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RESUMO

A obesidade afeta um numero considerdvel de pessoas em todo o mundo e € caracterizada
pelo acimulo excessivo de tecido adiposo. A epidemia de obesidade parece ser o resultado de
mudangas nos alimentos, nos hédbitos alimentares e nos niveis de atividade fisica, sendo que a
obesidade € considerada um fator de risco importante para o desenvolvimento de doencgas
como o diabetes mellitus tipo 2. Recentemente, a distribui¢cdo de gordura corporal na regidao
intra-abdominal passou a ser mais importante para o entendimento das desordens metabdlicas
relacionadas a obesidade do que propriamente a deposi¢do geral de gordura corporal. Os
modelos animais sdo frequentemente utilizados para o estudo da obesidade e desordens
associadas, sendo que a dieta de cafeteria € um modelo animal que reproduz de forma
aproximada o padrdo alimentar observado em muitos paises e que estd associado com a
epidemia de obesidade. Para tratar a obesidade e suas complicacdes, modificacdes do padrdao
alimentar e a prética de exercicio fisico sd@o fortemente recomendadas. Assim, considerando
que a obesidade estd associada a modificacdes do estilo de vida e mudangas no padrdo
alimentar, o presente estudo testou a hipétese de que o quadro de obesidade e as alteracdes
metabodlicas produzidas pela dieta de cafeteria podem ser revertidas com a modificacdo
alimentar e/ou exercicio fisico. Foram utilizadas ratas com 21 dias de idade expostas
inicialmente ao experimento 1 que estudou o “Efeito da dieta de cafeteria desde o desmame
sobre a ingestdo alimentar, peso corporal, peso dos 6rgdos, pressdo arterial, ciclo estral,
concentracdes plasmaticas de insulina e glicose apds 26 semanas” enquanto o experimento 2
avaliou o “Efeito da modificagdo alimentar e/ou exercicio fisico por 8 semanas sobre os
desfechos produzidos pela dieta de cafeteria.” No experimento 1 os animais receberam dieta
de cafeteria ou racdo padrdo e dgua por 26 semanas. No experimento 2 alguns animais foram
mantidos no mesmo regime do experimento 1 por 34 semanas, enquanto outros animais foram
mantidos no mesmo regime do experimento 1 e submetidos ao exercicio ou a retirada da dieta
de cafeteria por 8 semanas. Os resultados mostraram que a dieta de cafeteria resultou em
menor ingestao de ra¢do padrao, ganho de peso corporal, aumento de tecido adiposo visceral e
do peso do figado e redugdo do peso ovariano, além de resisténcia insulinica apds 26 semanas
de intervencao, porém sem piora da regularidade do ciclo estral ou do comportamento sexual.
A retirada da dieta resultou em ingestao energética semelhante aos controles, além de reduzir
0 peso corporal, o peso do tecido adiposo visceral e o peso do figado. Adicionalmente, o
exercicio fisico foi capaz de aumentar a ingestdo de dgua e a ingestdo energética total, porém
sem afetar o peso corporal ou a massa de tecido adiposo, além de aumentar a sensibilidade a
insulina. Assim, o presente trabalho concluiu que a exposi¢do a alimentac¢do industrializada
provocou obesidade e alteracdes metabdlicas associadas e que a mudanga de alimentagao foi
suficiente para melhorar o padrao alimentar e os desfechos produzidos pela dieta de cafeteria
e que o exercicio foi capaz de aumentar a sensibilidade a insulina mesmo em ratos obesos
com um padrao alimentar contendo alimentos industrializados e de baixo valor nutricional.



ABSTRACT

Obesity affects a large number of people around the world and is characterized by excessive
accumulation of adipose tissue. The obesity epidemic appears to be the result of changes in
food, eating habits and levels of physical activity. The obesity is considered an important risk
factor for the development of diseases such as type 2 diabetes mellitus. Recently, body fat
distribution in intra-abdominal region has become more important for the understanding of
metabolic disorders related to obesity than actually the general distribution of body fat.
Animal models are often used for the study of obesity and associated disorders, and the
cafeteria diet is an animal model which reproduces the approximate feeding pattern observed
in many countries and is associated with the obesity epidemic. To treat obesity and its
complications, changes in dietary patterns and physical exercise are strongly recommended.
Thus, considering that obesity is associated with changes in lifestyle and changes in eating
patterns, this study tested the hypothesis that obesity and metabolic changes produced by the
cafeteria diet can be reversed with dietary modification or exercise. We used 21-day-old
female rats which were initially exposed to experiment 1, which studied the “Effect of
cafeteria diet from weaning on food intake, body weight, organ weight, blood pressure,
estrous cycle and plasma insulin and glucose level after 26 weeks” while the experiment 2
evaluated the "Effect of dietary modification and exercise for 8 weeks on the outcomes
produced by the cafeteria diet. Initially the animals were fed a cafeteria diet or chow and
water for 26 weeks. In the second experiment some animals were kept in the same scheme of
experiment 1 for 34 weeks, while other animals were kept in the same scheme of the
experiment 1 and submitted to exercise or withdrawal of the cafeteria diet for 8 weeks. The
results showed that the cafeteria diet resulted in chow intake reduction, weight gain, increased
visceral adipose tissue and liver weight, and reduced ovarian weight, besides insulin
resistance after 26 weeks of intervention, but with no worsening of the regular estrous cycle
or sexual behavior. The withdrawal of the cafeteria diet led to an energy intake similar to the
control group, besides reduced body weight, visceral adipose tissue and liver weight.
Additionally, exercise was able to increase the water intake and total energy intake, without
affecting body weight or adipose tissue mass, and improve insulin sensitivity. Thus, this study
found that exposure to industrialized food caused obesity and related metabolic disorders and
that the change of diet was sufficient to increase chow intake and the outcomes produced by
the cafeteria diet, and that exercise was able to increase insulin sensitivity even in obese rat

submitted to diet containing industrialized foods.
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1. INTRODUCAO

1.1 Obesidade

A obesidade € considerada uma doenca caracterizada pelo acimulo excessivo de
tecido adiposo (WHO, 2007), sendo que aproximadamente 1 bilhdo de pessoas no mundo
apresentam sobrepeso ou obesidade com altos indices de prevaléncia em paises ricos (Yach
et. al., 2006). Dados publicados recentemente pelo National Health and Nutrition Examination
Survey (NHANES) demonstraram que a prevaléncia de obesidade entre os adultos americanos
era de 31,1% entre 2003—2004 e passou para 33,3% no periodo 2005-2006 (Ogden et. al.,
2007), sendo que atualmente estima-se que 33,8% dos adultos americanos apresentem
obesidade (Flegal et al., 2010). Embora o nimero de casos de obesidade seja menor no Brasil,
a Pesquisa de Or¢camentos Familiares (POF) 2002-2003 demonstrou uma prevaléncia de 11%
de obesidade na populacdo acima de 20 anos em 2003 (IBGE, 2004). Dados mais recentes
apontam um aumento na prevaléncia, pois atualmente estima-se que 13,9% dos adultos
brasileiros apresentem obesidade (Brasil, 2010). Além de afetar um ndmero consideravel de
adultos, a obesidade tornou-se uma doencga que também atinge criancgas e adolescentes, sendo
que no periodo 2007-2008 dados apresentados pelo NHANES mostraram que 17,6% das
criancas e adolescentes de 2 a 19 anos estavam obesos nos Estados Unidos (Ogden et al.,
2010). Embora no Brasil a obesidade ainda ndo tenha alcancado o percentual americano, a
POF 2008-2009 apontou que 4,9% dos adolescentes entre 10 e 19 anos estavam obesos e
20,5% estavam com sobrepeso (IBGE, 2010). Em estudos epidemioldgicos e também na
pratica clinica, o contetido de tecido adiposo que caracteriza a obesidade pode ser avaliado de
forma indireta em individuos adultos por meio do Indice de Massa Corporal (IMC), um
indicador que utiliza o peso corporal em quilogramas dividido pelo quadrado da altura. Em
adultos, um IMC igual ou superior a 30 kg/m? caracteriza o individuo como obeso, podendo
ainda esta defini¢do ser subdividida em obesidade grau I (IMC>30 e <34.,9 kg/m?), grau II
(IMC> 35 e <39,9 kg/m?) e obesidade grau III (IMC>40kg/m?) (WHO, 1998). Por outro lado,
pessoas que apresentam um IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m? e dentro do intervalo de 25-29,9

kg/m? sdo considerados sauddveis e com sobrepeso, respectivamente (WHO, 1998).



1.2 Mudancas no estilo vida e Obesidade

O grande numero de casos de obesidade, principalmente nos Estados Unidos, parece
ser o resultado de mudangas nos alimentos, nos habitos alimentares e nos niveis de atividade
fisica. Nas ultimas décadas as avaliacoes de dados de ingestdo alimentar demonstraram que a
populacdo americana apresentou um aumento na ingestdo de energia (CDC, 2004; Putnam,
1999). Dados recentes apontam que desde 1970 a inddstria alimenticia vem realizando
modificagdes nos alimentos, resultando no aumento gradativo nos tamanhos das por¢des de
alimentos comercializados em supermercados, “fast-foods” e restaurantes (Young & Nestle,
2002). Esse aumento no tamanho das por¢cdes também foi acompanhado por um aumento no
consumo de alimentos e ingestdo energética em casa, restaurantes e “fast-foods” no mesmo
periodo (Nielsen et. al., 2002). Em estudos populacionais, a associacdo da densidade
energética da alimentacao, ou seja a quantidade de energia por grama de alimento, com o0 peso
corporal, mostrou que adultos de peso adequado reportam um consumo alimentar de menor
densidade energética comparados a individuos obesos (Ledikwe et. al., 2006), assim como a
densidade energética foi associada com o ganho de peso ao longo de um ano (Bes-Rastrollo
et. al., 2008). Alguns trabalhos propdem que a densidade energética dos alimentos pode
influenciar a ingestdo de energia (Stubs et. al., 2000).

A freqiiéncia de realizacdo das refeicdoes em “fast-foods” tem sido associada de forma
positiva com maiores niveis de IMC e do risco de ganho de peso em adultos (Schroder et al.,
2007; Pereira et. al., 2005). Em restaurantes “fast-food” e em outros locais fora de casa os
alimentos tendem a possuir maiores valores energéticos e maiores quantidades de lipideos do
que os alimentos consumidos em casa (Lin & Frazdo, 1999; Lin & Frazdo, 1997). Aqueles
que se alimentam em “fast-food” apresentam uma maior ingestdo de lipideos, gordura
saturada, carboidratos totais, carboidratos refinados (Bowman et. al., 2004; Paeratakul et. al.,
2003) e sodio (Paeratakul et. al., 2003) comparados aos que ndo frequentam “fast-food”.
Além disso, a alimentacdo em “fast-foods” é caracterizada por baixo consumo de frutas,
cereais e vegetais, assim como um alto consumo de carnes, batata frita, refrigerantes e bebidas
adocicadas (Bowman et. al., 2004; Paeratakul et. al., 2003; Schroder et al., 2007). A
proporcdo de gastos do or¢camento familiar com alimenta¢do fora de casa nos EUA passou de
34% em 1972 (Lin & Frazao, 1999) para 49% em 2004 (Stewart et. al., 2006). No mesmo
periodo nos EUA, os gastos em consumo somente em restaurantes ‘“fast-food” aumentaram de

21% para 38%, estimando-se que um em cada quatro norte americanos faz suas refeicdes em



restaurantes “fast-food” diariamente (Schlosser, 2001; USDA,2007). Em estudo que avaliou
os motivos pelos quais os frequentadores faziam suas refeicdes em restaurantes do tipo “fast-
food”, foram mencionadas como as principais razoes a rapidez com que os alimentos eram
feitos, o facil acesso ao estabelecimento e o sabor dos alimentos (Rydell et al., 2008). Neste
mesmo estudo, foi mencionado com menor frequencia que em “fast-food” existiam opg¢des de
alimentos sauddveis e que estes espacos eram locais de diversdo e entretenimento (Rydell et
al., 2008).

A avaliacdo dos dados de ingestdo de bebidas pela populagdo americana de 1977 até
2001 mostrou que ao longo dos anos o refrigerante passou a ser a bebida que mais contribuiu
para a ingestdo energética didria total (Nielsen & Popkin, 2004). Em 1977, o consumo de
refrigerante representava 2,8% da ingestdo energética didria total, enquanto que em 2001
representou 7%. Na anélise prospectiva das participantes do Nurses’ Health Study II, o ganho
de peso corporal foi maior entre as mulheres que aumentaram seu consumo para um ou mais
de um copo por dia de refrigerante (Schulze et. al., 2004). Além de estar associado ao ganho
de peso e ingestao de energia, o consumo de refrigerante também parece estar associado com
mudancas nas escolhas alimentares, pois foi associado de forma positiva com a ingestao de
alimentos industrializados e de forma negativa com a ingestdo de frutas, vegetais, graos,
peixes e frutos do mar, arroz, ovos e batata (Yamada et. al., 2008). Alguns autores sugerem
que a epidemia de obesidade observada principalmente nos Estados Unidos pode ter sido o
resultado do aumento do consumo de refrigerante (Malik et. al, 2010).

Além disso, as modificacdes na sociedade moderna que tiveram inicio na metade do
século 20 parecem contribuir para os menores niveis de atividade fisica e o comportamento
sedentdrio. Em andlises retrospectivas, ficou claro que atualmente existem mais carros do que
motoristas licenciados nos Estados Unidos (Brownson et. al., 2005). No mesmo estudo, 86%
dos percursos urbanos foram realizados de carro, enquanto que apenas 8,6% dos percursos
foram realizados a pé. Recentes estimativas populacionais reportam que criangas e adultos
americanos despendem em média 54,9% do seu tempo em atividades sedentdrias (Matthews
et. al., 2008). Os comportamentos sedentdrios parecem estar associados ao desenvolvimento
de sobrepeso e obesidade. Em criangcas de 7 a 11 anos, o héabito de assistir televisdo e jogar
videogame aumentou o risco de futuramente apresentar sobrepeso (17% a 44%) ou de se
tornar obeso (10% a 61%) (Tremblay & Willms, 2003). A andlise prospectiva das
participantes do estudo Nurse’s Health Study mostrou que o aumento em 2 horas por dia no
tempo assistindo televisdo aumentou em 23% o risco de desenvolver obesidade em mulheres

(Hu et al., 2003). O termo sedentdrio (do Latim sedere, “sentar”) € usado para caracterizar os



comportamentos nos quais o gasto de energia € baixo, ou seja, aqueles que variam de 1-1,5
unidade de equivalente metabdlico (MET), sendo 1 MET o gasto energético de repouso ou o
consumo de oxigénio de 3,5mL/kg/min (Pate et. al., 2008). Atividades como a corrida
correspondem a 8 MET, enquanto a caminhada corresponde a 3-4 MET e o ato de assistir
televisdo, permanecer sentado ou dirigindo correspondem a menos de 1,5 MET (Owen et. al.,
2000; Pate et. al., 2008).

O aumento da ingestdo de energia parece contribuir de forma importante para o
aumento de peso corporal e o desenvolvimento do sobrepeso e a obesidade, pois foi
demonstrado que o aumento da ingestdo de energia nos EUA, dos anos de 1970 a 2000, foi
semelhante ao aumento de peso previsto em criancas e adultos baseado na ingestdao energética
(Swinburn et. al., 2009). Nesse estudo,por exemplo, o aumento de peso corporal previsto
baseado no aumento da ingestdo alimentar foi de 4 kg, o que correspondeu exatamente ao
aumento de peso observado em criangas. Para adultos, o ganho de peso no mesmo periodo foi
de 8,6 kg, enquanto o ganho de peso previsto a partir do aumento da ingestao de energia foi
de 10,8 kg (Swinburn et. al., 2009). No Reino Unido, em estimativas semelhantes concluiu-se
que os aumentos da ingestdo de energia no periodo de 1986-2000 foram suficientes para
explicar o ganho de peso que ocorreu em mulheres adultas no mesmo espaco de tempo
(Scarborough et. al., 2010). Em animais, estdi bem documentado que a elevada ingestdo de
energia resulta em aumento do peso corporal (Shafat et al.,2009) com um aumento importante
do aumento da massa de tecido adiposo visceral (Sampey et al.,2011). O aumento da massa de
tecido adiposo parece ser o resultado de uma hipertrofia nos adipécitos como consequencia do
aumento da deposicdo de triglicerideos (Guilherme et. al., 2008), pois sob condi¢des de
elevada ingestdo de energia, humanos e camundongos apresentam um aumento na expressao
de enzimas que estdo envolvidas na sintese de TG nos adipécitos, mantendo assim a alta
capacidade para estocar o excesso de TG nestas células (Christianson et. al., 2008; Frayn et.

al., 1994).

A ingestdo de alimentos ricos em sddio parece estar associada com niveis elevados de
pressdo arterial. Os resultados do estudo INTERSALT, um estudo epidemiolégico global que
avaliou as relagdes entre a ingestdo/excrecdo de sédio e pressdo arterial (PA), mostraram
haver associa¢do entre o aumento da ingestdo de sédio e aumento de PA (Stamler, 1997;
Stamler et. al., 1989). Em um ensaio clinico randomizado que empregou uma alimentacao
com baixa quantidade de sédio e uma com elevada quantidade de s6dio por 6 semanas em

individuos normotensos, foram observados aumentos significativos na PA central medida na



cardtida (Starmans-Kool et. al., 2011). Experimentalmente, a ingestdo de s6dio aumentada
causou aumento significativo na PA de ratos usados como modelo animal de diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) (Matsumoto et. al., 2009). Além da implicagdo sobre a PA, a ingestdo de so6dio
elevada também parece estar relacionada com outras doencas como aterosclerose, acidente
vascular cerebral, doenca renal e osteoporose (MacGregor & De Wardener, 1998; Devine et.
al., 1995; Woolfson & De Wardener,1996). O aumento da ingestdo de sodio pode afetar os
niveis de pressdo arterial pelo aumento do volume extracelular, causando aumento da
contratilidade cardiaca e vasoconstricdo (Rodriguez-Iturbe, 2007). Parte desde efeito ¢é
resultado da liberagdo de componentes enddgenos semelhantes a uobaina (EO) que
parcialmente inibem a Na/K-ATPase, levando a pequenos aumentos nas concentragdes de Na*
citosélico e afetando o trocador Na*/ Ca?*, permitindo um ganho citosélico de Ca2". Como

resultado, pode ocorrer maior contratilidade cardiaca e vasoconstricdo dos vasos de

resisténcia aumentando assim a PA (Blaustein et. al., 2006).

O consumo de gordura saturada parece representar um problema para o sistema
cardiocirculatério em humanos, pois foi associado positivamente com o desenvolvimento de
doenca coronariana em homens residentes na ilha havaiana de Honolulu, durante um periodo
de 10 anos de acompanhamento (McGee et. al., 1984). Em estudo prospectivo que avaliou
42.504 homens, a ingestdo de gordura total e de gordura saturada foi associada também com
um maior risco de desenvolvimento de DM2 (van Dam et. al., 2002). Porém, enfoques mais
especificos tém avaliado a participacao de classes de dcidos graxos saturados sobre desfechos
metabolicos ao invés da ingestdo de gordura total ou saturada. Especificamente, dcidos graxos
saturados com 12-16 atomos de carbono tendem a aumentar as concentracdes plasmaticas de
colesterol total (CT) e as concentracdes plasmdticas de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) (Kris-Etherton & Yu, 1997)

A ingestao de carboidratos refinados e de elevado indice glicémico representa uma
caracteristica da alimentacdo moderna em humanos, a qual se associa de forma importante a
prevaléncia de DM2. Em estudo conduzido durante o periodo de 1909 a 1997 nos EUA, o
aumento da ingestdo de carboidratos refinados, principalmente pelo aumento da ingestdo
alimentar de xarope de milho com alta concentracio de frutose (inglés: “High Fructose Corn
Syrup (HFCS™)), foi associado com o aumento na prevaléncia de casos de DM2 (Gross et. al.,
2004). Em mulheres japonesas, a avaliacdo do indice glicémico da alimenta¢do, uma forma
proposta de caracterizar os carboidratos contidos nos alimento em relacdo a resposta

glicémica que produzem (Foster-Powell & Miller, 1995), mostrou que a ingestdo de uma



alimentacdo de alto indice glicémico estd associada ao maior risco de morte por acidente
cerebral vascular no periodo de 1992-1999 (Oba et. al., 2010). Em ratos, a ingestdo de soluc@o
contendo sacarose, considerada um alimento de elevado indice glicémico, resultou em
hipertensdo, hiperinsulinemia e dislipidemia apds 21 semanas de ingestdo (Aguilera et. al.,

2004).

1.3 Doencas associadas a obesidade

O acumulo excessivo de tecido adiposo que caracteriza a obesidade é considerado um
fator de risco importante para o desenvolvimento de doengas como o diabetes mellitus tipo 2
(DM2) (Chan et. al.,1994; Colditz et. al., 1995) e também para a piora da fun¢do reprodutiva
em mulheres (Pasquali et. al., 2003). Alteracdes no perfil lipidico, como aumento dos
triglicerideos plasmaticos (TG), diminui¢cdo das concentragdes de lipoporoteinas de alta-
densidade (HDL) e aumento das concentragdes plasmdticas de lipoproteinas de baixa-
densidade (LDL), também estdo associadas com a obesidade (Franssen et. al., 2008). Estudos
longitudinais apontam que o ganho de peso também estd associado com aumentos de pressao
arterial sistdlica (PAS) e a incidéncia de hipertensdo arterial sistétmica (HAS). No
Framingham Heart Study, um ganho de peso de 5% foi associado com um aumento de 20-
30% na incidéncia de HAS (Vassan, 2001). No estudo Harvard Male Alumni, um aumento de
peso de 11 quilos foi associado com um aumento de 60% de casos de HAS (Paffenbarger,
1983). Além de estar associada ao surgimento de doencas, a obesidade esta relacionada com o
excesso de mortalidade decorrente de doengas cardiovasculares (DCV), canceres,
principalmente cancer de cdlon, mama, esofago, utero, ovdrios, rins e pancreas, DM2 e
doenca renal (Flegal et al., 2007). Recentemente, a presenca de obesidade central ou IMC >30
kg/m? como condi¢@o essencial, e dois ou mais dos seguintes critérios: hipertrigliceridemia,
HDL-C baixo, HAS e glicemia de jejum alterada ou diagnéstico prévio de DM2, tem sido
caracterizada como sindrome metabdlica, um fator de risco para doengas cardiovasculares,
DM2 (Alberti et. al, 2006) e esteatose hepdtica ndo alcodlica (Watanabe et. al., 2008).

A incidéncia global de DM2 esta estimada em 350 milhdes de casos para 2030, sendo
que em 2007 os gastos com o manejo da doenga nos EUA foi de 174 bilhdes de ddlares (Wild
et. al., 2004; ADA, 2010). Dois eventos criticos no curso do desenvolvimento do DM?2 estdo

relacionados com a obesidade. O primeiro deles é a resisténcia insulinica, a qual se



correlaciona ao peso corporal tanto em humanos quanto animais, uma vez que a perda de peso
e o ganho de peso estdo associados com a diminui¢do e o aumento da resisténcia a insulina,
respectivamente (Sims et. al., 1973; Freidenberg et. al., 1988). Parte da resisténcia insulinica
observada na obesidade parece ser o resultado da menor captacdo de glicose nos adipdcitos
(Garcia-Diaz et al., 2011), assim como no miusculo esquelético (Sims et. al., 1973;
Freidenberg et. al., 1988). Em individuos com resisténcia a insulina que ainda ndo
progrediram para o DM2, manutencdo das concentragdes plasmaticas de glicose de jejum
dentro das faixas normais € obtida por um aumento compensatério na secre¢ao de insulina
pelas células B-pancredticas, o que parece contribuir para a faléncia da glandula e para o
estabelecimento do quadro de DM2 (Kahn, 2003; Butler et. al., 2003; Rhodes, 2005). Em
individuos com DM2, o quadro clinico parece se estabelecer quando as células B-pancredticas
respondem de forma inadequada ao progressivo aumento da resisténcia a insulina que
tipicamente ocorre com o avangar da idade, a inatividade e o ganho de peso (Stumvoll et. al.,
2008).

O sobrepeso e a obesidade também parecem afetar a fungdo reprodutiva em mulheres,
pois um baixo peso (IMC < 18,5 kg/m?), assim como sobrepeso (IMC > 25 kg/m?) e
obesidade (IMC >30 kg/m?) estdo relacionados com um risco aumentado de infertilidade de
origem anovulatdria (Rich-Edwards et al., 2002). Mulheres com obesidade severa apresentam
maior frequencia de tratamentos para infertilidade e maior tempo de espera para engravidar do
que mulheres de peso normal, além de seus filhos terem um maior risco de serem criangas
obesas (Nohr et al., 2009). A sindrome dos ovarios policisticos (SOPC), caracterizada por
sintomas ginecoldgicos e enddcrinos, incluindo anovulagdo cronica e hiperandrogenismo (The
Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS consensus workshop group, 2004), é uma das
causas mais comuns de anovulacdo e infertilidade enddcrina (Galtier-Dereure et al.,1997).
Das mulheres que apresentam SOPC, aproximadamente 50% delas sdo obesas ou tém
sobrepeso (Pasquali et al.,1993), com a histéria de ganho de peso frequentemente precedendo
o inicio da oligomenorréia e do hiperandrogenismo. Em estudos de associacdo de varios
fatores, mulheres obesas sdo mais propensas a apresentarem irregularidades menstruais do
que mulheres de peso normal (Wei et al., 2009). Elas apresentam uma probabilidade de terem
ciclos menstruais irregulares duas vezes maior em um IMC <20kg/m? e em um IMC > 30
kg/m? do que mulheres que situam-se entre o IMC > 20 e < 25 kg/m?, sendo que o risco de
ciclos menstruais irregulares aumenta a partir do momento em que estas mulheres estdo com
sobrepeso (Wei et al.,2009). Esses ciclos irregulares incluem tanto ciclos menores que 21

dias, chamado de polimenorréia e ciclos maiores que 35 dias, chamado de oligomenorréia,



quanto uma diferenca maior que 15 dias entre ciclos mais longos e ciclos mais curtos (Wei et

al., 2009).

1.4 Obesidade e o tecido adiposo visceral

A caracterizacdo da obesidade por meio do IMC é um meio muito utilizado em
estudos epidemioldgicos e também na pratica clinica e reflete de forma geral a deposicao da
gordura corporal. Recentemente, a deposi¢do da gordura corporal na regido intra-abdominal
passou a ser mais importante para o entendimento das desordens metabdlicas relacionadas a
obesidade do que propriamente a deposi¢do geral de gordura corporal (Wang et. al., 2005;
Seidell et. al., 2001). Este tecido adiposo visceral localizado na regidao peritoneal representa
10-20% da gordura total em homens magros e obesos e 5-10% da gordura total em mulheres
magras ou obesas, sendo que a maior parte € formada pelo depdsito mesentérico e omental,
Por outro lado, o tecido adiposo subcutaneo representa aproximadamente 80% da massa
adiposa corporal (Lafontan & Girard, 2008).

O tecido adiposo é composto por um grande nimero de adipdcitos, mas em geral os
adipdcitos do tecido adiposo visceral sao menores do que os adipdcitos do tecido subcutineo,
tanto em homens como em mulheres, embora esta diferenca nio seja encontrada em homens
obesos, mas persiste em mulheres obesas. Além dos adip6citos maduros o tecido adiposo
visceral contém uma elevada populacdo heterogénea de células que constituem a fracdo
celular do estroma vascular do tecido adiposo (pré-adipdcitos, células endoteliais
microvasculares, mastdcitos, fibroblastos, leucdcitos, granuldcitos, células progenitoras de
origem da medula dssea e mondcitos/macréfagos), sendo que os macréfagos sdo mais
abundantes no tecido adiposo visceral que no tecido adiposo subcutaneo (Curat et. al., 2006;
Bornstein et. al., 2000; Curat et. al., 2006; Cancello et. al., 2006). Durante o desenvolvimento
da obesidade, o tecido adiposo sofre uma extensa remodelacdo celular que é dependente de
uma coordenada relagdo entre a hipertrofia, hiperplasia e angiogénese nos adipdcitos
(Hausman et. al., 2001; Smas & Sul, 1995; Rosen, 2002; Gregoire, 2001). Antigamente,
acreditava-se que o aumento da massa de tecido adiposo era atribuido exclusivamente a
hipertrofia dos adipdcitos, como resultado de um aumento das células adiposas pré-existentes
devido ao aumento do acimulo de TG resultante do balanco energético positivo (Hirsch &
Batchelor, 1975). Porém, sabe-se atualmente que a obesidade estd associada com o aumento

do nimero e tamanho dos adipdcitos (Hausman et. al., 2001), sendo que a hipertrofia



frequentemente precede a hiperplasia. Na hiperplasia, novas células adiposas sdo originadas a
partir de células precursoras chamadas de pré-adipdcitos (Hausman et. al., 2001), as quais
ap6s serem recrutadas e sofrerem proliferacdo, diferenciam-se e se tornam células adiposas
maduras funcionais (Fajas, 2003). Embora evidéncias obtidas a partir de linhagem murina de
células indiquem que a proliferagdo dos adipdcitos ocorre antes da diferenciacdo (Cornelius
et. al., 1994; Smyth et. al., 1993), estudos que utilizaram pré-adipdcitos humanos mostraram
que células parcialmente diferenciadas ainda s@o capazes de se replicar para formar novos
adipdcitos (Prins, 1997).

Atualmente, o tecido adiposo € reconhecido por ser um 6rgdo enddcrino que secreta
um numero considerdvel de moléculas as quais regulam uma série de processos fisioldgicos
incluindo homeostase energética (apetite, termogénese, comportamento alimentar), respostas
inflamatoérias, angiogénese, pressao arterial e fungdo reprodutiva (Trayhurn, 2005; Sethi &
Vidal-Puig, 2007). Entre esses produtos, estd o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a)
sintetizado como um mondmero transmembrana com peso molecular de 26-kDa (Kriegle et.
al., 1988) que apods sofrer clivagem proteolitica pela enzima conversora de TNF-o forma uma
molécula de TNF-a solivel com peso molecular de 17-kDa (Black et. al., 1997). Produzido
pelo tecido adiposo tanto nos adipdcitos como nas células da matriz tecidual (Weisberg et. al.,
2003, Fain et. al., 2004), o TNF-a provavelmente exibe efeito primariamente paricrino
(Mohamed-Ali et. al., 1997, Lofgren et. al., 2000), embora o tecido adiposo também contribua
para o pool circulante. Inicialmente, os adip6citos foram considerados a fonte predominante
de TNF-a do tecido adiposo, porém, estudos recentes mostraram que os pré-adipdcitos,
células endoteliais, células do miusculo liso, fibroblastos, leucécitos e macréfagos, os quais
estdo presentes no tecido adiposo, assim como na fracdo celular vascular do estroma do tecido
adiposo, podem produzir mais TNF-a que os adipdcitos (Fain et. al., 2004; Weisberget. al.,
2003). Estudos sobre a acao do TNF-alfa mediando a resisténcia a insulina em cultura de
células assim com em organismos intactos, t€ém demonstrado que o TNF-alfa induz a
resisténcia a insulina, a0 menos em parte, através da sua habilidade de inibir a sinalizacdo
intracelular do receptor de insulina (Feinstein et. al., 1993,Hotamisligil et. al., 1994). O
mecanismo molecular pelo qual o TNF-a contribui para a resisténcia insulinica envolve a
fosforilacdo excessiva da quinase regulada por sinal extracelular (ERK-1/2) e a da quinase c-
jun NH,-terminal (JNK), juntamente com o aumento da fosforilacdo da serina e diminui¢ao da
fosforilagdo da tirosina do substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1), além da inducdo do

fator de transcri¢do NF-«xf} (Cawthorn & Sethi, 2008).
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1.5 Modelos de obesidade em animais: Dieta de Cafeteria

O uso de modelos animais na pesquisa cientifica usualmente objetiva reproduzir
experimentalmente e de forma controlada uma série de doengas que acometem 0s seres
humanos, uma vez que estudos controlados e de longo prazo com humanos sdo dificeis de
serem realizados. Frente a grande prevaléncia de obesidade no mundo (Yach et. al., 2006), o
uso de modelos animais que reproduzem as caracteristicas de humanosobesos é de extrema
importancia tanto para elucidar os mecanismos fisiopatolégicos quanto para a busca de
tratamentos preventivos e curativos para a obesidade.

Em modelos animais de obesidade,a caracteristica comumente observada entre eles € o
aumento da ingestao energética pelo aumento da ingestao alimentar. Para causar esse aumento
na ingestdo alimentar, alguns modelos empregam a técnica de lesdo de areas hipotalamicas
envolvidas no controle da ingestao alimentar, como a regido ventromedial do hipotdlamo, por
meio de estimulacdo elétrica (Shimizu et. al., 2003) ou lesionam a regido ventromedial e o
nicleo arqueado hipotalamico por meio de aplicagdo intraperitoneal de glutamato
monossodico durante o periodo neonatal (Nakagawa et. al. 2000). De outra forma, outros
modelos de obesidade utilizam ratos que apresentam mutagdo genética no receptor de leptina,
conhecidos com “obese Zucker rats” que também apresentam hiperfagia e obesidade, além de
complicagdes metabdlicas como resisténcia insulinica (Aleixandre de Artifiano & Miguel
Castro, 2009). Outros modelos denominados de “high-fat diet” utilizam ra¢do modificada
contendo alta concentracao de lipideos e densidade energética aumentada comparada a ragdo
padrdo de biotério, resultando em animais obesos por maior ingestdo de energia (Kennedy et.
al., 2010). Entre todos os métodos de produzir obesidade em ratos, o modelo animal que
parece representar da forma mais fiel as causas da obesidade € o modelo de dieta de cafeteria,
o qual utiliza alimentos consumidos por humanos em adi¢do a racdo padrdo de biotério e
resulta em obesidade por aumento da ingestdo energética (Sclafani & Springer, 1976;
Rothwell & Stock, 1979), além de complicacdes metabdlicas como resisténcia insulinica
(Sampey et al.,2011).

A dieta de cafeteria consiste em um modelo animal de obesidade que reflete de forma
mais aproximada a variedade de alimentos altamente palativeis, densos em energia, ricos em
sodio e gordura saturada e pobres em fibras que prevalecem como padrio alimentar em
muitos paises e estdo associados com a epidemia de obesidade. Os alimentos empregados em

adi¢do a racdo padrdo de biotério no modelo animal de dieta de cafeteria variam entre os
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estudos, mas observa-se a utilizacdo de pao branco, queijo, chocolate, gordura animal, pipoca,
cubos de acucar, marmelada, salame, presunto, marshmallow, entre outros (Shafat et
al.,2009). Em relacdo ao nimero de alimentos utilizados, também existem variacdes entre os
experimentos, sendo que alguns autores descrevem o emprego de 2 itens alimentares
diferentes a cada dia dentro de uma relacdo de 10 possibilidades alimentares (Bailey et
al.,1986), enquanto outros oferecem 12 itens diariamente, sem nenhuma variagdo (Prats et al.,
1989).

A exposi¢do a dieta de cafeteria em animais pode ter inicio 7 dias apds o parto
(Dameto et. al.,1994), aos 21 dias de idade (idade normal de desmame) (Prats et. al., 1987) ou
quando adultos (Rothwell & Stock, 1979). Em geral, a duracdo do modelo de dieta de
cafeteria varia entre 3 e 8 semanas, embora duracdo maior que 5 meses tenha sido descrita
(De Schepper et. al., 1998). Entre as consequéncias do acesso ad libitum aos alimentos
hipercaldricos e ricos em carboidratos refinados e gordura saturada estdo um padrao alimentar
hiperfagico e hipercaldrico pelo maior consumo de gordura e carboidratos (Shafat et al.,2009),
ganho de peso corporal (Gianoti et al., 1988) e aumento excessivo da massa de tecido adiposo
(Scoaris et al.,, 2010). Alteragdes metabdlicas como intolerancia a glicose, resisténcia a

insulina e hiperinsulinemia sdo também observadas nos animais expostos aos alimentos

palatdveis (Sampey et al.,2011).

1.6 Tratamento da obesidade

A reducdo de aproximadamente 10% do peso corporal em individuos obesos e com
sobrepeso estd associada com a redugdo do risco de desenvolvimento de DCV (NHI, 1998) e
DM2 (Orzano & Scott, 2004). Porém, um dos maiores problemas enfrentado pelos individuos
engajados no tratamento da obesidade € o novo ganho de peso dentro de meses a anos apds 0
fim do tratamento (Kramer et al., 1989, Stunkard & McLaren-Hume, 1959, Weis et. al.,
2007). Geralmente, a maioria dos pacientes que perderam peso ao longo do tratamento com
mudancas do estilo de vida restabelecem 30 a 35% do peso perdido um ano apds o fim do
tratamento e praticamente todo o peso perdido dentro de 5 anos apds o fim do tratamento
(Wadden et al., 2004, Anderson et al., 2001, Jeffery et al., 2001). Entre as intervencdes mais
utilizadas para tratar e prevenir a obesidade e doencas associadas estdo as modificacoes

alimentares e a prdtica de exercicio fisico (Galani & Schneider, 2007).
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1.6.1 Modificacoes Alimentares

As contribuicdes relativas do aumento da ingestdo de energia e da reducdo da
atividade fisica para a obesidade tém sido amplamente debatidas (Prentice & Jebb 1995;
Cutler et. al., 2003; Philipson, 2001). Evidéncias cientificas indicam que todos os animais
adultos, incluindo os humanos, possuem sistemas bioldgicos que regulam a ingestao e o gasto
de energia para alcancar o equilibrio do balango energético e manter o peso corporal estavel
(Hill, 2006). No estado de repouso, a equacdo do balanco energético indica que a ingestao
energética se equilibra com o gasto de energia, resultando na manutencdo do peso corporal,
enquanto que um balango positivo tende a aumentar o peso corporal (Sorensen, 2009). Os
guias para o manejo da obesidade enfatizam a reducdo da ingestdo energética para promover
um balanco energético negativo e promover a perda de peso, assim como recomendam
discutir com o paciente possiveis mudancas no padrdo alimentar, enfatizando a reducdo da
ingestdo de alimentos densos em energia (incluindo alimentos contendo gordura animal,
alimentos ricos em lipideos, doces e refrigerante) e o aumento da ingestdo de alimentos de
baixa densidade energética (como graos integrais, cereais, frutas, vegetais e saladas), assim
como reduzir o consumo de “fast-foods” e dlcool (Logue et. al., 2010).

A implementacdo de modificagdes alimentares com ou sem redugdo da ingestio
energética em combinacdo com aumento do consumo de frutas, vegetais, nozes, graos
integrais € o aumento no consumo de 6leo de oliva, um padrao alimentar conhecido por dieta
do Mediterraneo, resultou em uma diminui¢ido significativa de peso corporal em sujeitos
obesos e com sobrepeso apds 2 anos de tratamento comparados a individuos que apenas
receberam aconselhamento sobre a dieta do Mediterraneo (Esposito et. al., 2011). Com base
na recomendacio da American Heart Association (Redman et. al., 2007), o déficit de energia
de 25% por meio de restricdo caldrica sem exercicio (reducao da ingestdo energética em 25%
da necessidade didria) e com exercicio (12,5% de reducdo da ingestdo de energia e 12,5% de
gasto energético pelo exercicio) por 6 meses foi capaz de reduzir de forma equivalente o
percentual de gordura corporal, o percentual de tecido adiposo visceral e do tecido adiposo
subcutineo. Outra abordagem alimentar conhecida como dieta Paleolitica que ndo preconiza a
restricdo da ingestdo energética, mas sim a ingestao ad libitum de alimentos tais como nozes,
vegetais, frutas, carnes magras, peixe e ovos também tem sido atualmente proposta como
forma efetiva de reduzir a ingestao energética, uma vez que tal pratica foi capaz de aumentar a

sensacdo de saciedade e promover menor ingestdo energética (Jonsson et. al., 2010), além de
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causar uma reducdo da circunferéncia da cintura (Lindeberg et. al., 2007), um indicador de
deposi¢do de gordura abdominal. Outros beneficios além da reducdo de peso corporal sdo
observados em individuos submetidos a modificacao da ingestdo alimentar, como reducao das
concentracdes plasmdticas de insulina, glicose, CT, e diminuicio da PA e aumento da
concentracdo plasmatica de adiponectina (Esposito et. al., 2011), conhecido fator de protecdo
contra aterosclerose e resisténcia insulinica (Bodary & Eitzman, 2006).

O novo ganho de peso, com o fim da restricdo caldrica a longo prazo € o principal
desafio das intervengdes que restringem a ingestdo de energia (Weiss et al., 2007). Essa
dificuldade em manter o peso perdido apds descontinuar a restricdo caldrica € atribuida aos
mecanismos compensatorios que diminuem o gasto energético de repouso e pela menor
atividade fisica durante a restricdo caldrica (Sullivan & Cameron, 2010). Diferentes
mecanismos compensatérios podem contribuir para situacdes onde ocorre restricdo de
energia. Camundongos com acesso restrito a 80% da ingestio energética habitual apresentam
diminui¢cdo dos niveis de atividade fisica, reducdo do gasto energético de repouso e reducdo
da deposicao de energia no tecido adiposo, apresentando peso corporal semelhante a animais
sem restricao de ingestao alimentar (Hambly & Speakman, 2005). Por outro lado, a queda nas
concentracdes plasmaticas de insulina e leptina durante a restri¢do caldrica (Maffei et. al.,
1995; Weigle et. al., 1997) estimulam a via neuronal orexigénica do neuropeptideo Y (NPY)/
proteina relacionada ao Agouti (AgRp) e inibem a via neuronal anorexigénica da pro-
opiomelanocortina (POMC), ambas localizadas no nicleo arqueado (ARC) hipotalamico. O
favorecimento da via orexigénica estimula a ingestdo alimentar e contribui para o
restabelecimento do peso perdido (Butler et. al., 2001;Chen et. al., 2000; Haynes et. al., 1999;
Murphy et. al., 1998; Thiele et. al., 1998).

1.6.2 Exercicio Fisico

O exercicio fisico € um habito sauddvel que confere beneficios positivos para aqueles
que o praticam regularmente (U.S. Department of Health and Human Services, 2008). Em
pacientes com cancer, por exemplo, o exercicio estd associado com menores niveis de
ansiedade e depressao (Faul et. al., 2011). Em pacientes com DM?2, o exercicio fisico parece
reduzir os niveis de PA (sistélica e diastdlica), glicemia de jejum e pods-prandial, perfil

lipidico (CT e TG) e proteina C-reativa (Jorge et. al., 2011). Na obesidade, a pratica de
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exercicio fisico € recomendada com o objetivo de aumentar o gasto de energia para gerar um
balanco energético negativo e auxiliar na perda e manutencdo do peso corporal (Jakicic et. al.,
2006), assim como para melhorar o perfil metabdlico. Um balanco energético negativo pode
ser alcancado pelo dispéndio de energia durante o exercicio, assim como pelo aumento do
gasto energético de repouso e do gasto com os processos de digestdo, absorcdo e
metabolizacdo dos alimentos (conhecido como efeito térmico do alimento) (Calles-Escandén
& Horton,1992). Alguns autores sugerem que em adultos sedentdrios o gasto energético de
repouso e o efeito térmico do alimento sdo relativamente constantes, contribuindo
aproximadamente para 60-70% e 10%, respectivamente, para o gasto energético didrio total
(Tataranni & Ravussin, 2002). Sendo assim, o gasto com o exercicio seria a por¢do do gasto
energético didrio total mais varidvel e possivel de ser influenciado para a reducdo do peso
corporal.

A outra forma possivel do exercicio fisico atuar sobre o balanco energético € por meio
da regulacdo da ingestdo de energia. Em estudo com regimes de exercicio de curta duracao (2-
5 dias) avaliando o efeito sobre o apetite, 19% dos participantes apresentaram aumento da
ingestdo de energia, 16% diminuiram a ingestdo de energia e 65% mantiveram a ingestao de
energia apds o exercicio (King et. al.,1997). Em modelos experimentais, o exercicio fisico
atenua o ganho de peso excessivo de animais submetidos a dietas ricas em gorduras (Wang et.
al., 2008; Medeiros et. al., 2011) pela reducdo na ingestdo alimentar em relacdo aos ratos
obesos que ndo praticaram exercicio fisico (Wang et. al., 2008). Entretanto, atualmente existe
um grande debate sobre os efeitos do exercicio em relagdo ao apetite, sendo que as evidéncias
até o momento apontam para individuos que sdo responsivos ao exercicio € possuem uma
regulacdo do apetite, enquanto outros sdo resistentes ao exercicio e compensam 0O gasto
energético do exercicio aumentando a ingestao de energia (Hopkins et. al., 2010).

Assim, a obesidade e as complicacdes metabdlicas associadas ao crescimento do
tecido adiposo parecem ser o resultado de profundas modificacdes nos hédbitos alimentares e o
reflexo de baixos niveis de atividade fisica, sendo que tanto em humanos quanto em animais
as melhores abordagens para o tratamento da obesidade e complica¢des associadas parecem

ser as modificagdes nos hédbitos alimentares e a pratica de exercicio fisico.
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2. HIPOTESE

Considerando que a obesidade estd associada a modificagdes do estilo de vida e
mudancas no padrdo alimentar, o presente estudo pretende testar a hipétese de que o quadro
de obesidade e as alteragdes metabdlicas produzidas pela dieta de cafeteria poderiam ser

revertidas com a modificacdo da alimentac@o e/ou com o exercicio fisico.

3. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da administracdo de dieta de cafeteria desde o desmame sobre a
ingestdao alimentar, peso corporal, peso dos Orgdos, pressdo arterial, regularidade do ciclo
estral, comportamento sexual, concentracdoes de glicose plasmadtica e insulina apds 26

s€manas.

Avaliar o efeito da modificacdo alimentar e/ou exercicio por 8 semanas sobre os

desfechos produzidos pela dieta de cafeteria.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento

Estudo experimental.

4.2 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar (n=79) com 21 dias de idade e recém desmamadas
provenientes do biotério central do Instituto de Ciéncias Bésicas da Sadde (ICBS) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sendo que o uso de animais nesta
idade foi devido ao dramético aumento da incidéncia de obesidade infantil e pelo fato de que
as alteracdes produzidas pela obesidade dependem da duragdo da exposi¢do a dieta. Os
animais foram mantidos em caixas com 4 animais em ambiente com ciclo claro-escuro (luzes
acesas as 07:00h e apagadas as 19:00h) e temperatura controlada (24-26 °C). Apds a
realizacdo dos experimentos, as carcacas foram devidamente embaladas em sacos de lixo
branco e encaminhadas para o biotério central para o descarte adequado. Todos os
procedimentos com os animais foram realizados de acordo com o Nacional Institute of Health
(NIH) “Guia para Cuidados e Uso de Animais de Laboratério” (NIH,1985). O projeto para a
realizacdo deste estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS, sendo

aprovado sob o nimero 200938.

4.3 Racao Padrao

A racdo padrao no presente estudo foi a ra¢do para ratos e camundongos Nuvilab CR-1

(NUVITAL, Brasil) com densidade energética de 2,95 kcal/g e com peso distribuido em 55%
de carboidratos, 22% de proteina e 4,5% de lipideos.
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4.4 Dieta de Cafeteria

O modelo da dieta de cafeteria foi reproduzido no presente estudo pela oferta de
alimentos industrializados adquiridos no comércio local e de forma adicional a ragao padrdo e
dgua. Os alimentos foram reunidos em 3 grupos alimentares (grupos A, B e C), sendo que
apenas um grupo alimentar foi ofertado por dia aos animais, com excecdo do refrigerante que
foi oferecido em todos os dias independentemente do grupo alimentar.Para cada grupo
alimentar (A, B e C), somente alimentos frescos foram utilizados. Os valores nutricionais de

cada alimento foram obtidos a partir dos rétulos ou do site dos fabricantes (Tabela 1).

Tabela 1. Grupos alimentares ofertados para os animais em dias alternados.

Grupo A
Alimento Qtd(g) kcal Carboidratos (g) Proteinas (g) Lipideos (g) Na (mg)
Racao Padrao 1,00 2,95 0,55 0,22 0,04 2,70
Salame (Majestade, Brasil) 1,00 3,38 0,00 0,32 0,24 12,48
Bisnaguinha Seven Boys (Seven Boys, Brasil) 1,00 2,95 0,53 0,09 0,04 4,70
Yokitos bolinha sabor queijo (Yoki, Brasil) 1,00 4,80 0,60 0,06 0,24 11,04
Deliket Jelly Bean (Dori Alimentos, Brasil) 1,00 3,80 0,95 0,00 0,00 0,20
Coca-Cola (Coca-Cola, Brasil) 1,00 0,43 0,11 0,00 0,00 0,05

Grupo B
Racao Padrao 1,00 295 0,55 0,22 0,04 2,70
Lingiiica Fininha defumada (Perdigfio, Brasil) 1,00 3,18 0,01 0,18 0,32 15,73
Bolo de chocolate (Nutrella, Brasil) 1,00 3,25 0,50 0,05 0,12 6,18
Biscoito Maizena (Isabela, Brasil) 1,00 4,30 0,73 0,07 0,12 4,33
Marshmallow (Fini, Brasil) 1,00 3,40 0,80 0,05 0,00 0,46
Coca-Cola (Coca-Cola, Brasil) 1,00 043 0,11 0,00 0,00 0,05

Grupo C
Racao Padrao 1,00 2,95 0,55 0,22 0,04 2,70
Presunto com capa de gordura (Sadia, Brasil) 1,00 1,55 0,00 0,17 0,09 8,33
Salgadinho Fritello (Pavioli, Brasil) 1,00 5,08 0,52 0,08 0,29 6,40
Biscoito Waffer de Chocolate (Bauducco, Brasil) 1,00 5,20 0,63 0,05 0,27 1,13
Bala de goma Gomets (Dori Alimentos, Brasil) 1,00 3,60 0,90 0,00 0,00 0,50
Coca-Cola (Coca-Cola, Brasil) 1,00 0,43 0,11 0,00 0,00 0,05

Dados obtidos dos rétulos dos produtos ou do site dos fabricantes.

4.5 Grupos Experimentais

4.5.1Experimento 1: Efeito da dieta de cafeteria desde o desmame sobre a ingestdo
alimentar, peso corporal, peso dos orgdos, pressdo arterial, regularidade do ciclo estral,

comportamento sexual, concentracoes de glicose plasmdtica e insulina apos 26 semanas.
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Os animais foram divididos em 2 grupos:

Grupo Controle (PAD, n=12): os animais receberam ra¢do padrido e dgua ad libitum por 26

s€émanas.

Grupo Dieta (CAF, n=12): os animais receberam dieta de cafeteria ad libitum em adi¢do a

racdo padrdo e dgua por 26 semanas.

4.5.2 Experimento 2: Efeito da modifica¢do alimentar e/ou exercicio por 8 semanas sobre os

desfechos produzidos pela dieta de cafeteria.

Os animais foram divididos em 5 grupos:

Grupo Controle-Controle-Sedentdrio (PAD-PAD-SED, n=12): os animais receberam ragdo
padrdo e dgua ad libitum por 8 semanas, apOs acesso prévio de 26 semanas a ragdo padrio e

agua ad libitum.

Grupo Dieta-Dieta-Sedentario (CAF-CAF-SED, n=12): os animais receberam dieta de
cafeteria ad libitum em adicdo a racdo padrdo e dgua por 8 semanas, apds acesso prévio ad

libitum de 26 semanas a dieta de cafeteria em adi¢do a ragdo padrdo e dgua.

Grupo Dieta-Modificacdo Alimentar-Sedentario (CAF-PAD-SED, n=12): os animais
receberam ra¢do padrdo e dgua ad libitum por 8 semanas, apds acesso prévio ad libitum de 26

semanas a dieta de cafeteria em adi¢do a racdo padrdo e dgua.

Grupo Dieta-Dieta+Exercicio (CAF-CAF+EX, n=12): os animais receberam dieta de cafeteria
ad libitum em adi¢do a ragdo padrdo e dgua e foram submetidos ao protocolo de exercicio
fisico por 8 semanas, apds acesso prévio ad libitum de 26 semanas a dieta de cafeteria em

adicdo a racdo padrdo e dgua.

Grupo Dieta-Modificacdo Alimentar+Exercicio (CAF-PAD+EX, n=12): os animais
receberam racdo padrio e dgua ad libitum e foram submetidos ao protocolo de exercicio fisico
por 8 semanas, apOs acesso prévio ad libitum de 26 semanas a dieta de cafeteria em adicdo a

racdo padrio e dgua.
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4.6 Avaliacao da ingestao alimentar

A avaliagdo da ingestdo alimentar foi realizada por meio da pesagem didria de cada
alimento. Para determinacdo do peso de cada alimento utilizou-se balanga semianalitica
(Shimadzu BL3200) e para determinacdo do volume de cada liquido utilizou-se uma proveta.
As quantidades de alimento ingerido pelos animais foram determinadas diminuindo-se do
peso ou volume colocado inicialmente o peso ou o volume restante apds 24 horas. A partir
dos dados de peso e volume ingeridos de cada alimento e das informagdes nutricionais
constantes nos rotulos dos produtos, foi possivel quantificar a ingestao energética total (kcal),
a ingestdo de carboidratos (g), a ingestdo de proteinas (g), a ingestdo de lipideos(g) e a
ingestdo de sédio (mg). Os dados didrios obtidos para cada alimento foram somados gerando
o consumo total por dia. Este consumo total por dia foi dividido pelo nimero de animais de
cada grupo, resultando na ingestdo por animal por dia. Posteriormente, os dados por animal
por dia foram agrupados por semana, gerando como resultado um consumo médio por animal

por dia por semana.

4.7 Peso Corporal

Os animais foram pesados em dias alternados em balanca semianalitica (Shimadzu
BL3200) e o peso representado em gramas. Os pesos obtidos foram avaliados como média de

peso corporal semanal em cada grupo.

4.8 Ciclo Estral

A partir do 70° dia, foi realizado diariamente entre 08:00 e 10:00 o esfregaco vaginal
das fémeas para a determinagdo das fases do ciclo estral por meio da caracteristica celular
observada. Nos animais do experimentol os ciclos estrais foram analisados no periodo da 7% a
26" semana, enquanto no experimento 2 os ciclos estrais foram analisados no periodo da 29* a

34* semana. Inicialmente, o epitélio vaginal da fémea foi “lavado” com auxilio de um conta-
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gotas contendo solucdo salina (NaCl 0,9%) e o material coletado foi analisado a fresco em
microscopio optico. O esfregaco foi classificado de acordo com as fases do ciclo, da seguinte
maneira: proestro quando ao microscépio havia predominancia de células epiteliais com
nicleo bem definido; estro, quando havia predominancia de células epiteliais cornificadas
sem nucleo; metaestro, quando havia uma mistura de células epiteliais cornificadas e
leucdcitos; diestro quando havia predominancia de leucdcitos (Long & Evans, 1922; Mandl,
1951). Foi determinado que um ciclo estral completo seria de um proestro até o préximo
proestro. Os dados obtidos foram utilizados para avaliagao da regularidade do ciclo estral
caracterizada pelo nimero de ciclos num determinado periodo, duracdo média do ciclo e a

duracdo média de cada fase dentro do ciclo.

4.9 Registro de Pressao Arterial

As mensuragdes da PAS foram realizadas pelo método indireto de pletismografia
caudal, utilizando-se o sistema Kent Scientific (RTBP 1001 Rat Taill Blood Pressure System
for rat and mice, Litchfield, USA) e o sistema de aquisicio de dados WinDaq versdo 2.46
(DATAQ Instruments, USA). Inicialmente, os animais foram levados para o ambiente
experimental e colocados em contensores de acrilico (Kant,USA). Apds, uma lampada
infravermelho foi direcionada para a cauda do animal por aproximadamente 15 minutos,
quando entdao uma bolsa pneumética e um transdutor de sinal foram colocados na cauda do
animal. Para a determinacdo da PAS, a bolsa pneumatica foi insuflada manualmente até 200
mmHg para obstruir o fluxo sanguineo na artéria caudal, sendo liberado gradualmente para o
retorno do fluxo. O nivel de pressao arterial sistdlica foi entdo definido como o primeiro sinal
de pulso apo6s a liberacao gradual do manguito, sendo detectado pelo software de aquisi¢ao de
dados. Durante 3 dias este procedimento foi repetido para aclimatacdo dos animais, sendo que
as medi¢des realizadas no 4° dia foram consideradas vélidas. Para a determinagdo da pressao
arterial sistOlica de cada animal, utilizou-se a média de 3-4 medidas no 4° dia ao final do

experimentol e do experimento2.
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4.10 Analise do comportamento sexual

O comportamento sexual foi avaliado nas fémeas durante a fase proestro do ciclo
estral para verificacdo da receptividade sexual. Foram selecionadas aquelas fémeas que
apresentaram um proestro dentro de até 10 dias apds o termino de cada experimento. Para
avaliacdo do comportamento sexual de cada fémea, inicialmente a rata foi colocada em uma
caixa de observacdao (70X70X35 cm) por 10 minutos para ambientacdo. Logo apds, um
macho sexualmente ativo foi colocado na caixa, iniciando-se imediatamente a sessdo de
registro do comportamento sexual. O experimento teve duracdo de 15 minutos e foi
conduzido durante o periodo escuro do ciclo claro/escuro, entre as 19:30 e as 21:00 h. O
registro do comportamento sexual de cada fémea foi realizado por meio da filmagem dos
animais com uma filmadora digital (Sony Dcr-sr45).

Os parametros comportamentais analisados foram o nimero de lordoses, que consistiu
no numero de vezes que a fémea elevou a parte traseira do dorso para o macho montar e o
nimero de montas, que foi o nimero de vezes que o macho usou as patas dianteiras para
agarrar a fémea pelos flancos. Com o auxilio do programa The Observer (Noldus Information
Technology, NED), o ntimero de lordoses de cada fémea e o nimero de montas do macho em
cada fémea foram quantificados. A divisdo do numero de lordoses pelo niimero de montas
gerou o indice de lordose, o qual mede a receptividade sexual da fémea (Sodersten & Hansen,

1977).

4.11 Coleta de Sangue

Ao final de cada experimento, apds 12-13 horas de jejum, os animais foram
submetidos a decapitacdo em uma guilhotina. O sangue foi coletado em tubos de ensaio
previamente heparinizados e centrifugados a 1609 x g por 15 minutos. Apds a centrifugagio,
o plasma foi separado em aliquotas e estocado a -80 °C até a realizacdo das andlises

bioquimicas.
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4.12 Retirada de 6rgaos

A retirada dos 6rgdos se deu imediatamente apds a decapitacdo.Foram retirados o
tecido adiposo visceral abdominal, o figado e os ovérios. Todos os 6rgdos foram pesados em

balanca semianalitica (Shimadzu BL.3200) para determina¢do do peso em gramas.

4.13 Modificacao Alimentar

A modifica¢do alimentar foi realizada em fémeas com 199 dias de vida que receberam
dieta de cafeteria desde o desmame. Esta modificacdo consistiu na retirada da dieta de
cafeteria na 26" semana, apds o longo periodo de exposicdo, permanecendo apenas a racdo

padrao e dgua ad libitum por 8 semanas.

4.14 Exercicio Fisico

A natagdo foi a modalidade de exercicio fisico utilizada no presente estudo e foram
utilizadas fémeas com 199 dias de vida. Para a realizacdo do experimento, lixeiras plasticas
com capacidade de 150 litros foram preenchidas com dgua suficiente para que os animais nao
conseguissem encostar a cauda no fundo do recipiente. A temperatura da dgua utilizada foi de
31-33°C, considerada adequada para ratos (McCardle, 1964). Os animais foram colocados em
numero de 4 por recipiente sem peso adicional anexado ao corpo.

O protocolo de natacdo teve duracdo de 8 semanas, consistindo de 4 semanas de
adaptacdo e 4 semanas de treinamento aerébio, sendo executado 5 vezes por semana durante o
ciclo claro (Melton et. al., 2000). O consumo de oxigénio de ratos nesta modalidade parece
ser 2,7 vezes o valor do consumo de oxigénio de repouso (McCardle, 1964), sendo
considerado um exercicio de intensidade moderada para ratos (Baker & Horvath 1964). Para a
adaptacdo dos animais, o primeiro dia de natacdo teve duragdo de 5 minutos, com acréscimo
de 5 minutos nos dias subseqiientes até atingir o tempo de 40 minutos, que permaneceu nesta

duracdo até o final da 3* semana. Na 4® semana de adaptacdo, a duracdo de cada sessdo de
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exercicio foi aumentada para 60 minutos por dia. Na 5% semana de exercicio fisico, a duragdo
de cada sess@o passou para 75 minutos e permaneceu assim até o final do protocolo de
natacdo. Apds a sessao de treinamento, os animais foram enxugados com toalhas e colocados

novamente nas caixas.

4.15 Dosagem plasmatica de Insulina

As concentracOes plasmadticas de insulina foram determinadas em duplicata pelo
método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) com reagentes especificos para
rato (Millipore, MO, USA) e com sensibilidade de deteccao de 0,2ng/mL. Para a andlise da
resisténcia a insulina, utilizou-se o indice do Modelo de Acesso Homeostatico-Resisténcia

Insulinica (HOMA-IR), por meio do célculo (Matthews et. al., 1985):

HOMA-IR: glicemia de jejum (mmol/L) x insulinemia de jejum (uU/mL)
22.5

4.16 Dosagem plasmatica de Glicose

As concentragdes plasmaticas de glicose foram determinadas pelo método
colorimétrico, utilizando-se reagente com sensibilidade de deteccdo de 0,32mg/dL (Glicose

PAP Liquiform, Labtest, Brasil).

4.17 Analise Estatistica

Os dados foram analisados com o auxilio do software estatistico GraphPad Prism 5.04
(GraphPad Software, CA, USA). Para comparacdio de uma varidvel entre dois grupos,

utilizou-se o teste estatistico t de Student. Para a avalia¢do dos efeitos do tempo e tratamento
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sobre determinada varidvel nos grupos e entre 0s grupos, assim como a interagdo entre tempo
e tratamento sobre a varidvel estudada, utilizou-se o teste de andlise de variancia (ANOVA)
de duas vias de medidas repetidas com pds-teste de Bonferroni. Para andlises onde se
comparou uma varidvel entre mais de um grupo, utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA)
de uma via com poés-teste de Student Newman-Keuls. Os dados foram apresentados como
média + erro padrao da média (E.P.M) e as diferencas entre os grupos foram consideradas

significativas quando P<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Experimento 1: Efeito da dieta de cafeteria desde o desmame sobre a ingestdo alimentar,
peso corporal, peso dos orgdos, pressao arterial, regularidade do ciclo estral,

comportamento sexual, concentracoes de glicose plasmdtica e insulina apos 26 semanas.

O experimento 1 teve duracdo de 26 semanas e foi conduzido com o grupo PAD
(animais recebendo racdo padrido e dgua) e um grupo CAF (dieta de cafeteria em adi¢do a
racdo padrdo e dgua) e teve inicio imediatamente apds o desmame dos animais. Na 267
semana de experimento a ingestao de racao padrao por animal por dia e a ingestao de d4gua por
animal por dia foram significativamente menores no grupo CAF comparadas ao grupo PAD
(p<0,05, Fig. 1.A e B, respectivamente). A ingestdo de liquidos totais (incluindo dgua e
refrigerante) por animal por dia e a ingestdo de sdédio por animal por dia foram
significativamente maiores no grupo CAF comparado ao grupo PAD (p<0,05, Fig. 1.C e
D,respectivamente). Para o grupo CAF, a principal fonte de sédio foram os sélidos palatdveis

que fizeram parte da dieta de cafeteria (Tabela 2).
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Fig. 1. A. Ingestdo de racdo padrdo por animal/dia, B.Ingestdo de dgua por animal/dia, C.Ingestdo liquida total por
animal/dia e D. Ingestdo de sédio por anima/dia na 26* semana de experimento. Os valores s3o média + E.P.M. PAD
(Controle, n=12) e CAF (Dieta, n=12). *P<0,05. Teste t Student. No grupo PAD liquido total é apenas dgua e no grupo
CAF liquido total é a soma de dgua e refrigerante.

Tabela 2.Contribuicéo de cada padrdo alimentar consumido para a quantidade de sédio total

(mg) ingerida por animal/dia na 26* semana de experimento em cada grupo.

Padrao Alimentar Consumido

Total de soédio

Racdo padréo Refrigerante Sélido palatavel
Grupo ingerido/dia
(ingestdo de sodio)  (ingestdo de s6dio)  (ingestdo de s6dio) (me)
mg
PAD 39,33 (mg) - - 39,33
CAF 8,68 (mg) 2,61 (mg) 69,68 (mg) 80,97

PAD (Controle); CAF (Cafeteria)

26
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A oferta da dieta de cafeteria em adicdo a racdo padrdo e 4gua causou um aumento
significativo na ingestdo de carboidratos e lipideos no grupo CAF quando comparado ao
grupo PAD (p< 0,05, Fig. 2 A e C, respectivamente). Em relac@o a ingestio protéica, a dieta
de cafeteria causou uma reducdo significativa na ingestdo de proteina no grupo CAF

comparada ao grupo PAD na 26* semana de experimento (p<0,05, Fig. 2 B).
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Fig. 2. A. Ingestdo de carboidratos por animal/dia, B. Ingestdo de proteinas por animal/dia e C. Ingestdo de lipideos por
animal/dia na 26* semana de experimento. Os valores sdo média + E.P.M. PAD (Controle, n=12) e CAF (Dieta, n=12).

*P<0,05. Teste t Student.

Na 26" semana de experimento a dieta de cafeteria em adi¢do a racdo padrio e dgua
causou um aumento significativo na ingestdo energética total e no peso corporal no grupo
CAF quando comparado ao grupo PAD (P< 0,05, Fig. 3. A e C, respectivamente) na 26"
semana de experimento. Contudo, a ingestdo de energia de alimentos sélidos (compostos
pelos valores energéticos da racdo padrdo e dos alimentos da dieta de cafeteria ingeridos,
menos o valor energético representado pela ingestdo de refrigerante) foi significativamente

menor no grupo CAF comparada ao grupo PAD (P<0,05, Fig. 3. B) na 26* semana.
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Fig. 3. A. Ingestdo energética total por animal/dia, B. Ingestdo energética de sélidos e C. Peso corporal na 26 semana de
experimento. Os valores sdo média + E.P.M. PAD (Controle, n=12) e CAF (Dieta, n=12). *P<0,05. Teste t Student.
Ingestao energética de sélidos foi a soma dos valores energéticos ingeridos a partir da ra¢do padrao e dos alimentos da dieta
de cafeteria menos o valor energético que resultou da ingestdo de refrigerante.

A evolucdo da ingestdo energética em ambos os grupos sofreu influéncia significativa
do tempo e do tipo de alimentacdo [F (25,300)=4,11, P<0,05], assim como somente do tipo
de alimentacido [F (1,300)=556,30; P<0,05) e somente do tempo [F (25,300)=17,41; P<0,05].
A exposicdo a dieta de cafeteria em adi¢do a racdo padrdo e dgua causou uma tendéncia a
maior ingestao energética total nos animais do grupo CAF comparado ao grupo PAD desde a
1* semana de experimento, sendo que a ingestdo de energia foi significativamente maior na 3%,
7* e 8* semanas de experimento (p<0,05, Fig. 4). Ainda mantendo uma ingestdo energética
sustentada, o grupo CAF voltou a apresentar uma ingestdo energética significativamente

maior na 10” semana que foi mantida até a 26* de experimento (p<0,05, Fig. 4).
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Fig. 4. Ingestdo energética total por animal/dia ao longo de 26 semanas de experimento. Os valores sdao média
+ E.P.M. PAD (Controle, n=12) e CAF (Dieta, n=12). *P<0,05. ANOVA de duas vias com pds-teste
Bonferroni.

A evolugdo da ingestdo energética de sélidos (alimentos da dieta de cafeteria sem
refrigerante e ragdo padrdo) sofreu influéncia significativa do tempo e do tipo de alimentacdo
[F (6,62)=2,271; P<0,05], assim como sofreu influéncia significativa somente do tipo de
alimentacdo [F (18,68)=290,7; P<0,05] e do tempo [F (38,98)=13,38; P<0,05].A ingestao
energética de sélidos do grupo CAF foi significativamente menor que o grupo PAD na 129,
14* (p<0,05, Fig. 5). A tendéncia a menor ingestdo de alimentos sélidos no grupo CAF
comparado ao grupo PAD, tornou-se significativamente menor na 10" semana e da 14*
semana a 24* semana de experimento (p>0,05, Fig. 5). Por outro lado, a ingestdo energética
de refrigerante teve um aumento sustentado desde a 1* semana de experimento (dados

referentes apenas a ingestdo do grupo CAF) (Fig. 6)
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Fig. 5. Ingestéo energética de sélidos por animal/dia ao longo de 26 semanas de experimento. Os valores sdo
média + E.P.M. PAD (Controle, n=12) e CAF (Dieta, n=12). *P<0,05. ANOVA de duas vias com pés-teste
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Fig. 6. Ingestao energética de refrigerante por animal/dia ao longo de 26 semanas de experimento no grupo CAF
(Dieta, n=12). Os valores sdo média + E.P.M.

A evolugdo do peso corporal sofreu influéncia significativa do tempo e do tipo de
alimentacdo [F (26,494)=23,14, P<0,05], assim como sofreu influéncia significativa somente
do tipo de alimentacdo [F (1,494)=7,899; P<0,05] e do tempo [F (26,494)=801,2; P<0,05]. O
peso corporal do grupo CAF apresentou um aumento sustentado em relacdo ao grupo PAD a

partir da 5% semana pds-desmame. A partir da 16" semana pos-desmame, o grupo CAF
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apresentou um peso corporal significativamente maior comparado ao grupo PAD (p<0,05,

Fig. 7).
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Fig. 7. Peso corporal semanal ao longo de 26 semanas de experimento. Os valores sdo média + E.P.M. PAD
(Controle, n=12) e CAF (Dieta, n=12).*P<0,05. ANOVA de duas vias com pés-teste Bonferroni.

Na 26 semana de experimento, o peso do tecido adiposo visceral abdominal e o peso
do figado foram significativamente maiores no grupo CAF comparado ao grupo PAD
(p<0,05, Fig.8.A e B). No mesmo periodo, o peso ovariano foi significativamente menor no

grupo CAF comparado ao grupo PAD (p<0,05, Fig.8.C).
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Fig. 8. A. Peso do tecido adiposo visceral abdominal, B. Peso do figado e C. Peso ovariano na 26" semana de experimento.
Os valores sdo média + E.P.M. PAD (Controle, n=12) e CAF (Dieta, n=12). *P<0,05. Teste t Student.

A ingestdo de dieta de cafeteria em adicdo a ragdo padrao e dgua causou um aumento

significativo na pressao arterial sistélica no grupo CAF comparado ao grupo PAD na 26*

semana de experimento (p<0,05, Fig.9)
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Fig. 9. Pressdo arterial sistdlica caudal na 26* semana de
experimento. Os valores sdo média + E.P.M. PAD
(Controle, n=12) e CAF (Dieta, n=12). *P<0,05. Test t

Student.
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No periodo da 7* até a 26* semana de experimento ndo houve diferenga entre os grupos
CAF e PAD na regularidade do ciclo estral quando avaliados os parametros de nimero de
ciclos estrais e duracdo média dos ciclos estrais (P>0,05, Fig.10. A e B). Em relacdo a
duracdo média das fases do ciclo estral, o grupo CAF apresentou uma duragao média da fase

de metaestro significativamente maior comparada ao grupo PAD (P<0,5, Fig. 10. C).
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Fig. 10. Regularidade do ciclo estral e Comportamento Sexual. A. Nimero de ciclos estrais, B. Duragdo média dos ciclos
estrais ¢ C. Duracdo média das fases do ciclo estral da 7% até a 26* semana de experimento. D. Comportamento sexual
avaliado pelo indice monta/lordose na noite do proestro. Os valores sdo média + E.P.M. PAD (Controle, n=12) e CAF
(Dieta, n=12). *P<0,05. Teste t Student.

A concentragdo plasmatica de glicose, apds jejum de 12-13 horas, ndo foi diferente
entre o grupo CAF e o grupo PAD na 26 semana de experimento (P>0,05, Fig. 11. A).
Porém, a oferta de dieta de cafeteria em adi¢do a racdo padrdo e dgua causou um aumento
significativo na concentracdo plasmatica de insulina de jejum no grupo CAF comparada ao
grupo PAD (P<0,05, Fig. 11. B). Da mesma forma, o HOMA-IR foi significativamente maior
no grupo Dieta comparado ao grupo Controle (P<0,05, Fig. 11. C).
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Fig. 11. A. Concentragdo plasmdtica de glicose apds jejum de 12-13 horas, B.Concentra¢io plasmdtica de insulina apds
jejum de 12-13 horas e C. Indice de resisténcia insulinica HOMA-IR na 26* semana de experimento. Os valores sdo média +
E.P.M. PAD (Controle, n=12) e CAF (Dieta, n=12). *P<0,05. Teste t Student.

5.2 Experimento 2: Efeito da modificacdo alimentar e/ou exercicio por 8 semanas sobre os

desfechos produzidos pela dieta de cafeteria.

O experimento 2 teve duracdo de 34 semanas e foi conduzido com o grupo PAD-PAD-
SED (Controle-Controle-Sedentdrio, animais que receberam racdo padrio e dgua ad libitum
por 8 semanas, apds acesso prévio de 26 semanas a racdo padrio e dgua ad libitum), grupo
CAF-CAF-SED (Dieta-Dieta-Sedentério, animais que receberam dieta de cafeteria ad libitum
em adicdo a rag@o padrdo e dgua por 8 semanas, apds acesso prévio ad libitum de 26 semanas
a dieta de cafeteria em adi¢do a racdo padrao e dgua), grupo CAF-PAD-SED (Dieta-
Modificacdo Alimentar-Sedentdrio, animais que receberam racdo padrdo e agua ad libitum
por 8 semanas,apOs acesso prévio ad libitum de 26 semanas a dieta de cafeteria em adicao a

racdo padrdo e dgua), grupo CAF-CAF+EX (Dieta-Dieta+Exercicio,animais que receberam
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dieta de cafeteria ad libitum em adicdo a racdo padrdo e 4dgua e foram submetidos ao
protocolo de exercicio fisico por 8 semanas, apds acesso prévio ad libitum de 26 semanas a
dieta de cafeteria em adicdo a ragdo padrdo e dgua) e o grupo CAF-PAD+EX(Dieta-
Modificacdo Alimentar+Exercicio, animais receberam racdo padrao e dgua ad libitum eforam
submetidos ao protocolo de exercicio fisico por 8 semanas, apds acesso prévio ad libitum de

26 semanas a dieta de cafeteria em adi¢ao a racdo padrdo e dgua).

A ingestdo de racdo por animal/dia foi significativamente maior no grupo CAF-
PAD+EX comparada aos demais grupos na 34 semana de experimento (P<0,05, Fig. 12. A).
Por outro lado, a ingestdo de racdo padrdo por animal/dia foi significativamente menor nos
grupos CAF-CAF-SED, CAF-PAD-SED e CAF-CAF+EX comparada ao grupo PAD-PAD-
SED no mesmo periodo (P<0,05, Fig. 12. A). A ingestdo de 4dgua por animal/dia na 34*
semana de experimento foi significativamente maior no grupo CAF-PAD+EX comparada aos
demais grupos (P< 0,05, Fig. 12. B). No mesmo periodo, a ingestdo de dgua por animal/dia
foi significativamente maior no grupo PAD-PAD-SE e no grupo CAF-PAD-SED comparada
a ingestao de dgua nos grupos CAF-CAF-SED e CAF-CAF+EX (Fig. 12. B). Porém, o grupo
CAF-CAF+EX apresentou uma ingestdo de dgua significativamente maior que o grupo CAF-
CAF-SED na 34" semana de experimento (P<0,05, Fig. 12. B).A ingestdo liquida total por
animal/dia foi significativamente maior nos grupo CAF-CAF+EX e CAF-CAF-SED
comparada aos demais grupos na 34* semana de experimento (P<0,05, Fig. 12.C). Além de
apresentar uma ingestdo de 4dgua maior que os demais grupos, o grupo CAF-CAF+EX
demonstrou uma ingestao liquida total significativamente maior que o grupo CAF-CAF-SED
(P<0,05, Fig. 12. C). Na comparacdo com o grupo PAD-PAD-SED e CAF-PAD-SED, o
grupo CAF-PAD+EX apresentou uma ingestdo liquida total significativamente maior na 34*
semana de experimento (P<0,05, Fig. 12. C). A ingestdo de sédio por animal/dia na 34"
semana de experimento foi significativamente maior nos grupos CAF-CAF-SED e CAF-
CAF+EX comparada aos demais grupos (P<0,05, Fig. 12. D), enquanto que o grupo CAF-
PAD+EX apresentou uma ingestdo de sddio significativamente maior que o grupo CAF-PAD-

SED na 34® semana de experimento (P<0,05, Fig. 12. D).
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Fig. 12. A. Ingestdo de ra¢do padrdo por animal/dia, B. Ingestdo de dgua por animal/dia, C. Ingestdo liquida total por
animal/dia e D. Ingestdo de s6dio por anima/dia na 34* semana de experimento. PAD-PAD-SED (Controle-Controle-
Sedentario,n=11), CAF-CAF-SED (Dieta-Dieta-Sedentario, n=10), CAF-PAD-SED (Dieta-Modificacio Alimentar-
Sedentario, n=12), CAF-CAF+EX (Dieta-Dieta+Exercicio, n=12) ¢ CAF-PAD+EX (Dieta-Modificaciao
Alimentar+Exercicio, n=11). ANOVA de uma via com pds teste Student Newman-Keuls. Os valores sdo média + E.P.M.
Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos com P<0,05. No grupo PAD-PAD-SED liquido total é apenas dgua e
no grupo CAF-CAF-SED liquido total € a soma da ingestéo de dgua e refrigerante.

A ingestdo de carboidrato por animal/dia na 34" semana de experimento foi
significativamente maior no grupo CAF-CAF+EX comparado aos grupos PAD-PAD-SED,
CAF-CAF-SED e CAF-PAD-SED (P<0,05, Fig. 13. A). Observou-se também que os grupos
CAF-PAD+EX e CAF-CAF-SED apresentaram uma ingestdo de carboidratos
significativamente maior comparada aos grupos PAD-PAD-SED e CAF-PAD-SED na 34*
semana de experimento (P<0,05, Fig. 13. A), os quais apresentaram a menor ingestdo de
carboidratos entre todos os grupos. A ingestdo de proteina por animal/dia na 34* semana de
experimento foi significativamente menor nos grupos CAF-CAF-SED e CAF-CAF+EX
comparada aos demais grupos (p<0,05, Fig. 13. A). Por outro lado, a ingestdo protéica foi
significativamente maior no grupo CAF-PAD+EX comparada aos demais grupos, enquanto a
ingestdo entre os grupos PAD-PAD-SED e CAF-PAD-SED foi igual na 34" semana de
experimento (P<0,05, Fig. 13. B). A ingestao de lipideos por animal/dia foi significativamente

maior nos grupo CAF-CAF-SED e CAF-CAF+EX comparada aos demais grupos na 34°
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semana de experimento (P<0,05, Fig. 13. A). Por outro lado, a ingestdo de lipideos por

animal/dia nos grupos PAD-PAD-SED, CAF-PAD-SED e CAF-PAD+EX foi semelhante ao
final do experimento (P>0,05, Fig. 13. C).
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Fig. 13. A. Ingestdo de carboidrato por animal/dia, B. Ingestdo de proteina por animal/dia e C. Ingestdo de lipideo por
animal/dia na 34* semana de experimento.PAD-PAD-SED (Controle-Controle-Sedentéirio,n=11), CAF-CAF-SED
(Dieta-Dieta-Sedentario, n=10), CAF-PAD-SED (Dieta-Modificacio Alimentar-Sedentario, n=12), CAF-CAF+EX
(Dieta-Dieta+Exercicio, n=12) e CAF-PAD+EX (Dieta-Modificacdo Alimentar+Exercicio, n=11). ANOVA de uma
via com pds teste Student Newman-Keuls. Os valores sdo média = E.P.M. Letras diferentes indicam diferenca entre os

grupos com P<0,05.

A ingestdo de energia por animal /dia na 34* semana de experimento foi
significativamente maior no grupo CAF-CAF+EX quando comparado aos demais grupos do
experimento (P<0,05, Fig. 14.A). Observou-se também que, nos grupos CAF-CAF+SED e
CAF-PAD+EX houve uma maior ingestdo de energia por animal/dia na 34* semana de
experimento quando comparado aos grupos PAD-PAD-SED e CAF-PAD-SED (P<0,05, Fig.
14.A), os quais apresentaram a menor ingestdo de energia por animal/dia no experimento.A

ingestdo energética de sOlidos por animal/dia na 34° semana de experimento foi
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significativamente maior no grupo CAF-PAD+EX em comparacdo aos demais grupos do
experimento (P<0,05, Fig. 14.B). Em paralelo, o grupo CAF-CAF-SED apresentou uma
ingestdo energética de sélidos significativamente menor que os grupos PAD-PAD-SED e
CAF-CAF-EX na 34* semana de experimento (P<0,05, Fig. 14.B). Por outro lado, a ingestao
de sdlidos foi semelhante entre os grupos PAD-PAD-SED, CAF-PAD-SED e CAF-CAF-EX
(P>0,05, Fig.14. B). O peso corporal ao final da 34" semana de experimento foi
significativamente maior nos grupos CAF-CAF+EX e CAF-CAF-SED comparado aos demais
grupos (P>0,05, Fig. 14. C). Entre os grupos PAD-PAD-SED, CAF-PAD-SED e CAF-
PAD+EX ndo foi observada diferenca significativa entre o peso corporal ao final do

experimento (P>0,05, Fig. 14. C).
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Fig. 14. A. Ingestdo de energia por animal/dia, B. Ingestdo energética de sélidos por animal/dia e C.Peso corporal na 34*
semana de experimento.PAD-PAD-SED (Controle-Controle-Sedentario,n=11), CAF-CAF-SED (Dieta-Dieta-
Sedentario, n=10), CAF-PAD-SED (Dieta-Modificacio Alimentar-Sedentario, n=12),CAF-CAF+EX (Dieta-
Dieta+Exercicio, n=12) ¢ CAF-PAD+EX (Dieta-Modificacdo Alimentar+Exercicio, n=11). ANOVA de uma via com
pos teste Student Newman-Keuls. Os valores sdo média + E.P.M. Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos com
P<0,05.

Na 34* semana de experimento o peso do tecido adiposo visceral foi

significativamente maior nos grupos CAF-CAF-SED e CAF-CAF+EX comparado aos demais
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grupos. Ja entre os grupos PAD-PAD-SED, CAF-PAD-SED E CAF-PAD+EX ndo houve
diferenga significativa em relacdo ao peso do tecido adiposo visceral na 34* semana de
experimento (P>0,05, Fig.15. A). O peso do figado na 34* semana foi significativamente
maior nos grupos CAF-CAF-SED e CAF-CAF-EX em comparacdo aos demais grupos
(P<0,05, Fig.16. B), sendo que ndo houve diferenca significativa em relacdo ao peso do
figado nos grupos PAD-PAD-SED, CAF-PAD-SED e CAF-PAD+EX (P>0,05, Fig.15. B). O
peso ovariano na 34* semana de experimento ndo apresentou diferenca significativa entre os

grupos experimentais (P< 0,05, Fig. 15. C).
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Fig. 15. A, Peso do tecido adiposo visceral,B.Peso do figado e C.Peso ovariano na 34* semana de experimento.PAD-
PAD-SED (Controle-Controle-Sedentario), CAF-CAF-SED (Dieta-Dieta-Sedentario), CAF-PAD-SED (Dieta-
Modificacdo Alimentar-Sedentario), CAF-CAF+EX (Dieta-Dieta+Exercicio,) ¢ CAF-PAD+EX (Dieta-Modificacio
Alimentar+Exercicio). ANOVA de uma via com pds teste Student Newman-Keuls. Os valores sdo média + E.P.M.
Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos com P>0,05. Tecido adiposo visceral (n=10-12); Figado (n=9-12);
Ovidrio (n=10-12).
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A pressdo arterial sistélica na 34* semana de experimento ndo foi significativamente

diferente entre os grupos experimentais (P>0,05, Fig. 16).
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Fig. 16. Pressio arterial sistélica caudal na 34* semana de experimento.PAD-PAD-SED (Controle-Controle-Sedentdrio,
n=10), CAF-CAF-SED (Dieta-Dieta-Sedentdrio, n=10), CAF-PAD-SED (Dieta-Modificacdo Alimentar-Sedentério, n=11),
CAF-CAF+EX (Dieta-Dieta+Exercicio, n=12) e CAF-PAD+EX (Dieta-Modificagdo Alimentar+Exercicio, n=11). ANOVA
de uma via. Os valores sdo média + E.P.M. Letras iguais indicam auséncia de diferenca significativa entre os grupos

experimentais com P>0,05.

A regularidade do ciclo estral da 29" até a 34" semana de experimento € o
comportamento sexual na 34* semana de experimento ndo apresentaram diferencas

significativas entre os grupos experimentais (Fig. 17. A-G).
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Fig. 17. Regularidade do ciclo estral e
Comportamento sexual. A. Numero de ciclos estrais
da 29* a 34° semana de experimento, B. Duragdo
média dos ciclos estrais, C.Duragdo média da fase
proestro, D. Duracdo média da fase estro, E.Duragéo
média da fase metaestro, F. Dura¢do média da fase
diestro. E. Indice monta/lordose na 34* semana de
experimento. PAD-PAD-SED (Controle-Controle-
Sedentario), CAF-CAF-SED (Dieta-Dieta-
Sedentdrio), CAF-PAD-SED (Dieta-Modificagdo
Alimentar-Sedentdrio), =~ CAF-CAF+EX  (Dieta-
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via. Os valores sdo média = E.P.M. Letras iguais
indicam auséncia de diferenga entre os grupos
experimentais com P>0,05.
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A concentragdo plasmatica de glicose apds jejum de 12-13 horas ndo diferiu
significativamente entre os grupos na 34* semana do experimento (P>0,05, Fig. 18. A).A
concentracdo plasmadtica de insulina de jejum na 34* semana do experimento foi
significativamente maior no grupo CAF-CAF-SED comparado aos demais grupos (P<0,05,
Fig. 18. B). Nao se verificou diferenca significativa entre os grupos PAD-PAD-SED, CAF-
PAD-SED, CAF-CAF+EX e CAF-PAD+EX na 34" semana de experimento (P>0,05, Fig. 18.
B). Na 34" semana de experimento o HOMA-IR foi significativamente maior no grupo CAF-
CAF-SED em comparacdo aos demais grupos (P<0,05, Fig. 18. C). Nao se verificou
diferencga significativa entre os grupos PAD-PAD-SED, CAF-PAD-SED, CAF-CAF+EX e
CAF-PAD+EX em relagdo ao HOMA-IR na 34" semana do experimento (P>0,05, Fig. 18. C).

1500 A 0.8, B b
1257 a a 07
= a a a = 067 a
T, 100 = — S
£ %o 0.54
E’ 754 \é’ 0.4- a a a
§ 50 = 031 I —T
& £ 02
257 0.1
0 0.0
< Q}S S & & S S S & &
LS SR S Q,V? SIS SRS A &
’, Ql Ql Q, Q, Q’ ’ 4
Qv c}. C}v c}’ c}’ va C}’ C}’ ()Y’ CJY.
ga C
64 b
&
2 4 a
=]
== a a a
24 —— — %
0 <
N Q N T N
B P
N T D
[ R A
ST S
] 19 < < o

Fig. 18. A. Concentracdo plasmdtica de glicose apds jejum de 12-13 horas, B. Concentrag¢do plasmdtica de insulina apds
jejum de 12-13 horas e C. Indice de resisténcia insulinica HOMA-IR na 34 semana de experimento. Os valores sdo média
+ E.P.M. PAD-PAD-SED (Controle-Controle-Sedentario), CAF-CAF-SED (Dieta-Dieta-Sedentario), CAF-PAD-SED
(Dieta-Modificagdo Alimentar-Sedentario), CAF-CAF+EX (Dieta-Dieta+Exercicio) e CAF-PAD+EX (Dieta-Modificacio
Alimentar+Exercicio). ANOVA de uma via com p6s teste StudentStudent Newman-Keuls. Os valores sdo média + E.P.M.
Letras diferentes indicam diferenca entre os grupos com P<0,05.
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6. DISCUSSAO

6.1 Experimento 1: Efeito da dieta de cafeteria desde o desmame sobre a ingestdo alimentar,
peso corporal, peso dos oJrgdos, pressao arterial, regularidade do ciclo estral,

comportamento sexual, concentracoes de glicose plasmdtica e insulina apos 26 semanas.

A aplicacdo da dieta de cafeteria em ratas Wistar desde o desmame em adicao a racao
padrdao e dgua por 26 semanas provocou uma drastica redu¢do tanto na ingestdo de ragdo
padrao quanto na ingestdo de dgua, enquanto a ingestdo de refrigerante foi extremamente
elevada. O acesso ad libitum aos alimentos solidos palataveis (alimentos da dieta de cafeteria)
resultou em maior ingestdo de sédio e num padrdo alimentar caracterizado por elevada
ingestdao de carboidratos e lipideos e baixa ingestdo de proteinas. Esses aumentos de ingestao
glicidica e lipidica levaram os animais expostos a dieta de cafeteria a manter uma ingestao
energética total elevada e sustentada desde o desmame, em parte devido a maior ingestao de
refrigerante que também causou uma redugio da ingestao de alimentos sélidos. Como reflexo
desse padrao alimentar rico em energia, os animais expostos a dieta de cafeteria apresentaram
maior peso corporal,aumento da massa de tecido adiposo visceral e maior peso do figado,
embora tenham apresentado uma reducdo do peso ovariano ao final do experimento. Esse
conjunto de obesidade e um padrao alimentar de baixo valor nutricional resultou em maiores
niveis de PAS, resisténcia insulinica e hiperinsulinemia, mas com concentragdes glicémicas
ainda adequadas. Contudo, o quadro apresentado pelos animais expostos a dieta de cafeteria

ndo influenciou a regularidade do ciclo estral das fémeas e o comportamento sexual.

A dieta de cafeteria provocou uma dréstica redugdo tanto na ingestdo de ra¢do padrio
quanto na ingestdo de dgua na 26 semana de experimento. Ao final do periodo experimental,
os animais submetidos a dieta de cafeteria diminuiram a ingestdo de racdo padrdo em
aproximadamente trés vezes e apresentaram uma ingestdo de dgua quase quatro vezes menor.
O acesso ad libitum aos alimentos s6lidos palatdveis (alimentos da dieta de cafeteria) acabou
resultando no dobro de ingestao de sddio, visto que as contribui¢des de sédio da ragdo padrao
e refrigerante foram minimas para a ingestdo de soédio total. A ingestdo de refrigerante
contribuiu para 3,7% da ingestdo de sédio total enquanto que o sédio contido nos sélidos

palatdveis contribuiu para 86% do sddio total ingerido. O padrio alimentar apresentado pelos
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animais expostos a dieta de cafeteria foi caracterizado por uma ingestdo elevada de
carboidratos e lipideos, porém baixa em proteinas na 26* semana de experimento. Esta
ingestdo de carboidratos foi qualitativamente composta por carboidratos refinados presentes
tanto no refrigerante quanto em alimentos sélidos palativeis, com uma pequena fragao
composta por carboidratos integrais presentes na racdo padrdo, enquanto que a elevada
ingestdo de lipideos foi qualitativamente representada por gordura saturada presente nos
alimentos solidos palatdveis. Esses aumentos de ingestdao glicidica e lipidica levaram os
animais expostos a dieta de cafeteria a manter uma ingestdo energética total elevada e
sustentada desde o desmame que prosseguiu até o final do experimento. No sentido oposto a
elevada ingestdo energética total, a ingestdo energética de solidos (energia proveniente de
alimentos sélidos da dieta de cafeteria e ragdo padrido sem refrigerante) mostrou uma
tendéncia a reducdo progressiva com o decorrer do experimento, sendo possivelmente o

reflexo do aumento sustentado da ingestdo de refrigerante que ocorreu em paralelo desde o

desmame.

Algumas questdes podem ser levantadas para explicar as modificagdes da ingestao
alimentar causada pela dieta de cafeteria no presente estudo. Primeiro, o presente estudo ndo
permite concluir se a ingestdo aumentada de refrigerante ou a ingestdo de alimentos sélidos
sao responsaveis pela reducdo da ingestdo de racdo padrdo, pois ambos foram oferecidos de
forma conjunta. Por outro lado, a redu¢do da ingestdo de alimentos sélidos (ragdo padrdo e
alimentos da dieta de cafeteria) provavelmente foi o reflexo da ingestdo de refrigerante, como
demonstrado pelos resultados de menor ingestdo energética de sélidos nos animais que
receberam dieta de cafeteria. Esse fato significa que se ndo houvesse refrigerante, a ingestao
energética de so6lidos dos animais da dieta de cafeteria seria maior. Assim, parece que a
ingestdo de refrigerante contribuiu de forma importante tanto para a redug¢do da ingestdo de
racdo padrdo quanto dos alimentos sélidos da dieta de cafeteria, além de aumentar a ingestao
energética total. Em alguns estudos, animais que foram submetidos a dieta de cafeteria sem
refrigerante tiveram uma reducdo da ingestdo de racdo padrio (Johnson & Kenny, 2010),
assim como animais submetidos a racdo padrio e refrigerante (Bukowiecki et. al., 1983) e
submetidos a ragao padrao, dgua e refrigerante, também reduziram a ingestao de racao padrdo
(Ogur et. al., 2007), sugerindo que no presente estudo tanto a ingestdo dos alimentos s6lidos
da dieta de cafeteria quanto a ingestdo de refrigerante possam ter influenciado a reducdo da

ingestdo de racdo padrao.
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A maior ingestdo de refrigerante parece ser o resultado de sua alta palatabilidade, ao
invés de ser o resultado de uma elevada ingestdo de s6dio, pois um grande consumo de
refrigerante foi observado em ratos consumindo racdo padrdo e dgua (Ogur et. al., 2007). A
preferéncia pela ingestao de refrigerante pode ter sido o resultado das caracteristicas quimicas
do refrigerante, conhecido por conter em sua composicao entre outras substincias, sacarose
ou xarope de milho com alta concentracdo de frutose (inglés: “High Fructose Corn Syrup”
(HFCS)), dependendo do pais de fabricagdo do refrigerante. A sacarose € um dissacarideo
altamente palatavel, que quando ingerida em solucdo é capaz de aumentar as concentracdes
extracelulares de dopamina no nucleo accumbens (NAc) de forma proporcional a quantidade
ingerida (Hajnal et. al., 2004). O NAc esta localizado no estriado ventral e pertence ao sistema
dopaminérgico mesolimbico, que é formado pelas projecdes de neurdnios dopaminérgicos
com origem na drea tegmental ventral para a por¢ao “shell” e “core” do NAc (Floresco,
2007). Essa via € um componente chave do sistema de recompensa encefalico, que consiste de
vias neuronais fortemente implicadas em mecanismos de recompensa e refor¢o das drogas de
abuso, assim como de comportamentos vitais, incluindo a ingestdo alimentar e o
comportamento sexual (Volkow & Wise, 2005). Supostamente, a redu¢do da ingestdo de
racdo padrao pode ter sido o resultado de alteragdes nos mecanismos de recompensa causados
pela dieta de cafeteria, pois ja foi demonstrado que a exposi¢do cronica a dieta de cafeteria
diminui a sensibilidade dos sistemas de recompensa encefdlico como resultado da menor
expressdo de receptores dopaminérgicos tipo 2 (DR2) no estriado ventral, com consequente
comportamento de ingestdo alimentar compulsivo, ganho de peso corporal e reducdo da
ingestdo de ragdo padrdo em ratos (Johnson & Kenny, 2010). Por outro lado, a ingestdo de
racdo padrao tem efeitos minimos sobre a liberacio de DA no NAc in vivo, quando
comparada com a ingestdo de uma racdo palativel (Sahr et. al., 2008). Esse apetite
exacerbado pelo refrigerante pode ter influenciado também a menor ingestdo protéica
observada nos animais submetidos a dieta de cafeteria por meio da reducdo da ingestdo de
alimentos sélidos, que eram as unicas fontes de proteinas disponiveis para os animais.
Reducdes na ingestdo de proteina ndo sdao normalmente observada sem animais expostos
somente a dieta de cafeteria sem refrigerante (Shafat et. al., 2009; Prats et. al, 1987),
indicando que os efeitos da ingestdo de refrigerante sobre a ingestdo alimentar podem ser

maiores do que apenas produzir aumento da ingestdao de energia.

A maior ingestdo de energia influenciou de forma importante o peso corporal dos

animais submetidos a dieta de cafeteria desde o desmame, pois o peso corporal aumentou de
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forma sustentada com o decorrer do experimento a partir da 5* semana apés a introducao da
dieta de cafeteria e se manteve elevado até a 26* semana de experimento, quando os animais
apresentaram um peso corporal 20,7% maior que os animais controle. Esse aumento de peso
corporal sustentado em animais submetidos a dieta de cafeteria foi acompanhado pelo
aumento da massa de tecido adiposo visceral e do peso do figado, embora a dieta de cafeteria
tenha causado uma reducdo do peso ovariano ao final do experimento. Em animais, estd bem
documentado que a ingestdo aumentada de energia resulta em aumento do peso corporal
(Shafat et al.,2009) e aumento da massa de tecido adiposo visceral (Sampey et al.,2011). Em
humanos, o aumento da ingestdo de energia no Reino Unido entre 1986-2000 foi associado
com o ganho de peso em mulheres adultas no mesmo periodo (Scarborough et. al., 2010). Nos
momentos de abundancia de energia, como foi observado desde o desmame nos animais
submetidos a dieta de cafeteria, provavelmente ocorreu uma hipertrofia nos adipdcitos como
resultado do aumento da deposicao de triglicerideos (Guilherme et. al., 2008). Sob condi¢des
de elevada ingestdo de energia, humanos e camundongos apresentam um aumento na
expressao de enzimas que estdo envolvidas na sintese de TG nos adipdcitos, mantendo assim

a alta capacidade para estocar o excesso de TG (Christianson et. al., 2008; Frayn et. al., 1994).

Os animais tratados com dieta de cafeteria apresentaram um nivel de PAS superior em
relacdo aos animais controle na 26* semana de experimento. Esse aumento de PAS pode ser
explicado pela maior ingestdo de s6dio observada nos animais do grupo exposto a dieta de
cafeteria principalmente a custa da ingestdio de alimentos solidos palatdveis.
Experimentalmente, a ingestao elevada de sédio causou aumento significativo na PA de ratos
usados como modelo animal de DM2 (Matsumoto et. al., 2009). A ingestdo de alimentos ricos
em sddio estd associada com niveis elevados de pressdo arterial em humanos. No estudo
INTERSALT, um estudo epidemiolégico global que avaliou as relacdes entre a
ingestdo/excre¢ao de sdédio e pressdo arterial (PA), aumentos da ingestdo de sédio foram
associados a aumentos de PA (Stamler, 1997; Stamler et. al., 1989). No ensaio clinico
randomizado que empregou uma alimentagdo com baixa quantidade de s6dio e outra com
elevada quantidade de sodio por 6 semanas em individuos normotensos, foram observados
aumentos significativos na PA central medida na carétida nos individuos com maior ingestao
de sodio (Starmans-Kool et. al., 2011). Assim, é possivel que a maior ingestdo de sédio
observada em animais que consumiram alimentos sélidos palatdveis tenha contribuido para a

elevacao da PAS.
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A regularidade do ciclo estral das fémeas submetidas a dieta de cafeteria ndo foi
influenciada pela exposicdo a dieta de cafeteria no espaco de tempo avaliado no presente
estudo. Tanto o nimero de ciclos quanto a duragdo média do ciclo foram semelhantes entre os
grupos, com excecao da duracdo média de uma das fases do ciclo, onde a exposi¢do a dieta de
cafeteria provocou uma duragdo maior da fase de metaestro. Em ratas com obesidade induzida
por dieta com elevada quantidade de gordura, a duragdo média do ciclo estral aumentou
devido ao aumento da duragdo de fases diestro e proestro e estas fémeas apresentaram
alteracdes dos hormonios sexuais (Akamine et. al., 2010). No presente estudo, contudo, uma
andlise do perfil dos hormonios sexuais na tarde do proestro poderia ter sido uma forma mais
acurada de avaliar alteragdes hormonais decorrentes da obesidade em animais expostos a dieta
de cafeteria. Da mesma forma que a regularidade do ciclo estral, o comportamento sexual das

fémeas ndo foi afetado pela exposicao a dieta de cafeteria

Nos animais submetidos a dieta de cafeteria, as concentragdes plasméticas de glicose
de jejum foram mantidas em valores semelhantes aos animais controle, porém estes animais
apresentaram resisténcia insulinica e concentra¢des plasmaéticas de insulina de jejum elevadas
na 26* semana de experimento. Essa elevacdo na concentracdo plasmdtica de insulina de
jejum provavelmente foi um mecanismo compensatério encontrado pelo organismo para
manter concentracdes adequadas de glicose em um estado de menor sensibilidade a insulina,
como observado pelo maior HOMA-IR, uma medida indireta da resisténcia a insulina. Em
individuos com resisténcia a insulina que ainda ndo progrediram para o DM2, o controle das
concentracdes plasmaticas de glicose de jejum dentro das faixas normais € mantido por um
aumento compensatorio na secre¢do de insulina pelas células B-pancredticas, o que parece
contribuir para a faléncia da glandula e o estabelecimento do quadro de DM2 (Kahn, 2003;
Butler et. al., 2003; Rhodes, 2005). O aumento da massa de tecido adiposo visceral observado
nos animais tratados com dieta de cafeteria pode ter influenciado o aumento da resisténcia a
insulina, pois tanto em humanos quanto em animais a perda e o ganho de peso foram
correlacionados com a diminuicdo e o aumento da resisténcia a insulina no musculo
esquelético, respectivamente (Sims et. al., 1973; Freidenberg et. al., 1988). Atualmente, o
tecido adiposo visceral € reconhecido por ser um 6rgdo enddcrino que secreta um nimero
considerdvel de moléculas as quais regulam uma série de processos fisioldgicos incluindo a
homeostase energética (apetite, termogénese, comportamento alimentar), respostas
inflamatdrias, angiogénese, pressdo arterial e funcdo reprodutiva (Trayhurn, 2005; Sethi &

Vidal-Puig, 2007). Em cultura de células assim com em organismos intactos, o TNF-a
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secretado pelo tecido adiposo induziu resisténcia a insulina, a0 menos em parte, por inibir a
sinalizacdo intracelular do receptor de insulina (Feinstein et. al., 1993; Hotamisligil et. al.,
1994). Por outro lado, a ingestdo de alimentos de elevado indice glicémico, como o
refrigerante, estimulam a maior liberacdo de insulina no momento poés-prandial devido ao
aumento da glicemia (Jenkins et. al., 1987; Miller, 1994). Em ratos sauddveis, a
hiperinsulinemia produzida por meio de tratamento com insulina diminui a sensibilidade a
insulina no musculo esquelético (Cusin et. al., 1992). Assim, tanto o tecido adiposo quanto a
ingestdo de carboidratos refinados de alto indice glicémico podem ter contribuido para a

resisténcia insulinica observada nos animais submetidos a dieta de cafeteria.

O grande nimero de casos de obesidade, principalmente nos Estados Unidos, parece
ser o resultado de mudangas nos alimentos, nos habitos alimentares e nos niveis de atividade
fisica. Atualmente, um em cada quatro americanos realiza suas refeicdes em “fast-food”, um
habito alimentar relacionado com baixo consumo de frutas, cereais e vegetais, assim como um
alto consumo de carnes, batata frita, refrigerantes e bebidas adocicadas, tanto em adultos
quanto em criancas (Bowman et. al., 2004; Paeratakul et. al., 2003; Schroder et al., 2007). Nas
ultimas décadas, o consumo de refrigerante aumentou de forma considerdvel (Nielsen &
Popkin, 2004), sendo que seu consumo parece estar associado de forma positiva com a
ingestdo de alimentos industrializados e de forma negativa com a ingestao de frutas, vegetais,
graos, peixes e frutos do mar, arroz, ovos e batata (Yamada et. al., 2008). Individuos que
freqiientam “fast-food” apresentam maior ingestdo de soédio (Paeratakul et. al., 2003),
carboidratos refinados, gordura saturada (Bowman et. al., 2004; Paeratakul et. al., 2003) e
ingestdo energética didria total, comparados com aqueles que nao frequentam “fast-food” (Lin

& Frazao, 1999; Lin & Frazao, 1997).

As mudancas nos habitos alimentares parecem refletir sobre o peso corporal, uma vez
que o consumo em “fast-food” estd associado de forma positiva com maiores niveis de IMC e
risco de aumento de peso corporal em adultos (Schroder et al., 2007; Pereira et. al., 2005). O
livre acesso aos alimentos comercializados em ‘“fast-foods” causou aumentou de peso
corporal significativo em homens e mulheres, principalmente pelo aumento da deposicao de
massa adiposa na regido abdominal, além de aumento das concentragdes plasmadticas de
insulina e do HOMA-IR (Erlingsson et. al., 2009). Complica¢des como resisténcia insulinica
parecem estar associadas com o consumo de carboidratos refinados (Radhika et. al., 2009) e

gordura saturada (Anderson et. al., 2009), assim como pela a¢do dos produtos liberados pelo
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N

tecido adiposo que atuam no musculo esquelético aumentando a resisténcia a insulina

(Guilherme et. al., 2008).

6.2 Experimento 2: Efeito da modificacdo alimentar e/ou exercicio por 8 semanas sobre os

desfechos produzidos pela dieta de cafeteria.

A retirada da dieta de cafeteria por 8 semanas com substituicio por um método de
modificagdo alimentar resultou em ingestdo de racdo padrdo abaixo de um consumo controle,
porém a ingestdo de dgua e a ingestao de sédio foram adequadas. Da mesma forma, a ingestao
de carboidratos, proteinas e lipideos se apresentou favoravel, pois foi semelhante aos animais
controle, o que consequentemente levou os animais a ingestao energética capaz de manter um
peso corporal, uma massa de tecido adiposo visceral e peso de figado também adequado,
contrario ao que se observou em animais que permaneceram recebendo dieta de cafeteria. Em
relacdo ao peso ovariano ndao foram observadas mudangas significativas ao final do
experimento 2 entre animais recendo dieta de cafeteria e animais controle, contrdrio do que se
observou apds 26 semanas de tratamento. Neste caso € possivel que com o passar do tempo os
animais controles tenham sofrido reduc¢des naturais no peso ovariano, sendo semelhante aos
animais tratados com dieta de cafeteria ao final do experimento 2. Com relagdao a PA, também
ndo foi observada diferenca entre animais controles e tratados com dieta de cafeteria ao final
do experimento 2, provavelmente pela maior dispersio dos dados de PA nos animais
recebendo apenas dieta de cafeteria. Assim, no experimento 2 ndo foi possivel avaliar a
magnitude da retirada da dieta de cafeteria sobre o peso ovariano e PA. Com a retirada da
dieta de cafeteria por apenas 8 semanas, as concentracdes plasmadticas de insulina foram
semelhantes aos animais controle com a manutenc¢io de uma sensibilidade a insulina também
em um nivel controle, diferente do que tinha sido observado no experimento 1. Sendo assim, a
modificacdo alimentar durante 8 semanas por meio da retirada da dieta de cafeteria foi efetiva
em mudar tanto o padrdo alimentar quanto os desfechos produzidos pela dieta de cafeteria ao

longo de 26 semanas.

A modificacdo alimentar por meio da substitui¢do da dieta de cafeteria permitiu aos
animais terem acesso exclusivo a ra¢do padrdo, o que consequentemente causou um aumento

de consumo desse item alimentar em relacao ao que tinha sido observado apds 26 semanas de
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tratamento, embora no experimento 2 a ingestdo de racdo padrdo comparada aos animais
controle tenha sido ligeiramente inferior. Porém, esse fato ndo impediu os animais de
manterem uma ingestao de carboidratos, proteinas, lipideos e sédio adequada, indicando que a
retirada da dieta de cafeteria foi suficiente para causar um padrdo alimentar de melhor
qualidade nutricional. A ingestdo de racdo padrdo ligeiramente inferior observada com a
retirada da dieta de cafeteria, pode ter sido o resultado da menor palatabilidade da ragdo
padrao em comparagdo ao refrigerante e aos alimentos da dieta de cafeteria. A falta destes
alimentos pode ter provocado menor motivacdo para a ingestao de ra¢do padrao, mesmo apoés
8 semanas de substituicio da dieta de cafeteria. Esse fato tem sido observado em
experimentos que retiram a dieta de cafeteria apds acesso cronico € os animais passam entao a
ingerir apenas racdo padrdo. Nestes experimentos, 0os animais apresentam menor ingestao
energética quando expostos somente a racdo padrio, sendo que paralelamente eles possuem
limiares de recompensa encefélicos aumentados como os observados quando tinham acesso a
dieta de cafeteria (Johnson & Kenny, 2010). Assim, a manutencao de limiares de recompensa
aumentados pode influenciar a ingestdo de alimentos que ndo causam as mesmas sensagoes de

prazer provocadas pelos alimentos da dieta de cafeteria.

O novo padrio de ingestdo de energia com a modifica¢do alimentar proporcionou aos
animais a utilizacdo dos estoques de energia acumulados sob a forma de tecido adiposo
visceral ao longo da exposicdo a dieta de cafeteria, o que culminou em um peso de tecido
adiposo e do figado igual aos animais controles apés 8 semanas sem dieta de cafeteria. A
modificacdo alimentar com a retirada de alimentos palatdveis industrializados e a manutencao
do acesso a ragdo padrdo ad libitum mostrou que mesmo sendo obesos a ingestdo energética
dos animais ndo foi no sentido de manter o peso corporal alcancado devido ao consumo da
dieta de cafeteria. Esse fato contrasta com abordagens que restringem voluntariamente a
ingestdo alimentar, onde os animais diminuem o gasto energético de repouso na tentativa de
manter o peso corporal e aumentam a ingestdo energética apos o fim da restricdo alimentar.
Em humanos, um padrdo de ingestdo alimentar conhecido por dieta paleolitica preconiza a
ingestdo ad libitum de alimentos tais como nozes, vegetais, frutas, carnes magras, peixe e
ovos como forma efetiva de reduzir a ingestao energética, uma vez que tal pratica foi capaz de
aumentar a sensacdo de saciedade e promover menor ingestdo energética (Jonsson et. al.,

2010).

A melhora do padrio de secrec@o de insulina parece ter sido o resultado da diminuicao

da resisténcia a insulina observada por meio do HOMA-IR com a modificacdo alimentar. Essa
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diminui¢do da resisténcia insulinica por sua vez pode ter sido o reflexo tanto da reducdo do
tecido adiposo visceral quanto da qualidade nutricional da alimentacdo ingerida a partir da
retirada da dieta de cafeteria, pois com a redugdo do tecido adiposo visceral pode ter ocorrido
redugdo nas concentragdes plasmaticas de TNF-a, uma citocina secretada pelo tecido adiposo
que parece causar resisténcia a insulina, a0 menos em parte, por inibir a sinalizacdo
intracelular do receptor de insulina (Feinstein et. al., 1993; Hotamisligil et. al., 1994). Por
outro lado, a retirada de alimentos de elevado indice glicémico, como o refrigerante, e o
consumo de uma alimenta¢do contendo carboidratos complexos a partir da ragdo padrao,
provavelmente provocaram uma liberacao de insulina em niveis adequados no momento pds-

prandial em resposta as pequenas elevacoes da glicemia geradas pela ingestdo de carboidratos

com baixo indice glicémico.

A aplicagdo de exercicio fisico por 8 semanas associado a modificacdo alimentar
causou um aumento na ingestao de racdo padrdo, porém quando associado a dieta de cafeteria
o exercicio ndo exerceu efeito algum sobre a ingestdo de racdo padrao. De maneira oposta, o
exercicio fisico associado tanto a modificacio alimentar quanto a dieta de cafeteria aumentou
a ingestdo de dgua, porém associado a dieta de cafeteria também elevou ligeiramente a
ingestdo de refrigerante. Esse efeito do exercicio sobre a ingestdo de liquidos pode ter sido
uma tentativa do organismo de manter a osmolaridade plasmética dentro de valores
fisiolégicos, uma vez que o exercicio causa perda de dgua e aumenta a pressdo osmotica
extracelular ativando os mecanismos de sede e a busca pela ingestio de liquido. J4 em relac@o
a ingestao de sédio, animais submetidos a modifica¢do alimentar associada ao exercicio fisico
apresentaram um aumento na ingestdo de sddio que foi basicamente o reflexo da maior
ingestdo da racdo padrdo. A ingestdo de carboidratos foi influenciada pelo exercicio fisico
tanto associado a dieta de cafeteria quanto associado a modificagdo alimentar, pois foi
observado aumento da ingestdo desse macronutriente, enquanto que a ingestdo protéica
somente foi aumentada pelo exercicio associado a modificacdo alimentar, porém
independentemente do tipo de alimentacdo, a ingestdo lipidica ndo foi influenciada pelo

exercicio.

O aumento da ingestdo de carboidratos e proteinas provocado pelo exercicio fisico
associado a modificagdo alimentar, assim como o aumento da ingestdo de carboidratos
provocado pelo exercicio associado a dieta de cafeteria levou a um aumento da ingestao
energética, porém sem afetar o peso corporal, o peso do figado e o peso do tecido adiposo

visceral em ambos os casos. A questdo do aumento de energia causado pelo exercicio no
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presente estudo vai de encontro a alguns estudos que demonstram que o exercicio nao
aumenta a fome e a ingestdo energética (King et. al., 1997), assim como ratos obesos
ingerindo alimentacdo palatdvel reduzem a ingestdo alimentar em relacdo aos ratos obesos
que ndo praticaram exercicio fisico (Wang et. al., 2008). Nao foi possivel avaliar a magnitude
do efeito do exercicio independentemente do tipo de alimentacdo sobre o peso ovariano e a
PA, pois as alteragdes provocadas pela dieta de cafeteria na 26* semana nao foram observadas
ao final do experimento 2. Em relacdo ao peso ovariano € possivel que com o passar do tempo
os animais controles tenham sofrido reducdes naturais no peso ovariano, sendo semelhante
aos animais tratados com dieta de cafeteria ao final do experimento 2. Com relagdo a PA,
também ndo foi observada diferenca entre animais controles e tratados com dieta de cafeteria
ao final do experimento 2, provavelmente pela maior dispersdao dos dados de PA nos animais
recebendo apenas dieta de cafeteria. A regularidade do ciclo estral e o comportamento sexual
ndo se mostraram alterados pela dieta de cafeteria no experimento 2, assim como no
experimento 1, sendo assim, ndo foi possivel avaliar os efeitos do exercicio

independentemente do tipo alimentar sobre estes parametros.

Ao final de 8 semanas de exercicio fisico associado tanto a modificacdo alimentar
quanto a dieta de cafeteria, a sensibilidade a insulina avaliada por meio do HOMA-IR
mostrou melhoras importantes, assim como as concentragdes plasmaticas de insulina de
jejum. Essa reducdo nas concentracdes plasmadticas de insulina mediada pelo exercicio fisico
mesmo em animais submetidos a dieta de cafeteria foi provavelmente uma consequencia da
diminui¢do da resisténcia insulinica nos tecidos periféricos. O exercicio fisico tem sido
implicado na melhora da resisténcia insulinica por meio do aumento da expressdo de
receptores de glicose tipo 4 (GLUT4) no musculo esquelético (Christ-Roberts et. al., 2004;
Wang et al., 2009), levando ao aumento do transporte de glicose para o citosol e reduzindo
assim o estimulo para a célula f-pancreatica secretar insulina. Além disso, tem sido observado
que o exercicio aumenta a acdo da insulina nas células por afetar a regulagdo transcricional do
IRS-1 (Sato et. al., 2003; Sigal et. al., 2004) e parece melhorar a via de sinalizacdo
intracelular estimulada pela insulina. Dessa forma, o exercicio fisico teve um efeito protetor
sobre animais recebendo dieta de cafeteria e parece ser uma ferramenta terapé€utica no

tratamento de doencas como o DM?2, caracterizada por resisténcia insulinica.

Assim, estes resultados indicam a importancia da modificacdo das alimentar para o
tratamento da obesidade e complicagdes metabdlicas associadas como a resisténcia insulinica

e sugere que as campanhas de saude enfatizem as intervencdes alimentares como primeira
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linha de tratamento para obesidade, assim como o exercicio para portadores de obesidade com

a finalidade de prevenir o surgimento do DM2.



54

7. CONCLUSAO

O presente trabalho concluiu que a exposicdo a alimentacdo industrializada
representada pela dieta de cafeteria provocou obesidade e alteracdes metabdlicas apds longo
periodo de exposicdo, sendo que ao contrario do que € amplamente recomendado, a mudanca
alimentar sozinha, sem restricdo caldrica e sem exercicio foi capaz de reverter os desfechos
produzidos pela dieta de cafeteria em curto prazo. Além disso, conclui-se que o exercicio foi
capaz de causar um aumento na sensibilidade a insulina mesmo em ratos obesos resistentes a
insulina e ingerindo uma alimentagdo industrializada e de baixo valor nutricional. Tais
achados podem contribuir para a prevenc¢do do desenvolvimento do DM2 em individuos
obesos e como medida terapéutica no tratamento de individuos que ja apresentam resisténcia

insulinica.
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