com alta
densidade caldrica, alta palatabilidade, baixo poder sacietbgeno e pobre em nutrientes. Estas
caracteristicas favorecem o aumento da ingestdo alimentar e, portanto, contribuem para o
desequilibrio energético (ABESO, 2016). Um importante aspecto a ser considerado € o fato de
0 consumo alimentar ser baseado em modelos com altos teores de carboidratos simples e
gordura saturada. Ndo € incomum relacionar um péssimo habito alimentar com o
desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis. Segundo a OMS (2019)
sedentarismo, assim como tabagismo, consumo excessivo de bebidas alcodlicas, as dietas
poucos saudaveis e poluicdo do ar, sdo fatores de risco que impulsionam o crescimento da
incidéncia das doencas crbnicas ndo transmissiveis. Dessa forma, a utilizacdo de dietas para
animais ricas em alimentos ultraprocessados, consumidos pela populagdéo humana, que séo

altamente palataveis, vém sendo empregados em muitas pesquisas relacionadas a obesidade e
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distUrbios metabolicos (NASCIMENTO et al., 2008). A dieta de cafeteria € composta por:
biscoito waffer, salgadinhos comerciais e bolos industrializados, amendoim torrado, chocolate
e refrigerante, e tem como objetivo simular, na alimentacdo dos ratos, o tipo de consumo
alimentar feito pelas sociedades modernas, onde grande parte das refeicdes é feita em
cafeterias, lanchonetes e fastfoods. Além da obesidade, a dieta de cafeteria promove em
animais experimentais outras comorbidades como: alteragdes metabdlicas e bioquimicas
(PEREIRA, 2002; PRADA et al., 2005), permitindo assim, estudar as consequéncias
fisiolégicas deste consumo alimentar e avaliar condigdes morfofisioldégicas que podem
contribuir para o estudo de alteracBes hepaticas, cardiacas, entre outras.

A reducdo da ingestdo calérica é o primeiro passo no tratamento convencional de
obesidade. Além disso, 0 aumento do gasto energético, modificacdo comportamental e
envolvimento familiar também fazem parte do processo de mudanga. Existem diversos tipos
de tratamentos para a epidemia da obesidade, que variam de acordo com o0 Seu grau e com a
presenca de complicacOes associadas. Dentre eles estdo as dietas, substancias farmacoldgicas
ou até mesmo cirurgias. A adequacao da ingestdo calorica e o suprimento das necessidades
nutricionais variam de acordo com a idade (ABESO, 2016; WHO, 2003).

A recomendacéo da proporcéo calérica dos macronutrientes é sugerida pela diretriz
internacional (DRI): 15% proveniente de proteinas, em torno de 55% dos carboidratos, e 30%
das gorduras, para a obtencdo de uma alimentacdo mais saudavel. O National Cholesterol
Education Program norte-americano propde que, para o tratamento de dislipidemias em
adultos, é necessario haver uma maior restricdo calérica de maneira que a dieta alcance cerca
de 35% do valor caldrico total sob a forma de gorduras, sendo menos de 7% de acido graxo
saturado, mais de 10% de poli-insaturado e mais de 20% de monoinsaturado. Entretanto, o
tratamento dietético s6 tera sucesso quando aliado ao aumento do gasto energético e a
mudancas no estilo de vida, que contribuam para alteraces de habitos, resultando em melhor
qualidade de vida em longo prazo (ABESO, 2016; WHO, 2003).

De acordo com alguns autores, umas das caracteristicas das proteinas que
influenciam as taxas séricas de colesterol é a sua composicdo amionoacidica. A
digestibilidade da proteina da dieta é uma propriedade que também pode afetar o0s niveis
séricos de colesterol (MODLER, 2000).

A ingestdo de produtos lacteos vem sendo associada a beneficios em parametros
relacionados a obesidade e sindrome metabdlica. As proteinas do leite bovino, em particular
as do soro, tém promovido efeito positivo no metabolismo de glicose, diminuigdo no ganho de

peso e aumento da queima de gordura durante reducédo energética (TRANBERG, 2014).



17

Os macros componentes do leite bovino sdo a agua (87,30%), a lactose (4,90%),
gordura (3,80%), proteinas (3,30%) e minerais (0,72%). As particulas suspensas na fase
liguida do leite sdo goticulas de gordura e micelas de caseina. A caseina encontra-se
organizada no leite sob a forma de micelas esféricas e pode ser definida como a proteina
precipitada pela acidificacdo do leite a um valor de pH proximo a 4,6, sendo assim insoltvel
em seu ponto isoelétrico (WALSTRA et al., 2006). A caseina é de natureza anfotérica,
possibilitando reacbes desejaveis em sistemas alimenticios, nas interfaces 6leo-agua e ar-agua
como componente de sistemas funcionais ou pelo aumento do valor proteico do produto final
(MODLER, 2000).

A caseina gera, ap0s sua ingestdo, um fluxo constante de aminoacidos na corrente
sanguinea, mantendo um amplo espectro dos mesmos por um periodo de cerca de sete horas
apos a sua ingestdo; Uma das propriedades da caseina € formar uma espécie de gel no
intestino e este gel garantir que os aminoacidos presentes sejam liberados gradualmente, o que
faz dela uma opc¢édo para prevencdo do catabolismo e supressdo de hormdnios catabolicos
como o cortisol (FANI, 2014).

A caseina e seus hidrolisados enzimaticos possuem varias propriedades funcionais
desejaveis e, por isto, ha grande interesse em sua utilizagdo em maior escala na inddstria de
alimentos. Healy et al, (2016) mostrou em um estudo que a suplementacdo com caseina
hidrolisada protegeu os camundongos da intolerancia a glicose induzida por uma dieta rica em
gordura apos 12 semanas. Existem numerosas fontes de proteina que podem ser usadas em
dietas purificadas para roedores. Estas incluem caseina, proteina de soja isolada, sélidos
brancos de ovo, lactalbumina e gluten de trigo. Cada uma tem sua prépria limitacdo quando
administradas em animais (REEVES, 1996). A caseina foi escolhida como fonte de proteina
para as dietas AIN-93 (documento do American Institute of Nutrition que estabelece os
padrdes nutricionais para roedores de laboratorio), pois sua composicdo de aminoacidos é
razoavelmente adequada, estd prontamente disponivel e o custo é baixo em relacéo as outras
fontes.

Novos avancos nas Ciéncias da Nutricdo e nas pesquisas biomédicas tém mostrado
algumas das complexas relacbes entre nutricdo e salde, preconizando que proteinas e
peptideos de origem alimentar poderdo ser Uteis na prevencao e/ou tratamento de algumas
patologias decorrentes da ma nutricdo e envelhecimento (SGARBIERI, 2004). Iniumeras
pesquisas mostram os efeitos fisioldgicos benéficos das proteinas e peptideos do soro do leite,
sobretudo, em experimentos com animais, porém o conhecimento ainda € muito limitado

quando se fala sobre a caseina.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacdo da caseina em ratos submetidos a uma dieta de
cafeteria comparado a uma dieta padrdo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar e comparar evolucdo ponderal dos animais.

- Avaliar a influéncia da exposicdo a uma dieta de cafeteria, com e sem a suplementagdo com
caseina, e uma dieta padrdo, com e sem suplementacdo com caseina, sobre as alteracdes no
tecido hepatico, cardiaco, e nos niveis de colesterol total e HDL, triglicerideos, transaminases
(TGO/TGP), gama GT.

- Verificar, atraves dos testes intraperitoneal de tolerancia a glicose e do teste de resisténcia a
insulina, a sensibilidade a insulina e intolerancia a glicose.

- Avaliar e comparar macroscopicamente o figado e o coracdo dos animais de cada grupo,
detectando os tipos de alteragdes histopatologicas destes érgéos.

- Determinar as seguintes caracteristicas antropométricas: ganho total de peso, consumo
dietético total, indice de Adiposidade, indice de Lee, gordura perigonadal, mesentérica e
retroperitoneal.

- Investigar os efeitos da caseina nas alterac@es histologicas hepaticas e cardiacas.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 OBESIDADE

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) 2018 define a obesidade como um
acumulo anormal ou excessivo de gordura que traz riscos a saude. A obesidade é
desencadeada por um longo periodo de desequilibrio entre ingestdo de calorias e gasto de
energia, resultando na proliferacdo e expansao dos adipécitos (JU CUI et al, 2017). Pode ser
caracterizada por inflamacdo cronica de baixo grau e esta associada ao aumento dos niveis de
citocinas pré-inflamatérias, bem como ao excesso de producdo de espécies reativas de
oxigénio (EFFTING et al., 2019).

Os principais fatores que parecem conduzir a obesidade sdo excesso de alimentacéo,
estilo de vida sedentario ou baixa intensidade de atividade fisica associados a problemas do
sono (BISCHOFF et al., 2017). A etiologia da obesidade é complexa e multifatorial,
resultando da interacdo de genes, ambiente, estilos de vida e fatores emocionais. Essa doenca,
portanto, ndo tem apenas um impacto psicolégico, mas tambem é um dos principais fatores de
risco para outras doencgas crbénicas ndo transmissiveis, como hipertensdo arterial, diabetes
mellitus tipo dois, doengas cardiovasculares, entre outras, contribuindo assim para 0 aumento
da morbidade e mortalidade populacional em vérios paises (SILVA et al., 2019).

Existem diferentes maneiras de mensuracdo da obesidade, sendo o indice de massa
corporal (IMC) o principal indicador na avaliagdo do estado nutricional em adultos
(FERREIRA, SZWARCWALD; DAMACENA, 2019). Este indice € calculado através da
divisdo do peso em kg pela altura em metros elevada ao quadrado (kg/m?) e é o célculo mais
usado para avaliacdo da adiposidade corporal. Assim, € um bom indicador, mas ndo
totalmente correlacionado com a gordura corporal. A vantagem da sua utilizacdo é sua
simplicidade, praticidade e custo zero.

Entretanto, tem-se notado que a distribuicdo de gordura é relevante, especialmente a
concentracdo de tecido adiposo na regido abdominal. Assim, a combinacdo de massa corporal
e distribuicdo de gordura é, provavelmente, a melhor opc¢do para preencher a necessidade de
avaliacdo clinica. Deve-se notar, a principio, que ndo ha avaliacdo perfeita para sobrepeso e
obesidade, que pode variar de acordo com fatores étnicos e genéticos. Também pode haver
diferencas na composicdo corporal em fungdo do sexo, idade, no célculo de individuos
sedentarios quando comparados a atletas, na presenca de perda de estatura em idosos devido a

cifose, em edemaciados, sarcopénicos, etc. (ABESO, 2016).
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Tabela 1: Classificagdo internacional da obesidade segundo o indice de massa corporal (IMC) e risco de doenca
que divide a adiposidade em graus ou classes.

IMC CLASSIFICACOES
Menor do que 18,5 Abaixo do peso normal
18,5-24,9 Peso Normal
25,0-29,9 Excesso de peso
30,0-349 Obesidade Classe |
35,0-39,9 Obesidade Classe Il
Maior ou igual a 40,0 Obesidade Classe I11

Fonte: Classificacdo segundo a OMS a partir do IMC. Adaptado de: ABESO, 2016.

A obesidade vem sendo pautada como objeto de intervengdo governamental no
Brasil desde a primeira Politica Nacional de Alimentacdo e Nutricdo (PNAN) (BRASIL
MS,1999), quando ja despontava como questdo de satde publica, em virtude de avancos em
sua prevaléncia. Ha um consenso de que a obesidade é condicionada por fatores biolégicos,
ambientais, socioecondmicos, psicossociais e culturais. Entretanto, a sua ocorréncia vem
sendo predominantemente atribuida a um ambiente que promove ingestdo excessiva de
alimentos processados e ultraprocessados e desestimula a atividade fisica (SWINBURN et al.,
2015; WANDERLEY; FERREIRA, 2010).

3.2 DIETA DE CAFETERIA

Nos ultimos anos, o Brasil, assim como diversos paises em desenvolvimento, passou
por muitas mudancas numa frenética transicdo demografica, epidemioldgica e nutricional. A
alta taxa de mortalidade infantil e desnutricdo deu lugar a um crescente nimero de doencas
crbnicas ndo-transmissiveis que tem sua origem, na maioria das vezes, na obesidade
(BATISTA FILHO; BATISTA, 2010).

As DCNT (doengas crbnicas ndo-transmissiveis) sdo doencas de carater multifatorial,
cujo desenvolvimento se da a longo prazo. Atualmente, representam um grande problema de
salde publica, devido ao forte impacto que causam na qualidade de vida dos individuos
afetados, além da maior possibilidade de morte prematura e efeitos econdémicos adversos para
as familias, comunidades e sociedade em geral. (SANTOS, 2016).

A adesdo deste padrdo alimentar, visto como ndo saudavel, ligado aos demais fatores
de risco supracitados, podem intervir facilitando o desenvolvimento de DCNT como
obesidade, resisténcia a insulina (R1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertrigliceridemia e

hipertensdo arterial sistémica (HAS), todas consideradas importantes situacGes de risco
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cardiovascular, cuja associacdo resulta em um transtorno conhecido como Sindrome
Metabdlica (SM) (WHO, 2013). Os grupos alimentares mais consumidos pelos brasileiros séo
os produtos com altos teores de carboidratos simples e gordura saturada, como salgadinhos,
biscoitos recheados, pizzas e refrigerantes (BRASIL, 2011).

Nos estudos, os modelos de aumento da ingestdo caldrica sdo realizados tanto por
meio de dietas hiperlipidicas, quanto por meio de dietas de cafeteria (MIESEL et al., 2010;
MUELER et al., 2010), as quais mostram um melhor entendimento do perfil nutricional
populacional nos dias de hoje, e seus efeitos a longo prazo, pois consistem, em sua maioria,
em uma alimentacdo rica em gorduras e agucares (LOUZADA et al., 2013). Todavia, a
utilizacdo desse tipo de dieta em pesquisas com humanos ndo é aconselhada, devido as
implicagdes éticas que envolvem o seu uso.

Dietas de cafeteria podem ser manipuladas utilizando diferentes ingredientes e
concentragdes, de acordo com o que se pretende estudar (NASCIMENTO, 2006). As dietas de
cafeteria configuram-se por despropor¢des apresentados na oferta dos macronutrientes, e
geralmente sdo consideradas hiperglicidicas, uma vez que sua composicdo consiste em
alimentos contendo grandes quantidades de carboidratos, além de gorduras, contribuindo para
alteracdes na taxa de adiposidade e no metabolismo glicémico. A alta palatabilidade imputada
a este tipo de dieta pode levar a inducdo da hiperfagia por meio da estimulacdo da
alimentacdo heddnica (alimentacdo por prazer), proporcionando célere ganho de peso corporal
(CASTRO et al., 2015; HEYNE et al., 2009).

Em um estudo realizado por Mendes et al (2013) foram utilizados alimentos
industrializados acrescidos a racdo padrdo Nutrivital CR1, que foram oferecidos em um
cardapio semanal, incluindo refrigerantes do tipo guarana e cola. Os alimentos empregados
nesse estudo foram mortadela, marshmallow, salgadinho de bacon, bolacha waffer, bolacha
recheada, salgadinho de queijo, salsicha, pdo francés e pagoca. Ja no estudo de Macédo et al
(2012) foi utilizada racdo padrdo com perfil caldrico de 2,93 kcal/g como oferta alimentar
para 0 grupo controle, enquanto o grupo experimental foi alimentado com dieta de cafeteria
contendo 4,186 kcal/g e 0,42 kcal/mL, composto por biscoitos waffer, salsichas, batata frita,
leite condensado e refrigerantes.

Nascimento et al. (2008) produziu suas dietas experimentais em laboratério,
contendo ragdo padrdo Purina®, suplemento de proteina, vitaminas, minerais e alguns
alimentos industrializados: amendoins torrados, 6leo de milho, chocolate, biscoitos de milho,

batatas fritas, macarrdo instantaneo, queijo ralado, leite condensado e biscoitos waffer.
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Existem outros métodos que também sdo utilizados para a inducdo da obesidade
usando modelos experimentais animais. A administracdo de glutamato monossédico
(DIEMEN; TRINDADE; TRINDADE, 2006; IWASE et al., 1998) e remo¢do do nimero de
filhotes da ninhada total (HABBOUT et al., 2011).

3.3 DISLIPIDEMIAS

A dislipidemia é definida como o distarbio de uma ou mais das lipoproteinas do
sangue, tais como aumento do colesterol total (CT), colesterol LDL (lipoproteina de baixa
densidade) e / ou triglicerideos (TG), ou baixos niveis de lipoproteina de alta densidade
colesterol (HDL-C) (BRIDGET; NAIMAN; GARCIA, 2018). A relevancia das dislipidemias
como problema de saltde publica esta na sua relagdo com as doencas cardiovasculares (DCV)
(YAMAMOTO-KIMURA et al, 2006) estando classificadas entre os mais importantes fatores
de risco para doenca cardiovascular aterosclerotica, juntamente com a hipertensao arterial, a
obesidade e o diabetes mellitus tipo 2 (ENES; SILVA, 2018; MURRAY; LOPEZ, 1997).

A dislipidemia ¢ uma doenca complexa que resulta de mualtiplas etiologias biologicas
e comportamentais, como predisposicéo genética, capacidade metabdlica, ingestdo alimentar e
atividade fisica (BAMBA, 2014). Compreender as interagdes entre esses fatores complexos
para produzir fendtipos de dislipidemia € crucial para identificar e elaborar estratégias bem-
sucedidas para gerenciar lipidios no sangue. Entre os fatores biolégicos, o estudo da genética
é essencial para melhorar a compreensdo cientifica da progressdo da doenca em seu nivel
mais basico e a compreensdo do papel da variacdo genética individual na predisposicdo da
doenca pode levar a melhorias na identificacdo e prevencdo de doencas em individuos
geneticamente em risco (BRIDGET; NAIMAN; GARCIA, 2018).

Nas dislipidemias, taxas de triglicerideos elevadas e diminui¢do das concentracdes de
HDL sdo consequéncias metabdlicas do excesso de tecido adiposo visceral e aumento do risco
de doenca aterosclerotica através de varios mecanismos (BRIDGET; NAIMAN; GARCIA,
2018; WAJCHENBERG, 2000). O papel das concentracdes elevadas de TG na progressao da
DVC ndo estd completamente elucidado, mas postulou-se que seja devido ao aumento da
ativacdo endotelial e inflamacdo (TENENBAUM; KLEMPFNER; FISMAN; 2014).
Concentrac@es elevadas de TG estdo fortemente associadas a resisténcia a insulina, DCV e
outros indicadores de disfuncdo metabdlica, devido ao excesso de massa de tecido adiposo
(BRIDGET; NAIMAN; GARCIA, 2018; WAIJCHENBERG, 2000).
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Concentracbes elevadas de HDL sdo geralmente reconhecidas como
cardioprotetoras, uma vez que essas lipoproteinas servem para sequestrar 0 excesso de
colesterol no figado para excrecdo. Baixas concentracbes de HDL sdo um biomarcador
diagndstico para a Sindrome Metabolica (SM) e DCV. A relacdo entre 0 HDL elevado e a SM
tem sido mostrada pelos resultados de ensaios clinicos com agentes que reduzem o HDL, que
ndo levaram a reducdo de eventos cardiovasculares em compara¢do com 0 grupo controle
(SCHWARTZ et al., 2012). No entanto, devido a forte relagdo inversa entre as concentracdes
de HDL e DCV no nivel epidemiolégico, ele continua sendo um importante biomarcador para
avaliar a satde cardiometabdlica (RADER; HOVING, 2014).

Diversos ensaios clinicos indicaram que o tratamento de dislipidemia é eficaz na
prevencdo primaria e secundaria de eventos cardiovasculares (GOFF et al., 2006; JANUS et
al., 2010). Este tratamento pode reduzir o risco de doenca cardiaca em aproximadamente 30%
durante um periodo de 5 anos (WEN-QING et al., 2015). Dos fatores de risco CV tradicionais
definidos, a dislipidemia talvez seja o fator de risco mais comum e facilmente controlavel. Em
todo o mundo, estima-se que os niveis elevados de colesterol causam 56% das doencas
cardiacas isquémicas e 18% dos derrames, totalizando 4,4 milhdes de mortes anualmente
(CHANDRA et al., 2014).

3.4 DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus é reconhecido como a maior doenca epidémica para a saude
publica do século XXI. Atualmente, existem mais de 340 milhdes de pessoas em todo o
mundo afetadas pelo diabetes mellitus e este nimero deve dobrar até 2025 (DANAEI et al.,
2011).

Diabetes mellitus (DM) € definidko como um grupo de doencas metabdlicas
caracterizadas por hiperglicemia resultante de defeitos na secrecdo de insulina, acdo ineficaz
da insulina ou ambos (DIABETES CARE, 2014), podendo ser simplesmente classificada em
diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (TUOMI et al.,
2014). Hiperglicemia é a caracteristica clinica que é usada para definir um paciente com
DM. Entretanto, varios outros mecanismos patogénicos - frequentemente entrelacados - que
caracterizam esta doenca também sdo reconhecidos: resisténcia a insulina, dislipidemia,
hipertensdo e disfuncdo imune (FORBES, 2013). O DM ¢ classificado entre doencas nédo
transmissiveis (DCNT) (HUNTER; REDDY, 2013). Atinge pessoas na idade mais produtiva,

0 que ocasiona aumento expressivo nos gastos de saude publica e impacta no crescimento
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econdmico do pais. Além disso, reduz a expectativa de vida, ja que esta entre as 10 principais
causas de morte, juntamente com as principais DCNTs: doenca cardiovascular, cancer,
doenca respiratoria, sendo responsaveis por mais de 80% das mortes prematuras por DCNT.

Historicamente, a distingdo entre DM1 e DM2 depende principalmente da
apresentacdo clinica, como a idade de inicio da doenca, a presenca de cetose e a dependéncia
de insulina. A diabetes mellitus tipo 1, que aparece principalmente na infancia ou na idade
adulta jovem, é caracterizada pela destruicdo autoimune das células p do pancreas, mediada
por células T. Assim, ndo ha producdo de insulina, sendo necessaria a administracdo desta via
subcutanea. J& o diabetes mellitus tipo 2, que aparece principalmente na idade adulta, € o
resultado da resisténcia periférica a insulina e da deficiéncia parcial de producéo de insulina
(Yl et al., 2014). O desenvolvimento do diabetes tipo 2 é multifatorial e influenciado pela
interacdo entre fatores genéticos e ambientais. O inicio é frequentemente influenciado por
fatores relacionados ao estilo de vida, idade, obesidade e dieta hiperlipidica (TUOMI et al.,
2014). Assim, o sobrepeso e a obesidade sdo considerados as principais contribuicdes para
esta disfuncdo (RIGANO; SIRIGNANO; TAGLIALATELA-SCAFATI, 2017).

A obesidade, especialmente a obesidade central, aparece frequentemente em grupos
com resisténcia a insulina, triglicerideos elevados e colesterol HDL baixo; isto é, a chamada
sindrome metabolica (SM) (LI et al, 2019). Embora 0 DM2 seja evitavel por modificagcdes no
estilo de vida (PAN et al, 1997), continua sendo um desafio prever com precisdo o diabetes
em niveis individuais (SPENCER et al, 1978).

Tanto o triglicerideo alto quanto o HDL-C baixo sdo componentes da SM e dois
marcadores da resisténcia a insulina (GRUNDY; CLEEMAN; DANIELS et al., 2005), e
podem estar relacionados a resisténcia a insulina através de diferentes mecanismos ou
vias. Nesse sentido, 0 HDL-C pode supra regular a fosforilacdo da proteina quinase ativada
por monofosfato de adenosina (AMPK) e acetil-CoA carboxilase para aumentar a captacao de
glicose no musculo e sensibilidade a insulina (HAN et al., 2007), enquanto altos niveis de
insulina podem aumentar os niveis de triglicérides, ativando seletivamente enzimas
envolvidas na sintese de acidos graxos livres (SHIMOMURA et al., 1999).

Estudos em modelos animais e humanos utilizam receptores de &cidos graxos livres
(FFAR), também conhecidos como receptores acoplados a proteina G (GPR), como
receptores para acidos graxos ndo esterificados (NEFA) na patogénese da disfuncao de células
beta e progressdo para resisténcia a insulina e DM2 (MIYAMOTO et al., 2016; TANG et al.,
2015).
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O papel das substancias quimicas ambientais no desenvolvimento do diabetes
mellitus também tem sido amplamente investigado (CANCAO et al., 2016; VELMURUGAN
et al., 2017). Por exemplo, alguns produtos quimicos desreguladores enddcrinos (CDES)
como bisfenol A, 2,3,7,8-tetraclorodibenzo- p- dioxin, ftalato de dietil-hexila e bifenila
policlorada comprovadamente induzem resisténcia a insulina em modelos celulares e animais
( PATEL et al., 2016; POLYZOS et al., 2012) levando a “hipotese do diabetogénio”. Esta
hipotese propde que todo EDC circulante no plasma é capaz de produzir resisténcia a insulina,
independentemente de seu potencial obesogénico e seu acumulo nos adipdcitos, podendo
assim ser considerado um fator de risco para SM e DM2 (SAKKIAH et al., 2018).

Tem sido relatado que a ativacdo especifica receptor de androgénico (AR) no
hipotalamo, musculo esquelético, figado, tecido adiposo e células B das ilhotas pancreaticas €
responsavel pela manutencdo ou interrup¢do do metabolismo energético e da homeostase da
glicose (NAVARRO et al, 2015). Homens com deficiéncia de testosterona correm maior risco
de DM2 (TAYLOR; MEADOWCRAFT; WILLIAMSON, 2015).Navarro et al
(2015) revelaram que a testosterona aumenta a secrecdo de insulina, estimulada pela glicose
atraves da interacdo entre um AR extranuclear e o peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-
1) nas células B, o que aumenta os niveis de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) e
amplifica o efeito das incretinas GLP-1 (WORTHAN; SANDER, 2016).

Em 2014, a prevaléncia global de DM foi estimada em 9% (OMS, 2014) e quase 1,6
milhdes de mortes no mundo foram causadas diretamente por esta doenca em 2015 (EGS,
2015). O DM também estd associado a alta morbidade devido a uma ampla gama de
complicacbes, como retinopatia, nefropatia, neuropatia e doenga cardiovascular (OMS 2016;
FOWLER, 2008), que é a causa mais comum de morte entre adultos (FOX et al, 2015). Essas
complicacbes podem ser divididas em agudas e crénicas (VERHULST et al., 2019). Séo
tipicamente caracterizadas por danos nos sistemas micro e macrovascular (FOWLER,
2008). Doencas microvasculares incluem retinopatia, nefropatia e neuropatia, ja as
macrovasculares dizem respeito a doenca cardiovascular (DCV), como doenca arterial
coronariana, doenca cerebrovascular e doenca arterial periférica (ALBERTI; ZIMMET,
1998).

A incidéncia de insuficiéncia cardiaca diminuiu com o tempo para pessoas com e
sem DM, mas é duas vezes maior nesta populacdo em relagdo a individuos saudaveis. A
letalidade por insuficiéncia cardiaca & maior em pessoas com DML1. A duracdo da doenga e a
hemoglobina glicada alterada foi associada ao aumento do risco de insuficiéncia cardiaca no
DM1 e DM2 (MCALLISTER et al., 2018). De fato, o infarto agudo do miocérdio (IAM) é a
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principal causa de morte entre os individuos com DM (SESHASAI et al., 2011), pois estes
apresentam maior risco de eventos cardiovasculares recorrentes e mortalidade apés o 1AM
(NAUTA et al., 2012; VAN DER HEIJDEN et al., 2013).

3.5 DOENCA HEPATICA NAO ALCOOLICA

A doenca hepética gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA) é caracterizada por um
acumulo excessivo de lipidios no figado, principalmente na forma de triglicérides, na auséncia
de ingestdo considerdvel de 4lcool (ingestao de etanol < 30 g/ dia para homens e < 20 g / dia
para mulheres) e outras causas de lesdo hepatica, como virus e medicamentos
(CHALASANI et al., 2012). O termo NAFLD incorpora um extenso espectro de
anormalidades hepaticas histoldgicas, variando de simples acimulo de triglicérides no figado
gorduroso ndo alcodlico (NAFL) ou esteatose a esteato-hepatite ndo alcoolica (NASH),
caracterizada pela presenca adicional de inflamacao e lesdo tecidual (NEUSCHWANDER-
TETRI; CALDWELL, 2003). Além de complicacdes relacionadas ao figado, como cirrose e
carcinoma hepatocelular, a DHGNA também € um fator de risco emergente para diabetes tipo
2 e doenca cardiovascular (DELLA et al., 2017).

Esteatose simples e esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH) sé@o definidas em todas as
diretrizes (CHALASANI et al., 2018; EASL-EASD-EASO, 2016). Em detalhe, a esteatose
simples, também chamada de figado gorduroso ndo alcodlico (NAFL) inclui todo o caso
caracterizado por esteatose com inflamacdo lobular minima ou ausente. Pelo contrario, a
NASH é caracterizada por uma degeneracao dos hepatocitos baldo, inflamacgéo difusa lobular
e fibrose.

Definida como uma infiltracdo gordurosa do figado superior a 5% na histologia na
auséncia de consumo prévio ou continuo de alcool (KLEINER et al., 2005) e / ou infeccao por
virus e / ou drogas. Atualmente, a intervencdo no estilo de vida, incluindo estratégias para
reduzir o peso corporal e aumentar a atividade fisica regular, representa a base do
gerenciamento da DHGNA. A ingestdo calorica total desempenha um papel muito importante
tanto no desenvolvimento como no tratamento da DHGNA; no entanto, além da restricdo
calorica sozinha, modificar a qualidade da dieta e modular a composi¢cdo de macro ou
micronutrientes também pode afetar marcadamente a evolugdo clinica da DHGNA,
oferecendo uma alternativa de tratamento mais realista e viavel.

A DHGNA pode ser considerada como um fator de risco cardiometabdlico

independente dos fatores de risco cardiometabolicos classicos (hipertensdo arterial,



27

dislipidemias, DM2) (FRANCQUE; VAN DER GRAAFF; KWANTEN, 2016). No entanto, a
grande maioria dos pacientes com DHGNA ndo ira progredir, pois apenas uma minoria
daqueles com NASH (3% -5%) (CHALASANI et al., 2012) apresentam um alto risco de
desenvolver complicagdes crbnicas da doenca hepatica. Em pacientes com esteato-hepatite
ndo alcodlica (EHNA), 11% desenvolvem cirrose e aproximadamente 40% dos pacientes
morrem dentro de 15 anos por qualquer causa (dos quais 7,3% sdo devidos a complicacdes
relacionadas ao figado, especialmente naqueles com fibrose avancada ou cirrose) (ANGULO,
2010).

O excesso de tecido adiposo (obesidade) leva ao aumento da producéo de adipocinas
(como IL-6, TNFa, proteina quimiotatica de mondcitos-1 e inibidor do ativador de
plasminogénio-1) com efeitos pro-inflamatérios, pro-fibrogénicos, pré-angiogénicos e pro-
oxidantes em varios tecidos. Poucos dados existem sobre o impacto epidemiologico e clinico
da obesidade em pacientes com doenca hepatica preexistente, no entanto, a obesidade é
considerada um fator de risco independente para a presenca de fibrose grave, progresséo da
fibrose e cirrose (ORTIZ et al., 2002; RAYNARD et al., 2002).

A DHGNA ¢ a doenga hepatica cronica mais comum no mundo industrializado, com
uma prevaléncia de 15 a 30% relatada na populacdo geral (YOUNQOSSI et al, 2016). Em
particular, a prevaléncia da DHGNA ¢é muito alta em individuos com alto risco
cardiometabdlico. O risco cardiometabdlico refere-se a uma condicdo fortemente associada a
um risco aumentado de desenvolvimento de DCV e DM2 como consequéncia da presenca de
alteracdes inter-relacionadas nas funcbes metabolicas e vasculares, dislipidemia, hipertensao,
obesidade abdominal, resisténcia a insulina e hiperglicemia. Consequentemente, a estreita
associacdo entre DHGNA e sindrome metabdlica ndo é surpreendente (BOZZETTO et al.,
2016; YANG et al., 2016). Em consonancia com essas observacdes, a prevaléncia de DHGNA
é de aproximadamente 50% em individuos hipertensos, 70% em pessoas com DM2 e até 90%
em pacientes com obesidade grave (BLACHIER et al., 2013; LOPEZ-SUAREZ et al., 2011;
YAMAZAK et al., 2015).

O modelo “multiple-hit” fornece um modelo abrangente que leva em consideragao os
multiplos fatores e interacbes envolvidos na NAFLD (BUZZETTI; PINZANI;
TSOCHATZIS, 2016). Com base neste modelo, habitos alimentares, resisténcia a insulina,
adiposidade visceral, estado inflamatorio, estresse oxidativo, alteracdo no microbioma e
predisposicdo genética, sdo fatores de risco reconhecidos para o desenvolvimento e
progressdo de DHGNA.
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Com relagdo a predisposicdo genética e habitos alimentares, a DHGNA representa
um o6timo exemplo de doenca pela qual a nutrigenémica nos permitiu entender como 0s
nutrientes podem influenciar seu desenvolvimento e progressdo alterando a expresséo dos
genes envolvidos na inflamacdo, glicose e metabolismo lipidico (DONGIOVANNI;
VALENTI, 2017). Pacientes com obesidade também tém um risco aumentado de
malignidades hepéticas primarias e o aumento do indice de massa corporal é um preditor de
descompensacdo da cirrose hepéatica. A obesidade sarcopénica confere um risco de
comprometimento fisico e incapacidade significativamente maior do que o risco induzido por
cada uma das duas condi¢des, ja que se demonstrou ser um fator de risco independente para
doenga hepética cronica em pacientes com obesidade e um marcador prognostico negativo
para a evolucéo da cirrose hepatica e os resultados do transplante de figado (SCHIAVO et al.,
2018).

O tratamento de pacientes com DHGNA pode exigir uma abordagem
multidisciplinar envolvendo ndo apenas os hepatologistas, mas também o0s internistas,
cardiologistas e endocrinologistas, nutricionistas, educadores fisicos, farmacéuticos. As
diretrizes mundiais concordam que, sempre que houver suspeita de DHGNA, o diagndstico
inicial deve incluir um exame de imagem ndo invasivo para confirmar a presenca de esteatose
e bioquimica hepatica geral (CHALASANI et al.,, 2018; EASL-EASD-EASO, 2016). A
avaliacdo ndo invasiva deve ter como objetivo primeiro identificar a DHGNA em pacientes
com fatores de risco metabdlicos e depois monitorar a progressdo da doenca e a resposta ao
tratamento, identificando pacientes com pior prognoéstico (EASL-EASD-EASO, 2016).

Embora a DHGNA possa ser apresentada por testes padrdo de laboratdrio,
frequentemente é observado um ligeiro aumento da aspartato aminotransferase (AST) ou da
alanina aminotransferase (ALT) ou gama-glutamil transpeptidase (GGT). No entanto, todas as
diretrizes concordam que os niveis normais de enzimas hepéaticas podem nao excluir a
DHGNA, sendo um teste de rastreamento ndo sensivel (CHALASANI et al., 2018; EASL-
EASD-EASO, 2016). Além disso, alteracBes laboratoriais podem esconder outra causa de
doenca hepaética, na qual a esteatose é uma condicdo coexistente. Por outro lado, a deteccdo de
anormalidades nos exames laboratoriais (como ferritina ou auto anticorpos) nem sempre
reflete a presenca de outra doenca hepatica, mas pode ser um epifendmeno da DHGNA sem
significado clinico adicional (LEONI et al., 2018). Em termos de marcadores bioquimicos,
deve-se considerar que 0s niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) sdo marcadores imprecisos da DHGNA (EASL-EASD-EASO, 2016).
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A biopsia hepética ainda é o padrdo ouro para o diagnéstico da DHGNA, e esse
procedimento invasivo, apesar de algumas limitacGes relacionadas a variabilidade da
amostragem e risco potencial do procedimento, distingue NAFL simples da NASH (EASL-
EASD-EASO, 2016). No entanto, em grande avaliacdo populacional ou para monitoramento

da doenga, alguns marcadores nédo invasivos foram propostos.

3.6 DOENCAS CARDIOVASCULARES

Nas ultimas décadas, as doencas cardiovasculares permaneceram como a primeira
causa de morte em todo o mundo, sendo sua prevaléncia aumentada a cada ano
principalmente devido ao modo de vida moderno, baseado no aumento da ingestdo de
alimentos ultraprocessados e sedentarismo. (OMS-DCV, 2017; PEREZ-MARTINEZ et
al., 2017). Segundo estimativa da Organizacdo Mundial da Saude (2018), aproximadamente
17,9 milhdes de individuos morrem por ano devido a esta condi¢éo clinica. No Brasil, registro
da Sociedade Brasileira de Cardiologia, demonstra aumento na mortalidade ao longo dos
anos, acometendo em 2017, 383.961 individuos (SBC, 2018). Devido as crescentes evidéncias
que relacionam a presenca de sindrome metabolica ao desenvolvimento de eventos
cardiovasculares como infarto do miocardio ou acidente vascular cerebral, este estado é agora
denominado sindrome cardiometabdlica (WIERNSPERGER, 2013).

A principal abordagem terapéutica para o tratamento da sindrome cardiometabolica
(SCM) tem como foco restabelecer o distirbio metabolico em estado normal através da
reducdo do peso e prescricdo de medicamentos como hipoglicemiantes, estatinas, anti-
inflamatdrios ou anti-hipertensivos (DE SOUZA et al., 2015; DUPREZ; TOLEUOVA 2013;
GINSBERG, 2013; WIERNSPERGER, 2013; SOARE et al., 2014). Infelizmente, as
abordagens terapéuticas disponiveis hoje para tratar as patologias que definem a sindrome
cardiometabdlica ndo sdo suficientes, pois essa sindrome altera diferentes vias metabdlicas,
principalmente aquelas relacionadas ao metabolismo glicidico e lipidico, e afeta diversos
orgaos/tecidos, incluindo o figado, os masculos ou o tecido adiposo e, além disso, cada
individuo pode apresentar diferentes anormalidades metabdlicas
(WIERNSPERGER, 2013). Assim, ha uma necessidade de compreender as vias de
sinalizacdo dos diferentes contribuintes para o desenvolvimento de doencas cardiometabdlicas
(SCM), na tentativa de encontrar novos possiveis alvos que, com sua modulagdo terapéutica,

possam melhorar o tratamento e/ou a prevengédo de SCM.
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Nessa linha, nos Gltimos anos a obesidade e o tecido adiposo tém recebido atencdo
considerdvel em relacdo a sua contribuicdo potencial para o desenvolvimento de SCM. Esta
bem estabelecido que o tecido adiposo funciona como um 6rgdo enddcrino ao secretar varias
proteinas/hormonios (adipocinas), principalmente implicados na regulagdo do metabolismo e
no controle da resposta inflamatoria (MANCUSO, 2016). A obesidade induz um desequilibrio
na producdo de adipocinas em favor de adipocinas prd-inflamatérias e em detrimento de
adipocinas anti-inflamatdrias, levando a um grau de inflamacdo crbnica que promove
disfuncdo metabolica sisttmica e DCVs (MOLICA etal, 2015, NAKAMURA et
al., 2014). De fato, a inflamacéo € hoje reconhecida como um ator central no desenvolvimento
de DCVs e suas complicagbes (RUPARELIA et al., 2016).

Uma doenga relevante neste cenario é o infarto agudo do miocardio, resultado do
transporte insuficiente de sangue para 0 coragdo, causado principalmente por doenga
coronariana (RODRIGUES et al., 2018). O infarto do miocardio leva a remodelamento
ventricular, fibrose, necrose, insuficiéncia cardiaca, entre outros, o que pode causar disfuncéo
cardiaca parcial ou total (SEE et al., 2005). Considerando as inumeras desvantagens do
transplante cardiaco, que ainda é a melhor opcdo para pacientes com insuficiéncia cardiaca
em estagio terminal (MANGINI et al., 2015), bem como as habilidades regenerativas restritas
dos cardiomidcitos para curar o coracao apos infarto agudo do miocardio (PAPADAKI et al.,
2001), muitos estudos tém sido realizados em Medicina Regenerativa, criando alternativas
para a regeneracdo miocardica por meio da engenharia de tecidos.

A aterosclerose ¢ uma doenca inflamatdria cronica da parede arterial, que ocorre em
resposta a lesdo endotelial, principalmente em artérias elasticas de médio e grande calibre,
artérias musculares e regides onde ha um distarbio do fluxo sanguineo laminar. Ela é
considerada a principal responsavel pela doenca arterial coronariana, doenca arterial
carotidea, acidente vascular encefalico e doenca vascular periférica (GALKINA; LEY, 2009).

O remodelamento ventricular € um dos mecanismos envolvidos na progressdo da IC
(insuficiéncia cardiaca) e envolve a apoptose e hipertrofia de cardiomidcitos, fibrose
intersticial decorrente da deposicao de colageno, e a rarefacdo vascular (SILVA et al., 2018).
Deve-se ressaltar que as DCVs possuem uma complexa etiologia, envolvendo vérios fatores,

interacdes e interrelacdes para promover os mecanismos fisioldgicos.
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3.7 PROTEINAS DO LEITE - CASEINA

A nutricdo apropriada constitui um alicerce para o desempenho das fungdes vitais,
proporcionando o combustivel para o trabalho biolégico. As proteinas constituem uma classe
de nutrientes essenciais para quase todas as fun¢des do corpo humano. Exemplo disso é
observado com as proteinas do leite. Em média, o leite de vaca contém cerca de 3,5% de
proteina, no entanto, esse nivel pode variar de acordo com a raga, a individualidade, o estagio

da lactacdo e a salde e o estado nutricional do animal.

Quadro 1 — Composicao Protéica do Leite de Vaca.

« Caseinas Proteinas do Soro
Q - .
f>5 os — caseinas: asl, as2; B — lactoglobulina
= [ — caseinas; o — lactoalbumina
P K — caseinas; Proteases e peptonas
T y~ caseinas. Imunoglobulinas
1 -
Albumina

Fonte: O autor.

As proteinas sdo unidas por ligacbes peptidicas, polimeros de aminoacidos,
detentoras de sequéncias que podem conferir atividades metabdlicas especificas. Elas
desempenham papéis importantes nos processos bioldgicos, atuando como enzimas,

neurotransmissoras, transportadoras nas membranas celulares e no O2 entre outros. As

proteinas podem também ser utilizadas como fonte de energia, mas esta ndo é sua funcéo
principal. Para serem utilizadas pelo organismo é preciso antes, digeri-las, metaboliza-las,
resultando, assim, em aminoacidos.

Os dois macronutrientes mais comumente associados ao aumento da saciedade séo as
fibras e proteinas da dieta, mas ainda faltam publicacGes comparando e definindo sua eficacia
em individuos obesos. A proteina € considerada o macronutriente que possui um maior poder
termogénico. O aumento da ingestdo de proteinas na dieta auxilia tanto na perda ponderal
como no nao reganho de peso. A termogénese induzida pela dieta é maior e mais prolongada
ap0s o consumo de proteinas, depois pelos carboidratos e posteriormente pelos lipidios. Esse
efeito termogénico das proteinas é uma consequéncia do aumento da sintese proteica
(ESTEVES:; AVILA; ALMEIDA, 2010). A ideia que prevalece é que o efeito calorigénico
dos aminoéacidos é resultado de uma demanda energética aumentada pelo figado para que este
possa realizar a desaminagdo dos aminoacidos e a formacdo de ureia (HEINZ, 1965;
MITCHELL et al., 1978). Além disso, as proteinas também possuem efeito na saciedade, que

pode estar associado as alteracGes fisiologicas que ocorrem com a ingestdo desse nutriente,
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como a liberagdo de hormonios que inibem o apetite (ESTEVES; AVILA; ALMEIDA, 2010).
Em casos nos quais a proteina ingerida serd utilizada para o crescimento ou finalidade
estrutural, ndo ha a atuacao dessa termogénese (HEINZ, 1965).

As caseinas representam cerca de 80% do total de proteinas do leite bovino e
proteinas do soro cerca de 18% (FOX et al, 2011). A funcdo bioldgica das caseinas na
glandula mamaria é transportar célcio, fosfato e proteina para o neonato (KRUIF; HOLT,
2003). Existem cinco tipos diferentes de caseinas: alfa-S1-caseina (aS1CN), alfa-S2-caseina
(aS2CN), beta-caseina (bCN), kappa-caseina (KCN) e gama-caseina (gCN) sendo esta ultima
a degradacdo de produtos clivados de bCN pela principal enzima proteolitica do leite:
plasmina (STELWAGEN et al,, 2011). As aS1-, aS2-, b- e k-caseinas sdo, em média,
encontradas nas seguintes propor¢des no leite de vaca, 38, 10, 35 e 12%, respectivamente. As
caseinas séo de peso molecular relativamente pequeno (20 a 25 kDa).

O estudo das variantes de proteina do leite pode ser aplicado para caracterizacdo de
racas, diversidade e filogenia. Além disso, como as proteinas do leite estdo envolvidas em
varios aspectos da dieta humana, a caracterizacdo da ocorréncia de alelos associados a um
reduzido teor de diferentes caseinas pode ser explorada para a producdo de leite
hipoalergénico (CAROLI; CHESSA; ERHARDT, 2009). Alem de variacbes alélicas, as
principais proteinas do leite sdo fortemente modificadas pds-traducionalmente com niveis
variaveis de fosforilacdo de serina ou treonina e/ou glicosilagdo de residuos de treonina,
proteolise pelas enzimas do leite e oxidacdo de cisteina em ligacdes dissulfeto (FARRELL,
2011).

As quatro proteinas de soro mais abundantes sdo beta-lactoglobulina (bLG), alfa-
lactalbumina (aLA), albumina sérica bovina (BSA) e imunoglobulinas (1gs), que representam
aproximadamente 60, 20, 10 e 10% das proteinas totais do soro do leite, respectivamente. A
BSA é uma proteina de fuga do sangue que ndo tem significado biolégico ou tecnolégico no
leite (FOX et al, 2011). Estas proteinas principais do leite sdo codificadas por genes altamente
polimérficos para os quais foram notificadas mutaces ndo sinbnimas e sindnimas, dando
origem a 53 variantes de proteinas de ocorréncia natural (CAROLI; CHESSA; ERHARDT,
2009; FARRELL et al., 2004; NG-KWAI-HANG, 2011).

A caseina tem atividade anfipatica por possuir regibes hidrofébicas e hidrofilicas
(DE KRUIF; GRINBERG, 2002). A conformagdo das moléculas expde consideravelmente 0s
residuos hidrofobicos, o que resulta em forte associagdo entre as caseinas e as tornam
insoluveis em agua (GOFF, 2009). Possui sequéncias fosforiladas através das quais pode

interagir com fosfato de célcio, o que a torna capaz de sequestrar fosfato de célcio, formando
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mindsculos agrupamentos de ions circundados por uma camada de proteina (HOLT, 2004).
Segundo SMYTH et al. (2004), além da funcdo nutricional, a caseina é o meio pelo qual
grande quantidade de calcio pode passar pelo epitélio mamario sem provocar problemas de
calcificacao.

O numero de grupos fosforilados (P) ligados as caseinas é variavel, de 1P a 3P em
kCNs, 4P a 5P em bCNs, 8P a 9P em aS1CN e 10P a 13P em aS2CN (FARRELL et al.,
2004); (BIJL et al., 2014; NG-KWAI-HANG, 2011). Através destes locais de fosforilagdo, as
caseinas se ligam as entidades hidratadas de fosfato de calcio presentes nas micelas de
caseina, estabilizando sua estrutura (FARRELL, 2011). Cerca de metade dos KCNs sdo
glicosilados com cadeias oligossacaridicas curtas em um ou varios locais de treonina, e a
maioria dos kCNs é fosforilada em Serl49 (FARRELL, 2011); o tamanho da micela de
caseina foi correlacionado com a presenca de glicosilagdo em KCN (BIJL et al., 2014).

Cerca de 95% da caseina no leite esta presente na forma de particulas coloidais,
conhecidas como micelas (Figura 1), que é a responsavel pela estabilidade térmica do leite
(FOX; BRODKORB, 2008). A estrutura interna da micela de caseina € constituida
predominantemente por asl-, as2-, B-caseina e de nanoparticulas de fosfato de calcio coloidal,
enquanto a «k-caseina estd localizada preferencialmente na superficie da micela
(DALGLEISH, 2011). A composicdo e estrutura das micelas de caseina tém sido estudadas
por mais de 40 anos, e as descricdes disponiveis sdo bastante precisas, embora ainda
controversas (HORNE, 2006; QI, 2007). O consenso é que a estrutura das micelas de caseina

é principalmente estabilizada por interacGes hidrofdbicas e idnicas (HOLT et al., 2003).

Figura 1: Estrutura de uma micela de caseina.

fosfato de calcio Il ca:roq.

Micela
(100 nm)

Fonte: Modificado de TEST KAPPA, 2010.
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A caseina asl precipita com niveis de calcio muito baixos, enquanto a caseina as2 ¢
mais sensivel a precipitagdo pelo Ca2+, diferentemente das outras caseinas, a k-caseina é uma
glicoproteina e possui apenas um grupo fosfoserina, sendo, portanto, estavel na presenca de
fons de célcio e assumindo importante papel na estabilidade da micela de caseina. Por ser
mais fosforilada que a k-caseina, a B-caseina é mais sensivel a altas concentracdes de sais de
calcio, embora seja menos sensivel a precipitagio com célcio do que as caseinas a
(WALSTRA, 1999).

A proteina pode ter impacto no metabolismo (CLAUSEN et al., 2015) e existem
indicacOes de que os hidrolisados de caseina exercem efeitos anti-obesidade em camundongos
(LILLEFOSSE et al, 2013) e podem aliviar a inflamacdo em criangcas (VON BERG et al.,
2008). Hidrolisados de caseina séo usados para o controle dietético da alergia ao leite de vaca
e, portanto, s@o desprovidos de isotopos de proteinas alergénicas. Do ponto de vista da
industria, as caseinas sdo 0s componentes mais importantes do leite. As propriedades
nutricionais, sensoriais e de textura, dos principais produtos lacteos, como leite fluido, queijo
e iogurte derivam das propriedades das caseinas (DE KRUIF et al., 2012).

A extensa hidrolise enzimatica gera sequéncias bioativas e produz
predominantemente peptideos menores (95% menor que 1 kDa). Como tal, hidrolisados
extensos de caseina podem variar em partes peptidicas e em proteinas do leite com sequéncias
bioativas unicas (LAMBERS et al, 2015). Trabalhos recentes (FIGUEROA et al., 2014;
GROEN et al., 2012; KINSEY et al., 2014; MADZIMA et al., 2014; ORMSBEE et al., 2015;
SNIJDERS et al., 2015). sugerem que fontes de baixa caloria (~ 150 kcal) e ricas em proteinas
podem ser benéficas ou ndo prejudiciais ao metabolismo, saide e composi¢cdo corporal
guando consumidas como um lanche ~ 30 min antes de dormir (uma noite) (FIGUEROA et
al., 2014; GROEN et al., 2012; KINSEY et al., 2014; MADZIMA et al., 2014) e quando
combinado com o exercicio por um periodo mais longo (ou seja, 4 a 12 semanas) (ORMSBEE
et al., 2015; SNIJDERS et al., 2015). Em geral, a ingestdo de proteinas suprime o apetite,
aumenta o gasto energético e a massa muscular e diminui a gordura corporal (ARCIERO et
al., 2013; ASTRUP, 2005; LORENSEN et al., 2012; MARSSET-BAGLIERI et al., 2014). A
proteina caseina (CAS) foi designada como um lanche ideal na hora de dormir porque € lenta
para digerir e aumenta a sintese de proteina muscular (BOIRIE et al., 1997; DANGIN et al.,
2001), tornando-a ideal para a ingestdo antes do sono. De fato, os dados mostram que a
ingestdo aguda de CAS (30-40 g por porcdo), comparada a um placebo ndo nutritivo, é
adequadamente digerida/absorvida e aumenta a sintese proteica muscular durante a noite
guando fornecida antes do sono (GROEN et al., 2012).
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Embora a maior parte da caseina no leite seja digerida e utilizada como aminoacidos
livres, a clivagem proteolitica da caseina por enzimas nativas ou bacterianas produz peptideos
com uma ampla variedade de propriedades biologicamente relevantes (FITZGERALD;
MURRAY; WALSH, 2004).

Uma dieta rica em produtos lacteos com baixo teor de gordura tem sido associada a
efeitos anti-hipertensivos em pacientes com hipertensdo estagio I (CONLIN et al., 2000)
sugerindo que 0s componentes bioativos do leite podem contribuir para melhorar o controle
da pressao arterial. Os estudos iniciais em ratos propensos ao desenvolvimento de hipertenséo
espontanea e acidente vascular cerebral examinaram os efeitos terapéuticos das preparacdes
de caseina de leite digeridas com tripsina e conseguiram identificar 3 peptideos derivados de
caseina com atividade anti-hipertensora. Experiéncias in vitro e in vivo demonstraram que
esses peptideos s@o potentes inibidores da enzima conversora de angiotensina | (KARAKI et
al., 1990). A inibicdo da enzima conversora da angiotensina | suprime a geracdo do peptideo
angiotensina Il, um potente vasoconstritor, do substrato circulante da angiotensina | (revisado
por Fitz Gerald et al., FITZGERALD; MURRAY; WALSH, 2004).
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4. MATERIAL E METODOLOGIA

Trata-se de um estudo experimental realizado no NAEVI — Nucleo Avancado de
Estudos da Vida (biotério) e laboratorio de fisiologia (M57A) da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG). A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CEUA), protocolo no 029/2018 (ANEXO A). Medidas vigorosas foram realizadas
para manter o bem-estar animal e minimizar dor e desconforto dos animais de acordo com a
Lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008; e Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009. Neste
experimento, utilizamos o ndmero minimo de animais necessario para produzir dados

cientificos confiaveis.
4.1 AMBIENTE

Os animais foram mantidos no Biotério Central da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG) em caixas para roedores, com cama de maravalha, em condi¢bes de

temperatura controlada de 21 + 2°C, com luminosidade em ciclo claro/escuro de 12 horas,

alimentados com racdo comercial balanceada e agua potavel ad libitum.
4.2 AMOSTRA

No total foram utilizados 96 ratos albinos da raca Wistar (Rattus norvergicus), sendo
48 fémeas e 48 machos com 30 dias de vida, onde os sexos foram divididos em dois grupos
experimentais.
4.2.1 Grupo dos Machos
4.2.1.1 Grupo machos com dieta de cafeteria (MDC)

Composto por 12 animais machos que recebiam a dieta de cafeteria e foram
submetidos a eutanasia ao final com 90 dias de vida, para avalia¢cbes anatomopatolédgicas do

figado e coragdo e anélises bioquimicas.

4.2.1.2 Grupo machos com dieta de cafeteria com suplementagéo de caseina (MDCC)
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Composto por 12 animais machos que recebiam a dieta de cafeteria e aos 60 dias de
vida eram suplementados com caseina por 30 dias e submetidos a eutanasia ao final, com 90

dias de vida, para avalia¢cGes anatomopatolégicas do figado e coragdo e analises bioquimicas.
4.2.1.3 Grupo machos controle (MC)

Composto por 12 animais machos que recebiam a dieta padrdo e foram submetidos a
eutandsia ao final com 90 dias de vida, para avaliacbes anatomopatoldgicas do figado e
coracdo e analises bioquimicas.
4.2.1.4 Grupo machos controle com suplementacdo de caseina (MCC)

Composto por 12 animais machos que recebiam a dieta padréo e aos 60 dias de vida
eram suplementados com caseina por 30 dias e submetidos a eutanasia ao final, com 90 dias
de vida, para avaliacfes anatomopatoldgicas do figado e coracgdo e analises bioquimicas.

4.2.2 Grupo das Fémeas
4.2.2.1 Grupo fémeas com dieta de cafeteria (FDC)

Composto por 12 animais fémeas que recebiam a dieta de cafeteria e foram
submetidos a eutanasia ao final com 90 dias de vida, para avalia¢cbes anatomopatolédgicas do
figado e coracdo e analises bioguimicas.
4.2.2.2 Grupo fémeas com dieta de cafeteria com suplementacao de caseina (FDCC)

Composto por 12 animais fémeas que recebiam a dieta de cafeteria e aos 60 dias de

vida eram suplementados com caseina por 30 dias e submetidos a eutanasia ao final, com 90

dias de vida, para avaliacGes anatomopatologicas do figado e coracdo e analises bioquimicas.
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4.2.2.3 Grupo fémeas controle (FC)

Composto por 12 animais fémeas que recebiam a dieta padréo e foram submetidos a
eutandsia ao final com 90 dias de vida, para avaliacbes anatomopatoldgicas do figado e

coracdo e analises bioquimicas.

4.2.2.4 Grupo fémeas controle com suplementacéo de caseina (FDPCC)

Composto por 12 animais fémeas que recebiam a dieta padréo e aos 60 dias de vida
eram suplementados com caseina por 30 dias e submetidos & eutanasia ao final, com 90 dias

de vida, para avaliacGes anatomopatolégicas do figado e coragdo e analises bioquimicas.

Figura 2: Fluxograma dos grupos de Ratos Wistar Machos.
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(MDC) Caseina (MDCC)

n=12 n=12

Fonte: O autor.

Figura 3: Fluxograma dos grupos de Ratos Wistar Fémeas.
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Fonte: O autor.
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4.3 CALCULO AMOSTRAL

Utilizando o programa G*power para o calculo amostral constatou-se que para um
poder de 85% o n utilizado deveria ser 10 animais por grupo. Considerando eventuais perdas
durante o processo experimental e possivel erro metodolégico no decorrer da pesquisa foi

utilizado um n de 12 animais por grupo totalizando 48 animais ao final.

Figura 4: Calculo Amostral

t tests - Means: Difference between two independent means (two groups)
Tailis) = Two, Allocation ratio N2 /N1 = 1, o err prob = 0.05, Effect sized = 1.5

24
22

20 —
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|

0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85 0.9 0.95
Power (1-§ err prob)

Fonte: O autor.

4.4 DIETAS

4.4.1 Dieta Padréo (Controle)

Durante o experimento 0s animais receberam agua tratada e racdo ad libitum. Os
animais dos grupos controle (C) alimentaram-se de dieta padrdo (NUVILAB-CR1 Nuvital-
Colombo - PR, Brasil), com a seguinte composi¢do nutricional:

Composicdo do Produto: Milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo,

carbonato de calcio, fosfato bicalcico, cloreto de sddio, premix vitaminico mineral e
aminoacidos.

Niveis de Garantia por Quilograma do Produto:

Umidade (méax) 12,5%

Proteina bruta (min) 22,0%

Extrato etéreo (min) 4,0%
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Matéria mineral (max) 10,0%
Matéria fibrosa (max) 7,0%
Célcio (méax) 1,4%

Fosforo (min) 0,8%

Enriquecimento por Quilograma do Produto: Vitaminas: Vitamina A 13.000 Ul;

vitamina D3 2.000 Ul; vitamina E 34 Ul; vitamina K3 3mg; vitamina B1 5mg; vitamina B2
6mg; vitamina B6 7 mg; vitamina B12 22mcg; niacina 60mg; &cido pantoténico 20mg; acido
folico 1mg, biotina 0,05 mg; colina 1900mg. Minerais: Sodio 2700mg; Ferro 50mg; zinco
60mg; cobre 10mg; iodo 2 mg; manganés 60mg; selénio 0,05mg; cobalto 1,5mg; fltor 80mg;
Aminoacidos: Lisina 12g; metionina 4000mg.Aditivos: Antioxidante (BHT) 100mg.

4.4.2 Dieta de cafeteria

A dieta de cafeteria foi ofertada ad libitum diariamente ao grupo DC (dieta de
cafeteria) a partir do 30° dia de vida. Os itens que compdem a dieta foram agrupados em trés
combinagdes distintas ofertadas alternadamente (A, B, C — tabela 2). A dieta A era oferecida
na segunda, a dieta B na quarta e a dieta C nas sextas-feiras. Compostas por alimentos frescos,

refrigerante de cola, racdo padrao e agua.

Tabela 2 Cardapio de oferta de alimentos hipercaléricos com base em literatura (NASCIMENTO et al., 2008;
MORAES et al., 2008; DIDEK D. et al., 2019).

ALIMENTO CARDAPIO A
Qtd (g) Kcal/lg Carboidrato(g) Proteina(g) Lipidios(g) Na
(Mg)
Racéo padréo 1 2,95 0,55 0,22 0,04 0,00
Salgadinho sabor queijo 1 3,92 0,72 0,08 0,09 12,3
Bolacha wafer de 1 5,56 0,63 0,03 0,51 0,76
chocolate
Refrigerante de cola 1 0,42 0,11 0,00 0,00 0,05
CARDAPIO B
Racdo padréo 1 2,95 0,55 0,22 0,04 0,00
Marshmallow 1 3,35 0,82 0,04 0,00 0,25
Apresuntado 1 1,85 0,07 0,13 0,16 11,7
Refrigerante de cola 1 0,42 0,11 0,00 0,00 0,05
CARDAPIO C
Racdo padréo 1 2,95 0,55 0,22 0,04 0,00
Salgadinho sabor bacon 1 5,08 0,521 0,08 0,29 6,40
Bolacha maria 1 4,30 0,73 0,07 0,12 4,33
Refrigerante 1 0,42 0,11 0,00 0,00 0,05

Fonte: O autor.
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4.4.3 Suplementagdo com Caseina

Aos 60 dias de vida os grupos MDCC, MCC, FDCC, FCC iniciaram a
suplementacdo por 30 dias com caseina pelo método de gavagem. A caseina utilizada foi Gold
Standart 100% Casein da marca comercial Optimum Nutrition (foto ilustrativa). As doses de
caseina foram baseadas na dose utilizada pelos humanos (que varia de 30 a 35 gramas por
dia), calculadas conforme metabolismo dos animais, onde foram administrados 0,3gramas de
caseina para 2ml agua para cada animal, uma vez ao dia, no periodo da manha, sempre no
mesmo horario, pois por ser uma proteina de lenta absorcdo, € indicada para se tomar antes de

dormir, tendo em vista que os ratos dormem durante o dia.

Figura 5: Imagem da caseina utilizada na suplementacéo dos ratos,
caseina Gold Standart 100% Casein da marca comercial Optimum Nutrition
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4.5 CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS

4.5.1 Determinacéo da evolucdo do peso e do ganho de peso

O controle do peso dos animais foi realizado semanalmente, com pesagem em
balanca digital Bel Engineering. O ganho de peso foi expresso em termos absolutos (gramas
adquiridas/periodo). Para realizacdo da pesagem dos animais, colocou-se um becker de
polipropileno na balanca, desconsiderando-se o0 peso do mesmo através da fungao “tarar”, em
seguida colocava-se em seu interior um rato por vez, obtendo assim, o peso do animal. O

ganho de peso absoluto foi calculado subtraindo-se da semana em questdo o peso inicial do
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rato, sendo assim, o ganho de peso absoluto da semana 5, por exemplo, reflete o ganho de

peso do animal desde o inicio do experimento até a semana 5.

4.5.2 Consumo alimentar (Kcal/semana)

Desde os 30 dias de vida até a data de sacrificio os alimentos foram pesados para
calcular a quantidade de alimento consumido semanalmente pelos animais através da formula:
(quantidade colocada de alimento - quantidade restante de alimento na grade) /nimero de

animais na caixa.

4.5.3 Indice de Adiposidade

A obesidade também foi avaliada pelo peso das gorduras e pelo calculo do indice de
adiposidade. O indice de adiposidade (1A) post-mortem foi calculado utilizando a formula: 1A
= [gordura corporal/peso corporal] x 100. A gordura corporal (g) foi medida pela soma dos
seguintes constituintes do tecido adiposo: gordura perigonadal + gordura retroperitoneal +
gordura mesentérica (JACOBSEN et al, 2017).

4.5.4 indice de Lee
Foi medido o comprimento naso-anal (cm) e peso do animal (g) para célculo do

indice de Lee (valor preditivo de obesidade em roedores) (BERNARDIS; PATTERSON,

1968) de acordo com a Equacao abaixo:

3\/Massa corporal (g)

| ndice de Lee = ( )x 1000

Comprimento nasoanal (cm)

4.6 TESTES INTRAPERITONEAIS DE TOLERANCIA A GLICOSE (IGT)

Os animais foram mantidos em jejum por 10 a 12 horas para realizacdo dos testes de
IGT. Foi utilizado glicose 50% (1 g de glicose/kg de peso corporal) injetado no periténio dos
ratos. Uma gota de sangue foi obtida através do corte da cauda para medir a glicose no sangue
usando um glicosimetro no inicio (0 min), 30, 60 e 90 min apos a injecdo de glicose. O

glicosimetro utilizado foi o da marca comercial G tech free.
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4.7 TESTE DE RESISTENCIA A INSULINA

Os animais foram mantidos em jejum por oito horas para a realizacdo dos testes. Foi
utilizado Insulina Humana Regular — Laboratorio Lilly (1Ul/ kg de peso corporal) injetado no
peritdbnio dos ratos. Uma gota de sangue foi obtida através do corte da cauda para medir a
glicose no sangue usando um glicosimetro no inicio (0 min), 5, 10, 15, 20 e 25 min apos a

injecdo de insulina. O glicosimetro utilizado foi o da marca comercial G tech free.

4.8 ATO OPERATORIO, COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO E EUTANASIA

Aos 90 dias de vida os animais foram pesados, marcados e submetidos a
ortoeutandsia e exames post morte (coleta de sangue e 0rgdos), realizados no laboratério de
fisiologia M57A da UEPG. Como o uso de anestesico altera o perfil glicémico (OLIVEIRA,
2013) e para a realizacdo desse projeto os dados de glicemia s@o de relevante importancia, o
método de ortoeutanasia determinado foi o deslocamento cervical por guilhotina. As gorduras
mesenterica, perigonadal, retroperitoneal foram removidas, lavadas e pesadas, assim como 0
figado e coracdo para posterior analise, com a finalidade de estimar o efeito da suplementacéo

com caseina em animais controle e obesos.

4.9 ANALISES BIOQUIMICAS

Aos 60 dias de vida foi realizada a glicemia capilar em todos os animais, para uma
comparacdo com a glicemia ao final do experimento. Todos 0s animais tiveram o sangue
coletado no 90° dia de vida (cerca de 2 ml), que foram destinados a exames laboratoriais,
realizados no laborat6rio de andlises clinicas da UEPG. O sangue coletado foi centrifugado a
3.000 rpm por 10 minutos em Centrifuga de mesa Celm LS-3 plus, para as seguintes
dosagens: triglicerideos, colesterol total e colesterol HDL; transaminases (TGO/TGP), gama
gt. Estes exames foram realizados pelo método enzimatico colorimétrico no Analisador
Bioquimico CT300i Wiener. De acordo com Harkness e Wagner (1993) os parametros
bioguimicos de referéncia para ratos compdem uma aproximacdo e ndo necessariamente
representam os niveis normais encontrados e podem variar em diferentes popula¢des de ratos.
As dosagens foram realizadas com reagentes da marca (Wiener). Foi verificado junto ao
fabricante que ndo ha restricdo quanto a técnica nem ao procedimento analitico para amostras

biolbgicas de ratos.
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4.10 ANALISE HISTOLOGICA

As andlises histologicas foram realizadas com o intuito de caracterizar as alteragdes
do figado e do coragdo induzidas pela dieta de cafeteria e comparadas com os animais
submetidos a suplementacdo com caseina. Os 6rgaos dos animais foram retirados e pesados
em balanga digital de precisdo da marca Quimis, modelo Q-500L210C. Os 6rgdos retirados e
pesados foram o figado e coragdo, os quais foram conservados em solugdo crioprotetora
(solucdo de sacarose a 30%) e congelados a -80°C até serem encaminhados para exame
anatomopatolégico.

4.11 HISTOLOGIA (OIL RED 0O)

Os coragdes dos ratos foram perfundidos com 20 ml de solucdo salina tamponada
com tampdo fosfato (PBS). Em seguida, os coracGes foram embebidos em meio de
congelamento (OCT: Optimal Cutting Temperature) e congelados a -80°C. Usando um
criostato, sec¢des em série de 10 um de espessura foram cortadas ao longo de 480 um de
comprimento a partir do ponto em que os trés folhetos da valvula adrtica foram visualizados.
Doze laminas contendo 4 seccBes cada, foram montadas. As laminas foram incubadas em
PFA 4% por 10 minutos e em seguida coradas com oil red O como descrito por Paigen
(1987). Os figados foram seccionados e corados com oil red O como descrito previamente por
Mehlem (2013). A coloracéo oil red O foi realizada nos coragdes e figados para verificacdo
do contetdo lipidico. As imagens foram digitalizadas em microscépio Leica DMI600B ou
Olympus I1X 70 com lentes objetivas de 4X para as sec¢Bes da aorta e 10X para as sec¢des do

figado.

4.12 VARIAVEIS ANALISADAS

Primeiramente a normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. Posteriormente os ratos foram comparados, de acordo com o tipo de dieta pelo teste
de Anova de duas vias, com o post hoc de Bonferroni. Todas as analises foram realizadas no
software Graphpad Prisma Versao 7.0, com um nivel de significancia estabelecido em 95%.
4.13 DESENHO EXPERIMENTAL
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO ATRAVES DOS INDICES ANTROPOMETRICOS

Com a finalidade de avaliar o efeito da dieta de cafeteria os animais foram recebidos
aos 21 dias de vida, passando uma semana de adaptacdo com racdo padréo e agua, e entédo,
aos 30 dias de vida foram submetidos a dieta de cafeteria (os grupos FDCC, MDCC, FDC e
MDC). A dieta foi oferecida por 60 dias consecutivos, e aos 90 dias de vida foram
sacrificados. Alguns estudos com estes tipos de dietas relataram varias alteracdes no
organismo, dentre as quais 0 acumulo de gordura subcuténea, esteatose hepatica, aumento da
pressdo arterial e aumento da glicemia (MIESEL et al., 2010; MULLER et al., 2010).

Avaliando a circunferéncia abdominal, o peso corporal final, a evolugdo do peso
corporal e o indice de Lee observou-se diferenca significativa p<0,05 nas fémeas de dieta de
cafeteria (FDC) quando comparadas as fémeas controle (FC) em 60 dias de dieta (Figura 6).

No grupo dos machos ndo houve diferenca significativa entre o grupo MC e o grupo
MDC (figura 7). Estes resultados podem sugerir um periodo maior necessario para a
adaptacdo metabolica dos animais tratados com a dieta de cafeteria, sendo que todos os
artigos pesquisados para este estudo demonstram ser importante um intervalo minimo de 8
semanas de tratamento para que se possa observar alteracdes significativas dos parametros
analisados (MARQUES et al., 2015). Castro et al. (2015), traz que a administracdo de uma
dieta de cafeteria em ratos Wistar durante os primeiros meses de vida e também na fase adulta
foi capaz de provocar um aumento estdvel no peso corporal, juntamente ao acUmulo de

gordura corporal e alteracdes metabdlicas.
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Figura 6: Efeito da suplementacdo com caseina em ratas fémeas alimentadas com dieta de cafeteria
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Figura 7: Efeito da suplementagdo com caseina nos dados antropométricos de ratos machos tratados com dieta de
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Com a finalidade de avaliar a influéncia da suplementacdo de caseina tanto nos
grupos controle quanto nos grupos de Dieta de cafeteria, foram suplementados com caseina
(os grupos FCC, FDCC, MCC e MDCC) e foi administrado agua para os grupos (FDC, FC,
MC e MDC). A suplementacdo foi realizada por 30 dias consecutivos, devido ao fato de cada
més de vida do rato ser equivalente a aproximadamente dois anos de vida do humano adulto
(ALMEIDA et al., 2014).

Ao final do experimento, observa-se um menor ganho de peso na evolugdo corporal

apenas no grupo FCC em relagdo ao grupo FC, com uma diferenga significativa de p<0,05, o
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que nos mostra que o grupo suplementado com caseina ganhou menos peso que 0 grupo ndo
suplementado (figura 6).

Os grupos que receberam suplementacao de caseina, tanto fémeas como machos, em
relagdo aos outros indices antropométricos ndo obtiverem diferenca significativa. O que nos
mostra um resultado contrario ao esperado. O consumo de caseina ndo engorda. O suplemento
de caseina consiste na proteina isolada, e 0 ganho ou a perda de peso acontecera de acordo com
a dieta e 0 metabolismo de cada organismo. A possibilidade de utilizar a caseina para perder
peso existe, pois, 0 suplemento ndo é caldrico e favorece a sensacdo de saciedade, podendo
ajudar a equilibrar a dieta, mas o consumo de alimentos hipercaléricos precisa diminuir, o que
justamente acontece o contrario no grupo dieta de cafeteria, podendo ser esta uma possivel
explicacdo para os resultados. Demling e DeSanti (2000), demonstraram um impacto
significativo de um hidrolisado de caseina na taxa de diminui¢do da gordura e aumento de
massa magra. Além do mais, por possuir uma digestéo lenta, essa proteina retarda a sensacéo
de saciedade, podendo auxiliar na reducdo de peso. Em compensacéo, se ela for tomada em
grande quantidade, sera capaz de incentivar 0 aumento de peso, pois sera armazenada em
forma de gordura.

As proteinas também possuem efeito na saciedade, que pode estar relacionado as
alteracdes fisioldgicas que ocorrem com a ingestdo desse nutriente, como a liberacdo de
horménios que inibem o apetite (ESTEVES; AVILA; ALMEIDA, 2010). A liberacdo de
determinados hormonios pelas células intestinais, como a colecistocinina (CCK), peptideo
YY (PYY) e grelina, em consequéncia da ingestdo de alimentos, pode mediar a sensacdo de
saciedade. Macronutrientes, em especial a proteina e o lipidio, ajudam a promover a liberacéo
de CCK, sendo que esta auxilia na liberacdo de PYY (contribui para a reducdo na ingestdo
alimentar) e suprime a liberacdo de grelina (aumenta a sensacdo de fome), o que leva a uma
maior sensacdo de saciedade (BRENNAN et al., 2012).

5.2 AVALIACAO DAS GORDURAS PERIGONADAL, RETROPERITONEAL E
MESENTERICA

Em relacdo ao efeito da dieta de cafeteria no tecido adiposo, foi encontrada diferenca
significativa na quantidade de gordura perigonadal, retroperitoneal e mesentérica (Figura 8 e
9). Brahmanaidu et al. (2014), mostrou em seu estudo um aumento de peso corporal e indice
de massa corpdrea dos animais alimentados com dieta hipercalérica, onde o aumento de

consumo de caloria resultou em maior depdsito de tecido adiposo, demonstrando a efetividade
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da dieta de cafeteria na inducéo a obesidade. 1sso pode ser explicado devido a composi¢do da
dieta de cafeteria, induzindo aos animais uma maior sobrecarga de lipidios e levando a
formacdo de triacilglicerdis. Embora os machos ndo apresentarem diferenca na maioria dos
indices antropométricos, apresentaram significancia nas gorduras, sendo que estudos mostram
que o aumento da gordura visceral, mesmo sem alteracdo do peso corporal normal, pode

aumentar a prevaléncia de doengas cardiovasculares (PASTORE et al., 2010).

Figura 8: Efeito da suplementagdo com caseina no peso dos estoques de gordura em ratas fémeas alimentadas
com dieta de cafeteria
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Fonte: O autor
Os dados sdo a média £ DPM. Os simbolos sobre as barras indicam diferencas entre os grupos. A: Gordura
perigonadal; B — Gordura retroperitonial e C: Gordura mesentérica (n=12 animais). *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001 e P<0,0001.

Figura 9: Efeitos da suplementagdo com caseina sobre o peso das gorduras em ratos machos adultos
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A: Gordura perigonalda; B: Gordura retroperitoneal; C: Gordura mesentérica. Os dados sdo a média £ DPM. Os
simbolos sobre as barras indicam diferencas de *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e p<0,0001.

As médias das gorduras nos machos repetiu um padrdo das fémeas e também
apresentou diferenca significativa. Se comparado o grupo MDC com o grupo MDCC, a
gordura retroperitoneal do grupo MDCC diminuiu, mostrando diferenca significativa, e nas
fémeas a gordura mesentérica mostrou diferenca significativa, diminuindo quando comparado
0 grupo FDCC com o grupo FDC. No estudo de Clausen et al (2015), camundongos C57BL/6
propensos a obesidade alimentados com dietas ocidentais com caseina hidrolisada
intensivamente ap0s 8 semanas de intervencdo teve um ganho de massa corporal ~ 55%

menor e uma reducdo de ~ 70% na massa de tecido adiposo branco, em comparagdo com 0S
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camundongos alimentados com dietas com caseina micelar. A dieta de cafeteria promove
aumento nos depdsitos de gordura retroperitoneal e epididimal dos ratos Wistar e ativa o fluxo
simpatico tanto para o tecido marrom quanto para o branco, influenciando o aumento de sua
celularidade (QUEIROZ, 2010).

5.3 INDICE DE ADIPOSIDADE

As figuras 10 e 11 apresentam o indice de adiposidade, o qual se mostrou menor no
grupo FDCC em relagdo ao grupo FDC, com p< 0,05 quando analisamos o efeito da caseina.
E ao analisarmos o efeito da dieta de cafeteria podemos observar que os grupos da dieta
tiveram uma média significativamente maior que os grupos controle.

Demling e DeSanti (2000), mostraram em seu estudo com policiais que por 12
semanas 0s ganhos de massa magra duplicaram e a perda de gordura aumentou 50% no grupo
caseina quando comparado ao grupo proteina do soro do leite. Porém, outro estudo realizado
por Klaus (2005), mostra que o aumento da relacdo proteina-carboidrato de uma dieta com

alto teor lipidico atrasa, mas ndo previne o desenvolvimento da adiposidade.

Figura 10: Efeito da suplementacdo com caseina do indice de adiposidade em ratas fémeas alimentadas com
dieta de cafeteria
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Os dados sdo a média £ DPM. Os simbolos sobre as barras indicam diferengas entre os grupos (n=12 animais).
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e p<0,0001.
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Figura 11: Efeitos da suplementagdo com caseina no indice de adiposidade de ratos machos alimentados com
dieta de cafeteri
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Fonte: O autor
Os dados sdo a média £ DPM. Os simbolos sobre as barras indicam diferencas de entre os grupos (n=12
animais). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e p<0,0001.

Importante ressaltar que os niveis de leptina se encontram geralmente mais altos em
fémeas do que em machos, sugerindo uma interagdo entre o tecido adiposo e a producéo
hormonal, sendo possivelmente a sua liberacdo modulada de diferentes formas em machos e
fémeas, por hormdnios androgénicos e estrogénicos (CASABIELL et al., 2001;
MYSTKOWSKI; SCHWARTZ, 2000; PROLO et al., 1998). Foi observado que a
concentracdo de leptina € duas a trés vezes maior em mulheres do que em homens, devido a
sua composicdo corporal, pois apresentam maiores indices de tecido adiposo quando
comparado aos homens (AHIMA; FLIER, 2000), o que pode explicar os melhores resultados

para o grupo das fémeas.

5.4 CONSUMO ALIMENTAR

A ingestdo de racdo, medida em gramas ingeridas/animal, foi significativamente
menor no grupo dieta de cafeteria do que no grupo controle em todas as semanas do
experimento (p<0,001), dados ndo mostrados. Quando se analisa a ingestdo acumulada de
Kcal ingerida pelos animais de cada grupo, observa-se uma ingestdo energética
significativamente maior tanto nas fémeas quanto nos machos que receberam dieta de
cafeteria (Fémeas: 187,6 kcal/animal/dia; Machos: 195,4 Kcal/animal/dia) em relagdo ao
grupo controle (Fémeas: 112,2 kcal/animal/dia; Machos: 160,4 Kcal/animal/dia), com p<0,05.

As fémeas obesas ingeriram em calorias, 67,2% a mais que a fémeas controle e 0s machos
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obesos em média 21% a mais que os machos controle. Nos machos foi verificado uma
diferenca significativa (p<0,05) entre o grupo MC e o MCC, onde 0 grupo que teve maior
média de consumo foi o grupo suplementado com caseina, 0 que contraria 0s resultados
esperados (Figuras 12 e 13).

A reducéo do consumo alimentar é tida como um dos efeitos fisioldgicos positivos
das proteinas do leite sobre o controle de taxas metabdlicas. Tal efeito é explicado em parte,
pela potencial acdo dos peptideos e aminoacidos destas proteinas sobre a liberacdo de
horménios intestinais que regulam a saciedade (BOWEN; NOAKES; CLIFTON, 2006;
SOUSA et al., 2012). Assim, essa acdo poderia ser aplicada como ferramenta no tratamento e
prevencdo de doencas endocrinometabdlicas (JAKUBOWICZ; FROY, 2013). O aumento da
ingestdo de proteinas na dieta auxilia tanto na perda ponderal como no nao reganho de peso.
A termogénese induzida pela dieta é maior e mais prolongada apds o consumo de proteinas,
sequida pelos carboidratos e posteriormente pelos lipidios. Uma das razbes desse efeito
termogénico das proteinas é o aumento da sintese proteica (ESTEVES; AVILA; ALMEIDA,
2010). SituacbGes que aumentam a concentracdo plasmatica de leptina levam a inibicdo dos
neuronios do nucleo arqueado, causando diminuicdo da ingestdo alimentar. De forma
semelhante em situacdo oposta, em reposta a baixas concentrac6es de leptina, ocorre ativacao

dos neurdnios que sintetizam NPY estimulando a ingestao de alimentos (RIBEIRO, 2007).

Figura 12: Efeito da suplementacio de caseina no consumo alimentar de ratas fémeas alimentadas com dieta
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Os dados sdo a média + DPM. Os simbolos sobre as barras representadas diferencas entre os grupos. A: Ingestdo
alimentar kcal; B: Area sobre a curva (n=12 animais). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e p<0,0001.
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Figura 13: Efeito da suplementacéo de caseina no consumo alimentar de ratos machos alimentados com dieta

cafeteria
B B
—_—
A
300 2000+ —
-e- controle 3 controle
-=- controle caseina 15004 ~—= Il Obeso
200+ -+ obeso [ controle caseina
3 -* obeso caseina (é 1000+ Ml obeso caseina
4
1097 500
0 T T 1 o T
0 5 10 15 & &£ & e
«0 o o
SEMANAS & & e &
<

Fonte: O autor
Os dados sdo a média = DPM. Os simbolos sobre as barras representadas diferencas entre os grupos. A: Ingestdo
alimentar kcal; B: Area sobre a curva (n=12 animais). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e p<0,0001

5.5 TESTE DE RESISTENCIA A INSULINA

Para a avaliacdo da sensibilidade a insulina foi feito um teste de tolerancia a
insulina curto (ITT de 25°) em animais submetidos a jejum prévio de 8 a 10 horas. Neste teste
a taxa de decaimento da glicose € avaliada ao longo de 25 minutos apds a injecdo de insulina
intraperitoneal. Como demonstrado abaixo (figura 15), os valores basais de glicemia,
correspondente ao tempo O min, mostraram-se menores nos animais controles quando
comparado aos animais de dieta de cafeteria. A reduzida, ou quase nula, diminuicdo da
glicemia ap6s administracdo intraperitoneal de insulina sugere resisténcia a esse horménio, o
que é observado no grupo de dieta de cafeteria. Ao analisarmos a area sob a curva as ratas do
grupo dieta de cafeteria mostraram uma resisténcia a insulina significativamente maior que as
ratas controle (figura 14).

A insulina também preenche os critérios necessarios para funcéo de sinal aferente de
adiposidade, pois circula em niveis relativamente proporcionais a massa adiposa e atua no
sistema nervoso central onde possui receptores em areas envolvidas no controle da ingestao
alimentar. A insulina é captada pelo tecido cerebral, passa pela barreira hematoencefalica, e
age como um sinal anorexigeno, induzindo hipofagia e perda de peso (ARAUJO; TORSONI;
VELLOSO, 2010; VELLOSO et al., 2008).
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Figura 14: Efeito da suplementacio de caseina no teste de tolerancia a insulina e no indice de desaparecimento
da glicose em ratas fémeas alimentadas com dieta de cafeteria
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Fonte: O autor
Os dados sdo a média = DPM. Os simbolos sobre as barras indicam diferencas entre os grupos. A: Teste de
tolerancia a insulina; B: Indice de decaimento da glicose. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e p<0,0001

Figura 15: Efeito da suplementacdo de caseina no teste de tolerancia a insulina de ratos machos alimentados com
dieta de cafeteria
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Fonte: O autor
Os dados sdo a média + DPM. Os simbolos sobre as barras indicam diferencas entre os grupos. A: Teste
intraperitoneal de tolerancia a insulina; B: Indice de decaimento da glicose. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e
p<0,0001

5.6 TESTE INTRAPERITONEAL DE TOLERANCIA A GLICOSE

A figura 16 abaixo mostra a média e desvios-padrdo das glicemias durante o
teste intraperitoneal de tolerancia a glicose aos 85 dias de vida. O grupo dieta de cafeteria
apresentou maior glicemia no ponto ap6s a administracdo da carga de glicose (30 minutos)
com média 176,9+68,7mg. Nos demais pontos ndo houve diferenca estatisticamente
significativa. Quando se observa a area sob a curva, o efeito da caseina foi significativo no
grupo FDCC, quando comparado ao grupo FDC, diminuindo a tolerancia a glicose das fémeas
que receberam dieta de cafeteria.

O efeito das proteinas no metabolismo da glicose depende da composi¢do de
aminoacidos, da cinética de digestdo das proteinas e da utilizagdo de aminoécidos no trato

gastrointestinal (TGI). Em geral, quando consumidas com carboidratos, as proteinas da dieta
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diminuem a resposta glicémica (AKHAVAN et al., 2010; PROMINTZER; KREBS, 2006).
Os peptideos produzidos durante diferentes estagios de digestdo da caseina podem expressar
uma variedade de fungbes no TGl (FUKUSHIMA, 2004; SHIMIZU, 2004), incluindo a
regulacdo das enzimas digestivas, a modulagdo da absor¢é@o de nutrientes no trato intestinal e

também os sinais metabdlicos p6s-absorcdo. Duarte et al. (2013), mostrou que, assim como 0

estudo em questdo, a obesidade provocada pela dieta hiperlipidica palatavel ndo alterou os

niveis de glicose e insulina de jejum dos animais.

Figura 16: Efeito da suplementacdo de caseina no teste de tolerancia oral a glicose em ratas fémeas alimentadas
com dieta de cafeteria
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Figura 17: Efeito da suplementacio de caseina no teste de tolerancia oral a glicose em ratos machos alimentados
com dieta de cafeteria
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5.7 AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Ao analisar os parametros bioquimicos em 60 dias de inducdo da dieta de cafeteria,
observa-se que 0s niveis triglicerideos das fémeas dieta de cafeteria (FDC) foram
significativamente maiores em relagéo ao grupo controle (FC).

Os niveis de HDL-c mostraram-se estatisticamente maiores para as FC em relacdo ao
grupo FCC. No entanto, ndo existe uma padronizacdo em relacdo ao tempo necessario de
dieta para tais protocolos experimentais. A ingestdo da racdo pelos ratos inicia-se logo apés o
desmame, e ndo ha diferencas na composicdo das mesmas em relacdo a idade dos animais,
iSso poderia, em parte, provocar mecanismos adaptativos aos nutrientes desta racéo e, assim,
ser necessario um tempo de adaptacéo a inser¢do de novos ingredientes da dieta hipercalérica
(MARQUES et al.,2015).

Relacionado aos niveis de HDL-c, assim como no presente estudo, no trabalho de
Salerno (2014), realizado com ratos Wistar machos, ndo foi observada diferencga significativa
entre 0s grupos (método enzimatico-colorimétrico — Kits Bioclin®), no entanto, isso pode ser
explicado devido ao tempo inferior de administracdo da dieta de cafeteria (5 semanas)
utilizado no referido estudo.

Os niveis de colesterol e triglicerideos ndo foram observadas diferencas
significativas para os machos. Moraes (2008) relatou que o consumo de dieta de cafeteria,
durante 8 semanas, provocou aumento acentuado de, aproximadamente, 138% da
concentracdo de TG (método enzimatico-colorimétrico — Kits Laborlab) em ratos Wistar
machos estudados em sua pesquisa. Em contrapartida, o estudo de Marques (2015) exibiu que
a administracdo de dieta de cafeteria em ratos Wistar machos, durante um periodo de 30 e 60
dias, ndo foi capaz de causar aumento nos niveis de TG (método enzimatico-colorimétrico —
Gold Analisa®), provavelmente, devido a necessidade de um maior periodo de adaptacao
metabdlica a dieta, assim como nosso estudo em discussao.

A utilizacdo de dietas hiperlipidicas, hipercaloricas ou hiperglicidicas tem sido
amplamente utilizada como modelo de inducdo de obesidade em modelos experimentais,
sendo extremamente (til nas pesquisas com obesidade devido a sua grande semelhanca com a
geracdo e com as respostas metabdlicas resultantes da obesidade em humanos. A obesidade é
decorrente de um balango energético positivo gerado por fatores ambientais, como por
exemplo, o consumo excessivo de alimentos altamente caléricos e o sedentarismo (ROSINI,
2012).
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As dislipidemias e a hiperglicemia, causadas pela obesidade e pela inatividade fisica,
estdo fortemente associadas com o risco de maior probabilidade para desenvolver doencas
cardiovasculares, sendo que as gorduras viscerais estdo associadas com efeitos negativos a
salde, independentemente da quantidade de gordura corporal, isto € mesmo o individuo
apresentando um Indice de Massa Corporal (IMC) normal, ainda ha riscos de arteriosclerose
(ANJANA et al., 2004; CASTRO et al., 2004; COSTA et al., 2007).

Verificou-se em outros estudos, 0s quais determinaram valores de normalidade para
0s parametros bioquimicos dos seus préprios biotérios, os valores obtidos no estudo em
questdo estdo entre os valores normais. Observa-se esta confrontagdo nos valores
estabelecidos por Canadian Council on Animal Care (1993), Centro de Bioterismo da FMUSP
(2008), Dantas et al. (2006), Guimardes e Mazaro (2004), Harkness e Vagner (1993) e de
Santos et al. (2010). Barter et al. (2006) diz que mesmo ndo tendo diferenca entre o grupo
dieta e o controle, o risco de doenca aterosclerotica aparenta estar mais ligado com as
particulas aterogénicas circulantes e ndo obrigatoriamente com a concentracdo de COL
contida nas fragOes lipoproteicas. Reafirmando esse resultado, Zanchet et al. (2012) realizou
um estudo com o objetivo de comparar os efeitos entre diferentes dietas e seus modos de
fornecimento com relacdo aos parametros bioquimicos onde também apresentou resultados
ndo esperados, em que o grupo controle apresentou alteracdes em parametros bioquimicos nao
mostrados no grupo exposto a dieta. Os parametros ndo significativos podem ser devido ao
curto periodo da dieta ou devido as respostas diferentes entre os metabolismos dos animais, ja
gue mesmo realizando experimentos em condi¢cfes laboratoriais e com animais da mesma
linhagem, ainda assim podem apresentar respostas diferentes.

No estudo de Borba et al. (2011), os niveis de colesterol total se mostraram
aumentados no grupo-experimental, porém ndo houve diferenca estatisticamente significativa
quando comparados ao controle, sugerindo que o nivel desse metabolito ndo responde sempre
com acréscimo em resposta ao aumento no teor lipidico do alimento. Os dados deste estudo
sugerem que a caseina nao apresentou um efeito hipocolesterolemiante significante em ratos,
apesar de essa tendéncia ter sido observada. Acredita- -se que esse efeito possa interagir e ser
regulado por fatores como a idade dos animais, o colesterol e a quantidade de proteina da
dieta (BORBA et al., 2011).
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Figura 18: Efeito da suplementacdo com caseina no perfil metabdlico de ratas fémeas alimentadas com dieta de
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Figura 19: Efeito da suplementacdo com caseina micelar no perfil metabdlico de ratos machos alimentados com
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No presente estudo observou-se que comparando o grupo Dieta de cafeteria (MDC)

dos machos com o grupo controle (MC), nos parametros hepaticos TGO, TGP, GGT, néo se

obteve diferenga significativa. Os grupos suplementados com caseina mostraram uma reducéo
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na maioria das enzimas hepaticas, apresentando uma significAncia de p=0,01 para a enzima
TGP quando comparado o grupo controle das fémeas (FC) com o grupo controle
suplementado (FCC), ou seja, a caseina mostrou um efeito protetor no figado, impedindo o
aumento da enzima TGP de forma significante.

O aumento da atividade enzimética da TGP/ALT e TGO/AST esta relacionado com a
extensdo, e ndo com a gravidade da lesdo, pois estas enzimas estdo presentes
predominantemente no citoplasma. Dessa forma, mesmo uma lesdo que ndo cause morte
celular pode ser suficiente para que ocorra a liberacdo desta enzima na corrente sanguinea
(PEREZ et al., 1997; SHEFFER; GONZALEZ, 2006).

Alteracdes na atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) sdo importantes marcadores de doencas ou lesdo tecidual,
especificamente no figado28. Dietas ricas em colesterol promovem um aumento no estresse
oxidativo no figado29, resultando em um aumento na atividade dessas enzimas. Verificou-se
que as proteinas do soro, quando adicionadas a dieta rica em colesterol (PSH), impediram o
aumento da AST de forma significante, sugerindo um efeito protetor ao estresse oxidativo
provocado pela dieta hipercolesterolemiante. Esse efeito protetor pode ser corroborado
também por ter sido observada uma reducdo na atividade da fosfatase alcalina nos animais
que receberam as proteinas do soro. Assim, os dados deste estudo sugerem que as proteinas
do soro apresentaram um efeito protetor para o figado contra os efeitos deletérios da dieta

hipercolesterolemiante.

5.8 AVALIACAO DOS ORGAOS (FIGADO E CORACAO) ATRAVES DO PESO E
HISTOLOGIA

As fémeas do grupo dieta de cafeteria (FDC) apresentaram diferencas quanto ao
peso do figado e coracdo em relacdo as do grupo controle (FC). Os machos apenas mostraram

diferenca significativa no peso do coracao.
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Figura 20: Efeito da suplementacdo com caseina no peso dos 6rgdos em ratas fémeas alimentadas com dieta de
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Figura 21: Efeito da suplementacdo com caseina no peso dos 6rgdos em ratos machos alimentados com dieta de
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As analises histologicas mostram que ndo ha alteracdes morfolégicas marcantes e
generalizadas no tecido hepético e na raiz da aorta dos ratos submetidos a uma dieta de
cafeteria. A raiz da aorta foi corada com Oil Red O, que serve para corar lipidios, corando-0s
em vermelho. No entanto vimos nas figuras (22,23,24 e 25) que ndo houve formacéo de lesao,
nem na dieta de cafeteria nem no grupo controle. O mesmo perfil foi observado no figado, ou
seja, verificamos que neste presente estudo a dieta de cafeteria ndo foi capaz de gerar um
processo aterogénico na aorta e nem esteatose hepatica.

A esteatose hepatica € caracterizada por um acumulo de particulas de lipideos,
fazendo com que o figado apresente um peso 5% maior que o valor de referéncia, sendo essa
caracteristica uma resultante de uma falha do metabolismo lipidico hepatico normal, devido a
um defeito dentro do hepatdcito ou a oferta de &cidos graxos (AG) ou carboidratos em
excesso ao 0rgao, superando a capacidade de secrecdo de lipidios da célula (AMARAL,
2012). No entanto, o tempo de 9 semanas de ingestdo de dieta de cafeteria ndo foi suficiente

para o desenvolvimento de esteatose hepatica.



Figura 22. Efeito da suplementagdo com caseina em figados de ratos machos
alimentados com dieta de cafeteria. Coloragdo representativa com Oil Red O
contracorado com hematoxilina.
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Figura 23. Efeito da suplementagdao com caseina em figados de ratos fémeas
alimentadas com dieta de cafeteria. Coloragdao representativa com Oil Red O
contracorado com hematoxilina.
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Figura 24. Efeito da suplementacdo com caseina da raiz da aorta de ratos machos
alimentados com dieta de cafeteria. Coloragdao representativa com Oil Red O
contracorado com hematoxilina.

Fonte: O autor
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Figura 25. Efeito da suplementagdao com caseina da raiz da aorta de ratos fémeas
alimentadas com dieta de cafeteria. Coloragao representativa com Oil Red O
contracorado com hematoxilina.
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Os parametros ndo significativos podem ser devido ao curto periodo da dieta ou
devido as respostas diferentes entre os metabolismos dos animais, j& que mesmo realizando
experimentos em condi¢cdes laboratoriais e com animais da mesma linhagem, ainda assim
podem apresentar respostas diferentes.

No entanto, um numero consideravel de estudos nos altimos 15 anos demonstrou um
forte 'paradoxo da obesidade'. Esse paradoxo sugere que, apesar dos efeitos adversos que a
obesidade tem sobre os fatores de risco associados a doengas cardiovasculares e muitas outras
doencas cronicas, os pacientes com doencas cardiovasculares e sobrepeso ou obesidade
geralmente tém um progndstico melhor do que o0s pacientes magros (baixo peso e também os
pacientes com ' IMC normal) com diagndsticos semelhantes (LAVIE et al., 2009; LAVIE et
al., 2013; LAVIE et al., 2014).
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6. CONCLUSOES

Ficou comprovada a eficiéncia da dieta de cafeteria na indugdo a obesidade. Ao
induzir dietas em animais, estes apresentam respostas relacionadas com a composicdo e
ingestdo da dieta, como também através do seu metabolismo, respondendo de formas distintas
dependendo do tempo de inducgdo da dieta realizada.

A caseina em animais exerceu efeito estatisticamente significativo sobre o ganho de
peso, indice de adiposidade e quantidade de tecido adiposo, na enzima TGP e no teste de
tolerancia a glicose. Portanto, estudos adicionais devem ser realizados em um maior periodo
para verificacdo de sua possivel agdo no aumento da saciedade, controle da massa corporal e
de taxas metabolicas e, assim, podendo servir como recurso nutricional importante para o

tratamento e prevencdo de doencas metabdlicas.
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