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“Pensamos demasiadamente
Sentimos muito pouco
Necessitamos mais de humildade
Que de maquinas.

Mais de bondade e ternura

Que de inteligéncia.

Sem isso,

A vida se tornara violenta e

)

Tudo se perdera.’

Charles Chaplin


http://pensador.uol.com.br/autor/Charles_Chaplin/

Resumo
O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do treinamento fisico moderado em
parametros metabolicos e imunoldgicos de ratos adultos obesos. Ratos machos Wistar
(n=40) foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12/12 h. Ap6s o desmame metade dos
animais foi alimentada com dieta hiperlipidica (n=20) e a outra metade consumiu dieta
normoprotéica, Labina (n=20), durante 18 semanas. Aos 90 dias de vida, metade dos
animais de cada grupo foi submetida a treinamento fisico moderado, constituindo-se os
grupos: Hiperlipidico (H), Hiperlipidico Treino (HT), Controle (C) e Controle Treino
(CT). Os animais treinados foram submetidos a um programa de natacdo (8 semanas; 5
dias/semana; 45 min/dia), com aumento progressivo da carga conforme o peso corporal,
até atingir um maximo de 4%. Vinte e quatro horas ap6s o ultimo treino foram realizadas
coletas de sangue para contagem total e diferencial de leucocito e apds a oitava semana de
treino, realizou-se lavado broncoalveolar no pulmdo dos ratos, empregado para avaliagdo
da taxa de fagocitose, da producéo de 6xido nitrico e da producgéo de superdxido, também
foi realizada a microbiota da cavidade oral e ainda trés parametros bioquimicos: glicose,
triglicerideo e colesterol total. Os animais e o consumo alimentar foram pesados
regularmente e ainda, a gordura visceral foi retirada e pesada. A dieta hiperlipidica ndo
promoveu aumento ponderal, o consumo alimentar do grupo H foi menor, apesar de ter
apresentado elevado consumo calorico, a gordura visceral desse grupo foi 3 vezes maior
do que no grupo C. Os parametros bioquimicos apresentaram modificagdes em relacdo ao
treino e ao sedentarismo. A contagem total das células imunes ndo apresentou alteracdes,
porém, estas células perderam 31% da funcdo de fagocitose apds consumo da dieta
hipercaldrica e hiperlipidica. Quanto as bactérias da microbiota oral, no grupo H houve
menor crescimento, com cerca de 80 mil colénias a menos, aléem de alteracdo no padrao
das bactérias encontradas. Logo, os resultados encontrados poderdo contribuir para
aprofundar o conhecimento sobre as alteracGes organicas causadas pela obesidade. As
evidéncias disponiveis indicam que o treino moderado tem efeitos moduladores
importantes na dindmica e na funcdo das células imunes, atenuando a intensidade das
respostas do organismo. Assim, o treinamento fisico moderado fortalece o sistema imune,

promovendo beneficios a salde.

Palavras-chave: Dieta hiperlipidica e hipercaldrica; Sistema imunoldgico; Microbiota

oral; Biogquimica; Treinamento Fisico Moderado.



Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of moderate physical training on
metabolics and immunological parameters of adult mice obese. Male Wistar rats (n = 40)
were maintained in light / dark cycle of 12/12 h. After weaning, half the animals were fed
with high fat diet (n = 20) and the other half consumed a normal protein diet, Labina (n =
20) for 18 weeks. At 90 days old, half the animal in each group was subjected to physical
training, being the groups: Lipids (L), Lipids Training (LT), Control (C) and Control
Training (CT). Trained animals were submitted to a swimming program (8 weeks, 5 days
/ week, 45 min / day), progressively increasing the load as body weight, up to a maximum
of 4%. Twenty-four hours after the last training session, there were blood sampled for
total and differential count of leukocytes, and after eight weeks of training took place in
the lung lavage of rats used to evaluate the rate of phagocytosis of production of nitric
oxide and superoxide production was also performed oral microbiota and three
biochemical parameters: glucose, triglycerides and total cholesterol. Animals and food
intake were weighed regularly and even, visceral fat was removed and weighed. The diet
did not promote weight gain, food intake of group H was lower, despite having high
caloric intake and visceral fat in this group was 3 times higher than in group C. The
biochemical parameters showed changes in relation to training and inactivity. The total
count of immune cells did not change, however, these cells lost 31% of the phagocytosis
function after consumption of high calorie diet and hyperlipidemic. As for the bacteria
from the oral, group H had lower growth, with about 80 000 colonies unless, in addition
to changes in the pattern of the bacteria found. Therefore, the results could help to deepen
our knowledge of organic changes caused by obesity. The available evidence suggests
that moderate training has important modulators effects on the dynamics and function of
immune cells, reducing the intensity of the body's response. Thus, physical training

strengthens the immune system, promoting health benefits.

Key-words: High fat diet and calorie, Immune system, Oral microbiota, Biochemistry,

Moderate Physical Training.
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1 APRESENTACAO

A prevaléncia mundial da obesidade estd aumentando rapidamente, indicando que
aspectos ambientais e de comportamento possuem importéncia na etiologia desta doenca.
Dentre as influéncias ambientais, destaca-se a alta ingestdo lipidica e a hipoatividade
fisica (CHEIK, 2005).

A obesidade é uma enfermidade cronica, que se caracteriza por um acumulo
excessivo de gordura corporal, a ponto de comprometer a salde fisica e psicoldgica do
individuo e reduzir a expectativa de vida, caracterizando-se como um grave problema de
salde publica (CARVALHO, 2002).

A obesidade aparece como uma das causas principais de varias doencas cronicas
ndo transmissiveis e ndo infecciosas, incluindo problemas respiratorios, dermatolégicos,
disturbios do aparelho locomotor e o favorecimento de enfermidades potencialmente
letais como hipertenséo, dislipidemias, doencas coronarianas e cerebrovasculares, certos
tipos de cancer e diabetes mellitus tipo 2 (WHO, 1998; MUNOZ; MAZURE;
CULEBRAS, 2004).

As Ultimas estimativas da Organizacdo Mundial de Saude indicam que em 2005, no
mundo todo, aproximadamente 1,6 bilh6es de adultos com idade superior a 15 anos,
estavam com sobrepeso e pelo menos 400 milhdes estavam obesos. A projecdo para 0 ano
de 2015 ¢ de que aproximadamente 2,3 bilhGes de adultos estardo com sobrepeso e mais
de 700 milhGes serdo obesos (WHO, 2005).

O ganho ponderal é preditor para o desenvolvimento da sindrome metabdlica. A
distribuicdo da gordura corporal é relevante, especificamente, a gordura visceral parece
ser 0 elo entre o tecido adiposo e a resisténcia a insulina, caracteristica desta sindrome.
Diversos estudos revelam a estreita relacdo da adiposidade abdominal com a tolerancia a
glicose, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e hipertensdo arterial. Recentemente,
acredita-se que a gordura visceral desempenha um papel central na fisiopatologia da
sindrome metabdlica. Assim a quantificacdo da gordura visceral se torna importante para
identificar individuos com maior risco para o desenvolvimento da sindrome metabdlica
(FILHO, F et al, 2006).
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Além destas alteracBes a obesidade leva também a uma disfuncéo imune (BOVILL
et al, 1996; SWEETTMAN et al, 1997), a qual é acompanhada da taxa de infeccdes e
aumento do risco de cicatrizacdo retardada (KHAN e BOWMAN, 1999 e PI-SUNYER et
al, 1999). Portanto, a obesidade caracteriza-se por gerar prejuizo ao estado normal do
organismo, modificando completamente algumas das funcGes vitais como a cardiaca,
enddcrina e imune (CONWAY e RENE, 2004).

Os processos imunolégicos envolvidos na defesa do organismo sdo afetados pelo
estado nutricional. Assim, um desequilibrio crénico entre ingestdo e gasto energético
conduz a situacdes de obesidade, que podem influenciar de forma inespecifica e
especifica nas respostas imunes humorais e celulares. Vérias linhas de evidéncias tém
apoiado um elo entre tecido adiposo e células imunolégicas (MARTI, MARCOS e
MARTINEZ, 2001). Atualmente, sabe-se que o tecido adiposo, além de ter fungdo de
armazenamento de reservas energéticas, tem importantes fungées como 6rgédo enddcrino
ao produzir diversos hormonios e moléculas de sinalizagdo (MARTI, MARCOS e
MARTINEZ, 2001).

Algumas das moléculas secretadas pelo tecido adiposo estdo ativamente implicadas
na regulacdo da funcao imune, como a Leptina (Lp) (AHIMA e FLIER, 2000), que além
de seus efeitos centrais no controle da ingestdo e nas reservas de energia, esta envolvida
na deficiéncia da resposta imune humoral e celular (OTERO et al, 2005). O peptideo
Adiponectina (Acrp 30) é também secretado pelo adipdcito e participa na resposta imune
atuando como protetor da inflamacdo (RUDIN e BARZILAI, 2005). As citocinas,
interleucinas-6 (IL-6) e 8 (IL-8), e o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) sdo os
componentes com participacdo direta no sistema imune sendo também secretadas pelo
tecido adiposo (OTERO et al, 2005).

A resposta imunoldgica, frente as agressdes agudas e crénicas na obesidade, esta
afetada devido as alteragdes das concentraces de mediadores inflamatorios, de
populacdes linfocitarias, de células fagocitarias, de células apresentadoras de antigenos,
etc. Portanto, a suscetibilidade de adquirir infec¢Bes, a incapacidade em combaté-las, a
prevaléncia de desenvolver doencas auto-imunes e doencas crénicas inflamatorias, estdo
elevadas nos individuos obesos (ALVES, 2006).
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No sistema imune ha células cuja funcdo primaria é identificar, ingerir e destruir
micro-organismos, destacando-se os macrofagos teciduais pertencentes a imunidade inata.
Essas células fagociticas estao estrategicamente colocadas em todos os locais onde micro-
organismos podem penetrar no hospedeiro. Os macr6fagos pertencem ao sistema de
fagdcitos mononucleares e constituem a segunda maior populacdo celular do sistema
imune. Ap6s o contato com o agente agressor, agem liberando citocinas que iniciam e
amplificam o processo inflamatério (MARTON e KISS, 2000).

A imunidade adaptativa acrescenta aos elementos da imunidade natural, os
linfécitos B, responsaveis pela producdo de anticorpos, relacionados a imunidade humoral
e os linfocitos T, que medeiam a imunidade celular (VAL FAUSTO et al, 2004).

O timo é uma pequena glandula cuja funcéo é produzir linfocitos T e que involui a
partir da puberdade, quando as suas funcBGes passam a ser desenvolvidas por outras
estruturas. Atinge o seu maior peso relativo ao final da vida fetal, porém o peso absoluto
continua a aumentar na época da puberdade. Na puberdade, o timo comeca a sofrer uma
involucdo que progride rapidamente, até que no adulto, o 6rgdo seja, em grande parte,
substituido por células adiposas. O ritmo de crescimento timico na crianca e de involugédo
no adulto é extremamente variavel. Os principais constituintes celulares do timo sdo o0s
linfocitos T (Tindcitos), as células reticulares e um pequeno nimero de macrofagos (VAL
FAUSTO et al, 2004).

Outro constituinte da resposta inflamatéria ¢ a proteina C-reativa (PCR). Surge
frequentemente no soro durante a evolucdo de numerosos processos inflamatorios,
especialmente nos de carater agudo. Mais de 20 grandes estudos prospectivos tém
demonstrado que a resposta inflamatdria a proteina C- reativa (PCR) é um preditor do
risco de hipertensdo e diabetes (RIDKER, PM, 2007). Varios estudos indicam que 0s
niveis elevados de PCR entre os aparentemente homens e mulheres saudaveis sdo um
forte indicador de futuros problemas cardiovasculares (RIDKER, PM et al, 2007;
DANESH J et al, 2000; MENDALL MA et al, 2000).

Em longo prazo, o valor preditivo de niveis elevados de PCR tem sido encontrado
em pacientes com doenca arterial coronariana e angina (THOMPSON et al, 1995;

HAVERKATE et al, 1997). Ha uma crescente evidéncia sugerindo que a obesidade é uma
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doenca inflamatéria e esta a tornar-se um motivo de preocupacdo em pacientes
criticamente doentes. Um aumento na morbidade por infeccbes graves em pacientes
obesos comparados com as pessoas magras é a causa de crescente preocupagao
(RIDKER, PM, 2007).

A grande similaridade e homologia entre os genomas de roedores e seres humanos
tornam os modelos animais uma grande ferramenta para estudar as condigdes que afetam
0s seres humanos, que podem ser simuladas em ratos. A administragdo de dieta
hipercalérica € o modelo mais simples para inducdo de obesidade e possivelmente um dos
que mais se assemelha & realidade da obesidade em seres humanos (DIEMEN,;
TRINDADE; TRINDADE, 2006).

As consequéncias ja conhecidas da obesidade sobre os diversos sistemas do
organismo induzem a hipOtese de que a administracdo de dieta hipercalorica e
hiperlipidica a partir do desmame resulta para o animal consequéncias negativas sobre as
defesas organicas, promovendo alteracbes nos parametros imunoldgicos e nas taxas
bioguimicas. Acredita-se que 0 consumo continuo desta dieta leva ao aumento do
consumo alimentar, da ingestdo caldrica, do peso corporal, da gordura visceral e dos
niveis circulantes de glicose, colesterol e triglicerideos. Com base nas alteragcdes destes
parametros, espera-se que 0 recrutamento e a funcdo de células imunes estejam
comprometidos, e ainda, que a microbiota normal seja afetada (DIEMEN; TRINDADE;
TRINDADE, 2006).

O treinamento fisico moderado contribui para a manutencdo do padrdo de
normalidade do peso corporal, permitindo adaptacfes progressivas na contagem total e
diferencial de leucocitos do sangue periférico, promovendo melhoria na funcdo de
macrofagos. Os animais que consumiram dieta hipercaldrica e hiperlipidica, e ndo foram
submetidos ao treinamento fisico moderado, tém dificuldade de recuperar o padrdo de
normalidade do peso corporal, de manter a concentracdo de leucocitos do sangue
periférico dentro de valores de normalidade, promovendo melhorias na funcdo de
macrofagos (ESTADELLA et al, 2004).

Este estudo pretende consolidar as hipoteses anteriormente propostas, além de

servir como base para relacionar diversos fatores ainda discordantes na literatura a
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respeito do uso de dieta hipercaldrica e hiperlipidica. Assim, o objetivo geral deste estudo
foi estudar em ratos adultos submetidos a dieta hipercaldrica e hiperlipidica no periodo
apos o desmame, o efeito do treinamento fisico moderado sobre parametros metabdlicos e

imunoldgicos imunoldgicos.

Para obtencdo do objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram
determinados: comparar 0 peso corporal e a gordura visceral de animais obesos e
eutrdficos; identificar o consumo alimentar e calérico dos animais; avaliar o efeito da
dieta hipercalérica e hiperlipidica sobre concentracfes de glicose, colesterol total e
triglicerideos do sangue; detectar alteracbes na série branca do sangue periférico;
examinar a atividade fagocitica de macrofagos alveolares e a producdo de 6xido nitrico;
estudar uma possivel mudanga na microbiota da cavidade oral; verificar os efeitos do
treinamento fisico moderado em relacdo ao peso corporal, a microbiota oral e aos
parametros imunoldégicos e bioquimicos; estabelecer possiveis associagdes entre as

variaveis estudadas.

Todos os resultados da presente pesquisa foram relatados em trés artigos cientificos,
os quais foram submetidos as seguintes revistas cientificas: Revista Veterinaria, Revista
de Nutricdo — PUC- Campinas e Immunology. Além da confecgédo dos artigos cientificos,
diversos trabalhos foram apresentados em congressos cientificos, dos quais dois

receberam premiacao de primeiro e segundo melhor trabalho do congresso (Em anexo).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A etiologia da obesidade

A prevaléncia da obesidade é crescente tanto nos paises desenvolvidos como
naqueles em desenvolvimento (SEIDELL, 1997). A obesidade é uma doenga
multifatorial crénica definida como um acumulo excessivo de tecido adiposo num nivel
que compromete a salde dos individuos e que tem em sua origem fatores genéticos,

psicossociais, nutricionais, metabolicos e enddcrinos (WHO, 2005).

O recente relatério da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) enfatizou uma
tendéncia mundial do aumento da prevaléncia de sobrepeso e obesidade, em proporcdes
endémicas, nos diversos paises (WHO, 2005). E provavel que a reducio acentuada de
exercicios fisicos diarios, associada a dieta abundante, rica em gorduras e agucares

simples, sejam elementos importantes neste cenario (BRAY, 1998).

As Ultimas estimativas da OMS indicam que em 2005, no mundo todo,
aproximadamente 1,6 bilhGes de adultos estavam com sobrepeso e 400 milhGes estavam
obesos. A projecdo para 0 ano de 2015 € de que aproximadamente 2,3 bilhdes de adultos

estardo com sobrepeso e mais de 700 milhdes serdo obesos (WHO, 2005).

O surgimento e a manutencdo da obesidade contam com a contribuicdo de fatores que
atuam na regulacdo da ingestdo de alimentos atraves de um complexo sistemas de sinais
centrais e periféricos que interagem para modular a ingestdo de nutrientes de forma
individual e no armazenamento de energia (VALASSI et al, 2008). Assim, a principal
causa da obesidade é o desequilibrio entre a quantidade de energia consumida e o0 gasto

desta levando a um acumulo no organismo (BOUCHARD, 2000).

Esse armazenamento tem como consequencia 0 excesso de massa gordurosa que se
traduz ndo apenas em um depoésito de energia, mas também em um 6rgdo enddcrino Essa
gordura encontra-se dispersa por todo 0 organismo e sua atividade secretdria é regulada

por mecanismos humorais e hormonais pouco esclarecidos (GARRUTI et al, 2008).

Operacionalmente, a obesidade € diagnosticada a partir de parametros estipulados
pela OMS (WHO, 2005), o indice de Massa Corporal (IMC) obtido pelo intermédio do
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calculo da relacdo entre peso corporeo em quilogramas dividido pela altura em metros
quadrados dos individuos. O Consenso Latino Americano em Obesidade (1998) define
obesidade como IMC maior ou igual a 30 Kg/m2. Dentro deste contexto, a obesidade é
classificada, de acordo com os valores do IMC em: Sobrepeso (>25 e < 30), Obesidade
grau I (=30 e < 35), Obesidade grau II (>35 e < 40) e Obesidade grau Il (>40). A OMS
acrescenta ao IMC a Circunferéncia Normal da Cintura, estabelecendo relagdo entre

estas variaveis. (Tabelal).

Tabela 1. Classificacdo de sobrepeso/obesidade em adultos de acordo com o IMC e a
Circunferéncia Normal da Cintura (WHO, 2005).

Risco de Doenca em relacéo ao Peso Normal e a
Circunferéncia Normal da Cintura

CLASSIFICAGAO | IMC (Kg/m’) Homens: <102 cm Homens: > 102 cm

Mulheres: < 88 cm Mulheres: > 88 cm
Baixo Peso <18,5 Nenhum Risco Nenhum Risco
Peso Normal 18,5-24.9 Nenhum Risco Nenhum Risco
Sobrepeso 25,0-29,9 Aumentado Alto
Obeso Classe | 30,0-34,9 Alto Muito Alto
Obeso Classe Il 35,0-39,9 Muito Alto Muito Alto
Obeso Classe 111 >40 Extremamente Alto Extremamente Alto

A obesidade € um estado complexo e multifuncional, que tem acometido na
contemporaneidade parcela importante da populacdo mundial. Muitos fatores contribuem
para 0 seu desenvolvimento, a qual afeta todas as idades e grupos socio-econémicos.
Considerando-se que o patrimbnio genético da espécie humana ndo pode ter sofrido
mudancas importantes neste intervalo de poucas décadas, certamente os fatores
ambientais devem explicar esta epidemia (POPKIN, 1998; PHILIP et al, 2001).
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Estima-se que os fatores genéticos possam responder por 24 a 40% da variancia
no IMC, por determinarem diferengas em fatores como taxa de metabolismo basal,
resposta a superalimentacdo e outros (BOUCHARD, 1994; PRINCE, 2002). Acredita-se
que as mudancas de comportamento alimentar e 0s habitos de vida sedentarios atuando
sobre genes de suscetibilidade sejam o determinante principal do crescimento da
obesidade no mundo. E provavel que a obesidade surja como a resultante de fatores

poligénicos complexos e um ambiente obesogénico (SNYDER et al, 2004).

A obesidade assume relevancia para o campo da salde na medida em que esta
associada a um grande numero de doencas, incluindo as patologias cardiovasculares e
cerebrovasculares; os distirbios metabdlicos (diabetes mellitus, dislipidemias); diversos
tipos de cancer, patologias do aparelho digestorio, entre outras (FUJIMOTO et al, 1999;
HALPERN et al, 2004). Somam-se aos danos fisiologicos, impactos psicossociais
relacionados a questdo do estigma e da discriminacdo a individuos sob esta condicdo
(SOBAL, 1991; FERREIRA, 2002). A morbi-mortalidade e os danos sociais relacionados
a obesidade tém dessa forma gerado significativos impactos nas sociedades modernas
(FERREIRA, 2002).

No Brasil, a obesidade é um fendmeno mais presente no contexto urbano, o que
pode ser observado em todas as regides brasileiras, uma vez que a distribuicdo do excesso
de peso é mais elevada na area urbana do que na area rural do pais. Na area urbana, o
excesso de peso € significativo para o grupo feminino (12%) em detrimento do masculino
(6%) (COUTINHO et al, 2008; FERREIRA, 2002).

2.2 Obesidade monogénica

Diversas mutacdes monogénicas ja foram associadas com a obesidade grave e a
hiperfagia, com um grande numero de novas correlacfes genotipo-fendtipo sendo
identificadas a cada ano. Mutacgdes envolvendo a via de sinalizacdo da melanocortina ja
descritas incluem mutacdes no gene da leptina (FAROOQI et al, 1998), do receptor de
leptina (CLEMENT et al, 1998), da proopiomelanocortina (POMC) (KRUDE et al, 1998)
e do receptor da melanocortina (MC4R) (YEO et al, 1998; VAISSE et al, 1998).
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Sabe-se, atualmente, que o adipdcito, além do seu papel no armazenamento de
gordura, desempenha um importante papel enddcrino, produzindo horménios que
influenciam os centros de regulacdo de energia no hipotdlamo (YEO et al, 2000). A
leptina, secretada pelo adipocito, atua em nivel hipotaldmico estimulando os neurénios
produtores de POMC, que por sua vez é clivada produzindo o (alfa) horménio
estimulador do melandcito, agonista potente do MC4R. Quando o MC4R esta ligado ao
agonista, as vias neurais anorexigenas sdo estimuladas, diminuindo o apetite e a ingesta
alimentar. Ja as vias orexigenas sofrem “down-regulation” pela leptina, que inibe a
producdo da proteina relacionada com o agouti (agouti-related protein), que é antagonista
do MC4R.

Quando ocorrem mutacfes nos genes que codificam a leptina e o receptor de
leptina, poderdo ser identificadas deficiéncia parcial ou total de leptina e resisténcia a
insulina causada por defeito no receptor. Que influenciardo na regulacéo do peso corporal
(CAMPFIELD et al, 1995; CHU et al, 2000). Estas anormalidades monogénicas
associam-se com o hipogonadismo hipogonadotréfico (STROBEL et al, 1998), hiperfagia
e obesidade grave de inicio na infancia (MONTAGUE et al, 1997; FAROOQI et al,
2001). Pacientes com deficiéncia congénita de leptina, o tratamento com leptina
recombinante pode reverter o quadro (FAROOQI et al, 1999).

2.3 Proopiomelanocortina (POMC) e sinalizacdo de melanocortina

As mutagdes com perda da funcdo no gene da POMC resultam, em hiperfagia,
obesidade grave, deficiéncia de ACTH com insuficiéncia adrenal, hipopigmentacédo
cutaneo e cabelo ruivo (YASWEN et al, 1999). As mutacdes do receptor MC4R sao as
causas monogeénicas mais comuns de obesidade chegando a acometer 6% dos pacientes
com obesidade grave e inicio na infancia (FAROOQI et al, 2003; BRANSON et al,
2003), Além da obesidade de manifestacdo precoce e hiperfagia, a mutacdo do receptor
MC4 também favorece ao aumento da massa magra, da densidade mineral Gssea,
crescimento acelerado e hiperinsulinemia, sem qualquer evidéncia de hipogonadismo
(FAROOQI et al, 2003).

2.4 Obesidade poligénica
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E considerada a influéncia genética mais comumente manifestada para a obesidade,
conferindo a certos individuos uma susceptibilidade resultante de fatores genéticos que
podem estar inter-relacionados de forma bem complexa, o que torna dificil a
individualizacdo destes genes em estudos populacionais. Em estudos animais ja foram

demonstrados centenas de alteracGes génicas (SCHADT et al, 2003).

Inimeros marcadores genéticos ja foram relacionados com a obesidade e suas
consequéncias metabdlicas, mas as interacdes especificas entre gendtipo e fendtipo nas
formas poligénicas de obesidade ndo estdo completamente elucidadas (CLEMENT e
FERRE, 2003).

2.5 Fatores ambientais e obesidade

Na tentativa de buscar uma explicacdo para a epidemia global de obesidade,
certamente os esforcos devem concentrar-se na identificacdo de fatores ambientais
envolvidos. (GORTMAKER et al, 1993; HILL e PETERS, 1998; EPSTEIN et al, 2000).
Com a tendéncia de piora progressiva de todos estes fatores ambientais, o progndstico
atualmente mais aceito é de agravamento progressivo das altas taxas de prevaléncia da
obesidade na maioria das populacdes do planeta (FOREYT e GOODRICK, 1995).

O meio ambiente predominante em todos os paises ocidentais ou com héabitos de
vida ocidentalizados caracteriza-se por oferta ilimitada de alimentos baratos, palataveis,
praticos e de alta concentracdo energética. Alia-se a isso um sedentarismo crescente, com
a pratica de atividades fisicas cada vez mais dificultadas, principalmente nas grandes
cidades. Em relacdo ao papel permissivo que os genes desempenham no desenvolvimento
da obesidade poligénica, atualmente, aceita-se que os fatores ambientais interagem para
levar a obesidade (HILL e PETERS, 1998).

2.6 Habitos alimentares

O estilo de vida moderno tem influenciado na mudanca dos habitos alimentares,
tanto no consumo quanto na escolha dos alimentos, interferindo no estilo de vida, na dieta
e no estado nutricional (RODRIGUEZ et al, 2007).
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Nas sociedades de habitos alimentares ocidentais, o consumo calérico tem
derivado predominantemente de alimentos processados, de alta densidade energética, com
elevados teores de lipidios e de carboidratos. Nos Estados Unidos estima-se que nos
ultimos 100 anos o consumo de gorduras tenha aumentado em 67% e o de agUcar em
64%. Ja o consumo de verduras e legumes diminuiu 26% e o de fibras, 18%. Na maioria
dos casos, esse aumento do consumo caldrico parece dever-se ao crescimento progressivo
das porcdes de alimentos ao longo das Ultimas décadas. (YOUNG e NESTLE, 2002).

Nos paises em desenvolvimento, também se observa uma tendéncia a deterioracéo
dos habitos alimentares. Ao estudar padrdes de consumo da populacdo brasileira, Schieri
et al (2003) relataram uma reducdo do consumo de arroz com feijao de 30%, enquanto o
consumo de refrigerante aumentou em 268%, no Rio de Janeiro. Entretanto, apesar de
existirem intervencdes comunitarias bem sucedidas no sentido de promover habitos
alimentares mais saudaveis, principalmente na infancia sua implementacdo esbarra na
forte influéncia que a propaganda de alimentos exerce sobre as preferéncias alimentares
das criancas (BIRCH e FISHER, 1998).

2.7 Nutricdo materna e obesidade

Ja esta bem estabelecida a relacdo entre nutricio materna e programacdo da
obesidade (JUNIEN E NATHANIELSZ, 2007). Estudo epidemiol6gico em humanos tem
demonstrado que privacdo alimentar no periodo pré-natal seguido por um rapido
crescimento tem resultado em obesidade. (HALES E BARKER, 2001). Estudos com
animais tém mostrado a mesma tendéncia (PROULX et al, 2002). A predisposicdo a
obesidade tem nexo com qual dieta alimentar foi fornecida na idade precoce e a
disponibilidade de alimentos na idade adulta, integrando Desnutricdo - catch-up -
programacdo da obesidade (HALES E BARKER, 2001).

Existem profundos efeitos do cuidado materno sobre as diferencas individuais. Em
ratos adultos, respostas ao stress sdo programadas nos primeiros anos de vida através dos
cuidados maternos. (PROULX et al, 2002). Nos mamiferos, os efeitos "programming" as
respostas emocionais, cognitivas e do sistema endocrino, levam ao aumento da
sensibilidade a adversidade (YURA et al, 2005). Em ambientes altamente adversos, tais

efeitos podem ser considerados adaptativos, aumentando as chances de sobrevivéncia da
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prole, no entanto, eles tém um custo, sob 0 aumento do risco de diversos tipos de doenca
na idade adulta (ARENZ E KRIES, 2005).

A nutricdo provavelmente exerce efeitos sobre o desenvolvimento embrionério, e
esses efeitos concernem todos os tecidos. Assim obesidade materna durante a gravidez
pode ser causa de imprinting metabdlico nos descendentes, perpetuando obesidade
através das geracdes (ARENZ E KRIES, 2005).

2.8 Obesidade central ou visceral

Atualmente, sabe-se que a localizacdo abdominal da gordura (obesidade central ou
visceral) esta mais associada a distarbios metabdlicos e risco cardiovascular. Medidas
regionais de obesidade, entre a circunferéncia da cintura ou a razdo entre as
circunferéncias da cintura e do quadril (RCQ), séo capazes de fornecer estimativas da
gordura abdominal, que por sua vez, esta correlacionada a quantidade de tecido adiposo
visceral (EGGER, 1992; KISSEBAH, 1997).

Dados epidemiolégicos mostram ser a RCQ, fator preditivo independente para uma
série de distdrbios metabdlicos, havendo indicacdo de que a avaliacdo da obesidade
tomando-se como base, a relacdo cintura/quadril, faca parte também da rotina clinica e
combinada ao indice de massa corporal (IMC), possa potencializar a capacidade preditiva
de complicacGes cardiovasculares (ZAVARONI et al, 1989).

Considera-se que a obesidade promove um 6nus a salde, pois, alguns pacientes
apresentam certas complicacdes tais como: hipertensdo, diabetes, dislipidemia, além de
doencas cerebrais e cardiovasculares (DIXON et al, 2002). A Associacdo Americana de
Cardiologia considera a obesidade como um dos maiores e principais fatores de risco para
doencas corondrias, seguidos do fumo, colesterol elevado, hipertensdo arterial e vida
sedentaria (TARGHER et al, 2000).

A obesidade esta associada a um numero de alteracdes deletérias do metabolismo
lipidico, incluindo niveis elevados de colesterol total, LDL-C, triglicerideos e reduc¢des do
HDL-C em torno de 50% (HUBERT et al, 1983). As dislipidemias secundarias surgem
em decorréncia de patologias como: hipotiroidismo, diabetes mellitus tipo 2, sindrome

nefrética, insuficiéncia renal crbnica, obesidade, alcoolismo, ictericia obstrutiva,
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utilizacdo de altas doses de diuréticos, betabloqueadores, corticosteroides e anabolizantes
(3° Consenso Brasileiro sobre Dislipidemias, 2001).

2.9 Dieta hiperlipidica como modelo de inducéo da obesidade

A obesidade pode ser induzida em animais por alteracdes neuroenddcrinas,
dietéticas ou genéticas. Os modelos mais utilizados para indugdo de obesidade em ratos
sdo: a lesdo do ndcleo hipotaldamico ventromedial através da administracdo de glutamato
monossodico ou lesdo elétrica direta, ooforectomia, alimentacdo com dietas
hipercaléricas e manipulacdo genética para a obesidade (DIEMEN; TRINDADE;
TRINDADE, 2006).

Segundo esses autores, a administracdo de dieta hipercalorica é o modelo que mais
condiz com a realidade da obesidade em seres humanos. Ha varios tipos de dietas para
induzir obesidade que se revelam eficazes. Algumas dietas hipercaloricas séo realizadas
acrescentando hidratos de carbono e outras, aumentando a porcentagem de gorduras, a
maioria delas varia de 3,7 kcal/g e 5,4 kcal/g. Todas sdo altamente saborosas e induzem
obesidade (DIEMEN; TRINDADE; TRINDADE, 2006).

Em animais, os estudos apontam que a alimentacdo hiperlipidica € um
componente importante na etiologia da obesidade, ja que dietas hiperlipidicas
comprovadamente levaram ao excesso de gordura corporal (WILLET, 1998; KATAN,
1999).

A dieta hiperlipidica exerce diferentes efeitos sobre o metabolismo geral (HILL et
al, 1992; GHIBAUDI et al, 2002), contribuindo para um quadro patogenético que se
manifesta principalmente no metabolismo de lipidios (ZARAGOZA-HERMANS, 1974;
AXEN, DIKEAKOS, SCALAFANI, 2003).

Nos ultimos anos diversos estudos tém utilizado dieta hipercalérica com aumento
de lipidios como modelo para induzir obesidade. O consumo da dieta hiperlipidica na
maioria das pesquisas varia entre 8 a 15 semanas (BERNARDES et al, 2004,;
ESTADELLA et al, 2004; DUARTE et al, 2006; EGUCHI et al, 2008; FRANCO,
CAMPOS, DEMONTE, 2009; PAULI et al, 2009).
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Tais estudos contemplam uma diversificada gama de analises, desde metabolismo
dos lipidios e carboidratos, exercicio fisico, sindrome metabGlica e comportamento
hormonal. Apesar das varias pesquisas utilizando esse tipo de dieta, a relacdo da
obesidade com alteragdes do sistema imunoldgico, sobretudo quando se estuda o
comportamento ap6s infeccdo grave, € tema inovador na pesquisa cientifica
(BERNARDES et al, 2004,; ESTADELLA et al, 2004; DUARTE et al, 2006).

2.10 Tecido adiposo

Durante muitos anos o tecido adiposo foi considerado o mais importante 6rgéo de
armazenamento de energia do organismo humano (HAVEL, 2004). O excesso de energia
consumido é convertido em moléculas de triacilglicerdis, sob acdo do horménio insulina,
enquanto que durante a restricdo energética, os estoques de energia sdo rapidamente
mobilizados, sob influéncia das catecolaminas e outros hormonios lipoliticos (HAUNER,
2004).

Nos ultimos anos, o tecido adiposo tem sido identificado como um érgédo endocrino,
pois secreta varios horménios conhecidos como adipocinas (TSCHOP e MORRISON,
2001). No entanto, outras propriedades distintas foram acrescidas das quais podem ser
citadas a identificagdo da leptina, horménio secretado pelos adipocitos, que participa

ativamente no controle do dispéndio energético bem como do apetite. (HAUNER, 2004).

Foram verificadas outras fungdes do tecido adiposo no organismo humano, como o
papel de 6rgdo multifuncional, produtor e secretor de inUmeros peptideos e proteinas
bioativas, denominadas adipocitocinas. Esta importante funcdo enddcrina mantém o
tecido adiposo em intensa comunicacdo com 0s demais 0rgdos e sistemas organicos
(HAUNER, 2004). De acordo com Dusserre, Moulin e Vidal, (2000), o tecido adiposo,

enquanto érgdo secretor apresenta distintas peculiaridades, entre elas:

1. Constitui tecido de ampla e variada constituicdo organica, mas nem sempre
apresenta conexdo entre si. Os mecanismos envolvidos com a atividade secretora dos
adipdcitos permanecem sob investigacdo, necessitando de melhores esclarecimentos

acerca dos processos humoral e/ou neural;
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2. Adipocitos maduros, pré-adipocitos, fibroblastos e macréfagos, representam os
diferentes tipos de células que constituem o tecido adiposo e participam da sua fungéo

enddcrina;

3. A capacidade metabolica do tecido adiposo varia em funcéo da sua localizacéo,
subcutanea ou visceral, podendo contribuir de forma mais ou menos intensa para a

secrecao de adipocitocinas especificas.

Existem dois tipos de tecido adiposo com funcbes fisiologicas diferentes. Desse
modo sdo classificados como tecido adiposo branco, aquele localizado na regido
subcutanea e abdominal (ou visceral); e tecido adiposo marrom que esta bem distribuido
no organismo, além disso, em humanos, o tecido adiposo marrom apresenta-se em maior

quantidade no inicio da vida e ¢é reduzido na fase adulta (LAZAR, 2008)

O tecido adiposo marrom tem funcdo importante no metabolismo oxidativo, atraves
da oxidacdo de acidos graxos para geracdo de calor, e sua coloracdo amarronzada se da
pelo grande numero de mitocondrias, ou seja, o0 citocromo contido dentro desta organela
(LAZAR, 2008). Ja o tecido adiposo branco, atualmente, € reconhecido por possuir
diversas funcdes tais como barreira fisica, isolamento térmico, armazenamento de energia

e secrecdo de substancias bioativas com paracrina e endocrina (FANTUZZI, 2005).

O tecido adiposo branco tem se tornado atraente para o estudo da obesidade por ser
um grande armazenador de energia na forma de triglicerideos e por apresentar um grande
numero de células secretdrias, 0 que o torna um dos maiores 6érgdos endocrinos do nosso
corpo (TRAYHURN, 2007).

E possivel observar também o progresso significativo no entendimento das bases
genéticas e moleculares na regulacdo da massa corporal (SCHWARTZ et. al., 2003).
Estima-se que os fatores genéticos sdo responsaveis por cerca de 25 a 70% das variacGes
no peso corporal. A relacdo entre a ingestdo e o gasto calérico (balango energético) é um
processo dinamico e constante, visando, entre outras fungdes, estabilizar os estoques de
gordura corporal (BOUCHARD e PERUSSE, 1993).

A homeostase energética requer um controle primario do sistema nervoso central

(SNC) em resposta as mudancas nos estoques de energia periféricos. Tais alteracdes
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devem ocorrer nos dois lados da equacdo do balango energético (ingestdo e gasto) e

devem persistir até a chegada ao ponto de equilibrio (XU et al., 2005).

E provavel que a necessidade de sobrevivéncia e reproducdo durante periodos de
restricdo energética tornou o sistema regulatorio mais efetivo para defender o organismo
contra a reducdo da gordura corporal, quando comparado com a prote¢do contra o
aumento de massa corporal, que parece ter sido menos desenvolvido durante a evolucao

humana, visto que ndo havia oferta de alimentos (AHIMA et al, 1999).

Durante periodos de déficit energético e restricdo de alimento, a fome é aumentada
enquanto ha reducdo na taxa metabdlica, combinacdo esta que promove uma rapida e
eficiente recuperacdo da massa perdida quando o acesso ao alimento se torna normal.
Neste sentido, o controle neuro-humoral da homeostase energética é mais tolerante ao
aumento de massa corporal do que a reducédo, sendo este comportamento um dos maiores
obstaculos para os tratamentos de longa duracdo em individuos obesos (SCHWARTZ et
al, 2003).

De uma perspectiva evolucionaria, parece que a necessidade de sobrevivéncia e
reproducdo durante periodos de restricdo energética tornou o sistema regulatorio mais
efetivo para defender o organismo contra a reducdo da gordura corporal, quando
comparado com a protecdo contra 0 aumento de massa corporal, que parece ter sido
menos desenvolvido durante a evolugdo humana, visto que o excesso na oferta de

alimentos ndo era tdo comum (AHIMA et al, 1999).

Durante periodos de déficit energético e restricdo de alimento, a fome é aumentada
enquanto ha reducdo na taxa metabdlica, combinacdo esta que promove uma rapida e
eficiente recuperacdo da massa perdida quando o acesso ao alimento se torna normal.
Neste sentido, o controle neuro-humoral da homeostase energética é mais tolerante ao
aumento de massa corporal do que da reducdo, sendo este comportamento um dos
maiores obstaculos para os tratamentos de longa duracdo em individuos obesos
(SCHWARTZ et al, 2003).

Nos depdsitos de gordura também é possivel encontrar diversos tipos de células
como macrofagos, pré-adipécitos e adipdcitos (TRAYHURN e WOOD, 2005). Produtos
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do tecido adiposo como adipocinas desempenham um importante papel no equilibrio
energético, na suscetibilidade a insulina e doenca vascular e na resposta imunologica
(PRINS, 2002).

2.11 Adipocitocinas

O tecido adiposo, também, produz e secreta muitas proteinas que atuam como
horménios, as adipocitocinas, que desempenham importante papel em processos
inflamatorios e processos ateroscleréticos (VENDRELL et. al, 2004). Entender a acao
dessas substancias na regulacdo do balanco energético é essencial para sucesso do
tratamento de individuos obesos, visto que o objetivo dessas intervencdes ndo deve ser
somente a reducdo da massa corporal e sim o restabelecimento da saide metabdlica do
paciente (GUIMARAES, SARDINHA, MIZURINI, DO CARMO, 2007).

As adipocitocinas incluem citocinas classicas, fatores de crescimento e proteinas
do sistema complemento; incluem ainda, proteinas envolvidas na regulacdo da pressédo
arterial, hemostasia vascular, metabolismo dos lipidios, da glicose e angiogénese
(TRAYHURN, 2007). As adipocitocinas influenciam varios processos fisiologicos, tais
como: o controle da ingestdo alimentar, a homeostase energética, a sensibilidade a
insulina, a angiogénese, a protecdo vascular, a regulacdo da pressdo e a coagulacdo
sanguinea (HAVEL, 2004).

Alteracbes na secrecdo de adipocitocinas, consequentes a hipertrofia e/ou
hiperplasia dos adipdcitos, poderiam constituir situacdo relacionada a génese do processo
fisiopatologico da obesidade e suas complicacdes (HAVEL, 2004). Principais acdes de
algumas adipocitocinas relacionadas com a homeostase energética: leptina, adiponectina,
resistina, proteina estimuladora de acilacdo (ASP), fator de necrose tumoral (TNF-a),
interleucina-6 (1L-6) e o sistema PAI-1 e angiotensinogénio. (GUIMARAES, 2007).

A adiponectina ¢ o mais abundante fator especifico do tecido adiposo e esta
envolvida na regulacdo do balango energético, desenvolvendo um papel anorexigeno, esta
adipocitocina também aumenta a sensibilidade a insulina e inibe a inflamacéo vascular.
Pessoas obesas apresentam baixa concentracdo sérica desta substancia, que se eleva apds

a reducédo de massa corporal (LYON et al, 2003). .
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2.12 Adipocitocinas e metabolismo energético
2.12.1 Leptina

Em 1994, foi descoberta a Leptina, proteina produzida pelo tecido adiposo, a qual
modifica as func@es das células nervosas cerebrais. E uma proteina de 167 aminoacidos,
caracteriza-se como um hormdnio codificado pelo gene que é expresso principalmente
nos adipocitos, tanto de seres humanos quanto de roedores e que atua como um fator de
sinalizagdo entre o tecido adiposo e o sistema nervoso central, regulando a ingestéo
alimentar, o gasto energético e conseqlientemente, a massa corporal (HALAAS et al,
1995)

Os teores circulantes séo proporcionais a massa adiposa, apresentando-se elevados
em animais obesos. (HALAAS et al, 1995). A identificacdo da leptina possui um marco
no estudo do controle fisioldégico do balanco energético e da fisiopatologia da obesidade
(HALAAS et al, 1995). Diversas ag0es vém sendo atribuidas a leptina, entre elas,
envolvimento na fungdo reprodutiva (CIOFFI, J.A. et al, 1996), hematopoiese,
angiogénese (SIERRA-HONIGMANN M.R., et al( 1998), resposta imune (LORD G.M.
et al, 1998) e formacéo dssea (DUCY, P. et al, 2000).

O hipotalamo, regido do cérebro que esta associada ao controle central do balanco
energético constitui 0 maior alvo dessa adipocitocina. Foi previamente verificado que a
administracdo deste hormonio estimula a reducdo da ingestdo alimentar e
concomitantemente aumenta o gasto energético em modelos experimentais de obesidade
(ZHANG et al. 1994; CAMPFIELD et al. 1995).

A leptina interage com diferentes sistemas neuroenddcrinos centrais envolvidos no
controle da ingestdo de alimentos, incluindo, por exemplo, o neuropeptideo Y(NPY),
sintetizado no nucleo arqueado do hipotalamo, que constitui um potente estimulador da
ingestao de alimentos (CAMPFIELD, L.A. et al, 1995).

O receptor da leptina se expressa em varios tecidos e também em varias
populacdes de neurdnios envolvidos com neuropeptideos especificos que regulam o
apetite, no entanto seus principais efeitos sobre a massa corpdrea manifestam-se por acao
hipotalamica (BJORKMAN, 2004).
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Tanto deficiéncia como resisténcia a leptina causam superexpressao de NPY
hipotalamico, implicado na hiperfagia da obesidade (SCHWARTZ, M.W., 1996), e ainda,
em roedores obesos, também acompanham severa resisténcia a insulina, uma vez que a
insulina é outro sistema regulador da homeostase energética (MUZUMDAR, R. et al,
2003).

A obesidade em individuos adultos tem sido associada com elevada concentracdo
de leptina circulante devido a sua producdo quase exclusiva no tecido adiposo,
correlacionando-se com a massa adiposa e a tendéncia ao ganho de peso em populacdes
ndo obesas com altos niveis basais de leptina podendo sugerir uma resisténcia a leptina
nesses individuos (LISSNER et al, 1999).

Os altos niveis plasmaticos de leptina decorrem de um desacoplamento de
leptina e de seus receptores no hipotalamo. A interrupcéo das vias de transducéo de sinal
requeridas para a supressdo do apetite, leva ao aumento da leptina circulante (AHIMA e
FLIER, 2000). A ligagéo da leptina aos receptores hipotalamicos determina a liberagéo de

neuropeptidios anorexigenos e a reducdo do neuropeptideo Y (JEQUIER, 2002).

Muitos estudos tém demonstrado que a leptina tem acdo direta e inibitéria sobre a
secrecdo de insulina. Essa inibicdo pode ocorrer pela ativacdo dos canais de potassio
dependentes de ATP ou da via de interacdo com a sinalizacdo da proteina quinase AMP
ativada, a qual tem papel importante no controle do consumo alimentar (SEUFERT, J. et
al, 1999). Evidéncias adicionais sugerem que a leptina promove a oxidacdo de
triacilglicerois do tecido adiposo e reduz o acumulo de gordura, inibindo a lipogénese e
estimulando a lipdlise (AHREN, B.; HAVEL, P.J. et al, 1999).

A hipertrofia dos adipdcitos esta em direta associacdo com a secrecdo desse
horménio, que reduz a ingestdo alimentar via multiplos mecanismos e aumenta o gasto
energético, o que tende a fazer a massa adiposa retornar ao seu "set point"”
(WAJCHENBERG, 2000). No entanto, na maioria das pessoas obesas, 0 "set point" é
diferente, talvez devido a resisténcia a acdo da leptina, ou seja, a maioria das pessoas
obesas apresentam excesso de leptina e ndo falta, sugerindo que o mecanismo seja mais
uma resisténcia a acdo deste hormdnio do que de sua falta, provavelmente devido a
dificuldade em atravessar a barreira hemato-encefalica (WAJCHENBERG, 2000).
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A leptina regula uma ampla variedade de processos comportamentais, tais como:
pressdo sanguinea, massa 0ssea, adipocitos, células musculares e fungdo imune, assim
como, a regulacdo intercelular multipla, sinalizando mecanismos que podem estar
associados com resisténcia a insulina e obesidade (BJORKMAN, 2004; OZATA et al,
1999). A concentragdo circulante de leptina, assim como a expresséo do RNAmM nos
adipocitos, pode ser influenciada pela ingestdo alimentar, por variacbes da massa
corporal, pela insulina, pelos corticosteréides e pela atividade fisica (MILLER et al ,
2004).

Ja& esta bem estabelecido que o exercicio fisico, a depender de sua magnitude, €
um importante fator para reduzir a obesidade e a adiposidade, e tem relagédo direta com a
concentracdo circulante de leptina. A pratica regular de exercicio fisico promove
alteracdes nesse hormdnio, as quais parecem responder diferentemente quanto ao tempo
de treinamento (KRAEMAR, 2005).

Em treinamentos de curta duracéo (<12 semanas), ndo houve variacoes de leptina,
apesar da reducdo na gordura corporal (HOUMARD, 2000). Por outro lado, vérios
estudos verificaram reducdes significativas na concentracdo circulante de leptina em
treinamentos de longa duracdo (>12 semanas), reforcando a importancia de um estilo de
vida fisicamente ativo em individuos obesos (HICKEY, 1997; GUTIN, 1999; OKASAKI,
1999).

2.12.2 Adiponectina

E uma proteina expressa exclusivamente pelo tecido adiposo em meados de 1990
que demonstra relevantes efeitos sobre o metabolismo (OUCHI, N. et al, 1999). Foi
sugerido que em individuos com concentracdes circulantes elevadas de adiponectina estéo
menos sujeitos ao desenvolvimento de diabetes tipo Il, quando comparados aqueles com
concentracdes reduzidas (SPRANGER, J. et al, 2003). Efeitos anti-aterogénicos também
tém sido atribuidos a essa adipocitocina (GOLDSTEIN, B.J.; SCALIA, R. et al, 2004).

A adiponectina circulante parece proteger o endotélio vascular contra a maioria
dos processos envolvidos na etiopatogenia da aterosclerose (FUNAHASHI T,
MATSUZAWA Y, KIHARA S., 2004). Em individuos que apresentaram uma reducao
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nos teores circulantes da adipocitocina, foram observadas varias disfungdes metabolicas
associadas, a maioria manifestou diabetes, hipertensdo, dislipidemia e aterosclerose
(FUNAHASHI T, MATSUZAWA Y, KIHARA S., 2004), sugerindo a existéncia de
associacdo entre hipoadiponectinemia e o estabelecimento da Sindrome Metabdlica.
(FUNAHASHI T, MATSUZAWA Y, KIHARA S., 2004). Contrariamente, TNF-a ¢ IL-6
sdo potentes inibidores da expressao e secrecdo de adiponectina (YAMAUCHI, T. et al,
2002).

2.12.3 Resistina

E uma adipocitocina recentemente identificada, pertencente a uma familia de
proteinas ricas em cisteina encontradas em regides de inflamacéo. A resistina é expressa
especificamente no tecido adiposo branco e sua secre¢do esta fortemente relacionada a
resisténcia a insulina, verificando-se aumento nas concentragdes de resistina em animais
obesos e diabéticos (STEPPAN, C.M. et al, 2001).

Ha evidéncias de que a obesidade induzida por dietas hiperlipidicas, bem como
mutac6es do gene da leptina estdo associadas com elevadas concentracfes circulantes de
resistina (SAVAGE, D.B. et al, 2001). O envolvimento da resistina no processo
inflamatdrio cronico, associado a obesidade, parece justificar a presenca dessa proteina
encontrada em regibes inflamatdrias no tecido adiposo de individuos obesos (GOMEZ-
AMBROSI, J.; FRUHBECK, G., 2001).

2.12.4 Proteina estimuladora de acilacéo (ASP)

E produzida pelo tecido adiposo, constitui adipocitocina derivada da interacdo dos
compostos conhecidos como Complemento C3, Fator B e Adipsina. Essa proteina vem
sendo reconhecida como um estimulante da sintese e acimulo de triacilglicerol no tecido
adiposo, efeitos alcancados a partir da acdo da adipocitocina em diferentes processos
celulares (CIANFLONE, K; XIA, Z.; CHEN, L.Y. ET AL, 2003). .

Embora os receptores e mecanismos de sinalizacdo mediados pela ASP ainda
sejam desconhecidos, € provavel que a proteina esteja envolvida na ativacdo do transporte
da glicose, no aumento da reesterificacdo de acidos graxos e na inibicdo da lipolise. Em

alguns estudos com individuos obesos ndo revelaram aumento significante na
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concentracdo plasmatica de ASP. Entretanto, durante o jejum ou a perda de peso, ocorre
reducdo nos teores sanguineos de ASP (CIANFLONE, K; XIA, Z.; CHEN, L.Y. ET AL,
2003).

Maslowska et al (1997) mostraram que a elevacdo da secrecdo de ASP pelos
adipécitos acompanha o aumento das concentragfes sanguineas de insulina. Outros
estudos sugerem que lipidios circulantes também estimulam a expressdo de ASP, apés
ingestdo de grande quantidade desses nutrientes. Estudos utilizando cultura de adipécitos
humanos revelaram aumento na secre¢do de ASP induzido por quilomicrons
(CIANFLONE, K; XIA, Z.; CHEN, L.Y. ET AL, 2003).

Comuzzie et al (2001), demonstraram a existéncia de correlacdo entre as
concentragdes plasmaticas de ASP e os genes que controlam os teores circulantes de
colesterol total, LDL-c e triacilglicerdis, solidificando a hipdtese de que a ASP possa

constituir elemento regulador do metabolismo lipidico em humanos.

2.12.5 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

O tecido adiposo possui varias citocinas pro-inflamatorias incluindo-se entre estas
0 Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a). Representa um produto dos macréfagos
relacionados a distdrbios metabdlicos e processos crénicos de inflamacdo (COPPACK,
S.W., 2001). InvestigacGes mais recentes tém revelado vinculo molecular mais estreito
entre TNF-a e a obesidade, verificando-se que a expressdo de TNF-a esta aumentada na
obesidade e diminui com a perda de peso corporal, melhorando a sensibilidade a insulina
(FRUHBECK G.; GOMEZ-AMBROSI J.; MURUZABAL F.J.; BURRELL M.A., 2001).

Triacilglicerdis e acidos graxos livres parecem exercer forte influéncia na inducéo
da expressao de TNF-a. Ha ainda indicios de que o aumento da expressao génica de TNF-
a no tecido adiposo bem como a sua elevada concentracdo plasmatica poderiam induzir a
obesidade, em parte por alterar a liberacéo na circulacdo de outras adipocitocinas, como o
inibidor do ativador de plasminogénio-1 (PAI-I) e a adiponectina (MORIN, C.L.;
ECKE,L R.H.; MARCEL, T.; PAGLIASSOTTI, M.J., 1997).

2.12.6 Interleucina-6 (I1L-6)
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O tecido adiposo humano produz quantidades elevadas de interleucina-6 (IL-6).
Essa secrecdo pode representar cerca de 10 a 30% dos teores circulantes dessa citocina
multifuncional também produzida por outros tipos de células (VAN SNICK, J., 1996). O
tecido adiposo visceral produz e secreta trés vezes mais IL-6 do que o subcutaneo
(FRIED, S.K.; BUNKIN, D.A.; GREENBERG, A.S., 1998).

O conteudo plasméatico de IL-6 apresenta-se positivamente relacionado ao
aumento da massa corporal e, inversamente, a sensibilidade a insulina, TNF-q,
glicocorticdides e catecolaminas, representam alguns importantes moduladores da
expressdo de IL-6 pelo tecido adiposo (FRIED, S.K.; BUNKIN, D.A.; GREENBERG,
A.S., 1998).

De acordo com Nonogaki et al (1995) o impacto metabdlico produzido pelo
aumento da expressdo de IL-6 nos depositos corporais de gordura, pode ser de crucial
importancia na patogenia da obesidade. O conteudo plasmatico aumentado de IL-6
poderia estimular a sintese hepatica de triacilglicerol, contribuindo para a

hipertrigliceridemia associada a obesidade visceral.

Segundo Haddy et al (2003) citocina e mediadores inflamatorios tais como: o

TNF-a e as moléculas de adesao e selectina.

2.12.7 Grelina

Outro horménio recentemente descoberto que participa da regulagcdo do balanco
energético é a grelina, um peptideo gastrico composto por 28 aminoacidos, que estimula a
secrecdo do hormdnio do crescimento e aumenta a adiposidade. A grelina induz
fortemente a liberacdo do horménio de crescimento, ativando regiGes hipotalamicas
especificas (PINKNEY & WILLIAMS, 2002).

O horménio grelina é produzido principalmente no estdbmago e por células
neuroendocrinas funcionando como um sinalizador orexigeno, realizando uma ligacédo
entre o trato gastrintestinal e o cérebro. A producdo gastrica deste hormdnio é regulada
através de fatores nutricionais e hormonais. Dentre os sinais inibitérios, estdo a leptina, a
interleucina-1p, o hormdnio de crescimento e a dieta hiperlipidica; por outro lado, a dieta

hipoprotéica promove elevagdo da concentracdo plasmatica de grelina (SHINTANI et al.
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2001). Ela funciona como um "iniciador da refeicdo”, seus niveis se elevam uma a duas
horas antes de uma refeicdo, retornando os valores normais logo apés a refeicdo
(CUMMINGS et al., 2001; DATE et al., 2002).

A concentracdo plasmatica de grelina aumenta progressivamente durante o jejum e
diminuem até uma hora apds a alimentacdo. A elevada concentracdo plasmatica de
grelina pode ativar a ingestdo alimentar, isso foi confirmado em diversas pesquisas com
roedores, nos quais a administracdo central (intracerebroventricular) e periférica
(subcuténea e intraperitoneal) de grelina induziu a obesidade, devido ao aumento da
ingestdo alimentar e diminuicdo da oxidacdo lipidica (HINNEY et al., 2002). Estudos
recentes em humanos tém demonstrado que a concentracdo plasmatica de grelina esta
inversamente relacionada ao percentual de gordura corporal, ou seja, em individuos
obesos a concentragdo plasmatica de grelina apresenta-se bastante diminuida (TANAKA
et al., 2002).

English et al. (2002), demonstraram que apds a ingestdo alimentar a concentracao
plasmatica de grelina ndo diminuiu em individuos obesos. Isto poderia ocasionar um
aumento do consumo alimentar, sugerindo que a grelina pode estar envolvida com a
fisiopatologia da obesidade. Tanto a leptina quanto a grelina séo fatores relacionados com
funcbes enddcrinas de sinalizacdo central e participam da regulacdo da ingestdo
alimentar, no entanto possuem fungbes antagbnicas. O horménio grelina estimula e a
leptina inibe o apetite. A andlise das concentracfes plasmaticas demonstrou que as
secrecOes destes hormdnios sdo sincronizadas e que ocorrem de forma pulsatil
(BAGNASCO et al., 2002).

2.13 As fontes lipidicas dos alimentos

Os lipidios representam a fonte de energia mais concentrada do organismo, 1g de
lipidio libera 9 kcal, enquanto 1g de glicidio, libera 4 kcal. Grande parte dos lipidios é
ingerida na forma de triglicerideos que compreendem uma molécula de glicerol mais trés
de &cidos graxos ligados a ele. A composicdo desses acidos graxos caracteriza 0S
triglicerdis. (MURRAY et al, 2002).
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Os lipidios sdo um dos componentes essenciais da dieta, pois: fornecem energia;
contém acidos graxos essenciais, precursores de eicosandides, que ndo sdo produzidos
pelo organismo; auxiliam no transporte e na absor¢do das vitaminas lipossollveis A, D, E
e K pelo intestino (LEHNINGER e NELSON, 2002; CURI et al, 2004). Eles
desempenham fungbes importantes no organismo como: constituintes de membrana,
isolantes térmicos, armazenamento e fornecimento de grandes quantidades de energia
potencial para o trabalho biolégico (MURRAY et al, 2002).

Os triglicerideos fornecem mais que o dobro de energia por peso que 0S
carboidratos ou as proteinas, apresentando uma reserva de 50.000 a 60.000 kcal em todo
o0 organismo (PHITON-CURI et al, 2004). Porém, os triglicerideos sdo menos eficientes
como combustiveis corporais que os carboidratos, por serem mais dificeis de serem
decompostos (MURRAY et al, 2002).

Ha os triglicerideos intramusculares que se armazenam como globulos na fibra
muscular, com uma reserva energética de 2.000 a 3.000 kcal, colocando esta grande fonte
de energia mais proxima dos locais de oxidagdo, ou seja, as mitocéndrias. Contudo,
pouco se sabe sobre a utilizacdo dessa fonte de energia durante o exercicio ou como
ocorrem as modificacGes nessas reservas energeticas em resposta ao treinamento agudo
ou cronico (PHITON-CURI et al, 2004).

Os é&cidos graxos apresentam em suas extremidades grupamentos funcionais
carboxila (COOH) e metil (CH3), ligados a uma cadeia carbbnica, a qual pode variar
conforme o nimero de insaturacGes em: Saturados, Monoinsaturados e Poliinsaturados; e
ainda, quanto ao comprimento da cadeia em: curta, média e longa (LEHNINGER e
NELSON, 2002).

Variacdes no comprimento, insaturac@es e arranjo estrutural, conferem aos acidos
graxos diferentes propriedades fisicas, quimicas e biologicas (MURRAY et al, 2002).
Dentre os acidos graxos que compdem os triglicerideos, os Poliinsaturados (PUFAS),
classificados por terem duas ou mais insaturacfes, estdo presentes nos 0leos vegetais.
Entretanto, mais de 95% dos 6leos comestiveis sdo constituidos por triacilglicerideos,
aléem desses, os 6leos podem conter outros componentes como: mono e diglicerideos,

acidos graxos livres, tocoferol, esterois e vitaminas lipossoliveis (FARIA et al, 2002).
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Os &cidos graxos mais comuns nos alimentos apresentam nimero par de 4&tomos de
Carbono, de 12 a 22 C. Nos alimentos preparados ha também &cidos graxos mais curtos,
mais compridos e com numero impar de Carbono (SALEM, 1999).

Os é&cidos graxos saturados sdo encontrados, predominantemente, em alimentos de
origem animal como: carne, ovos, queijo, leite e manteiga, € nos de origem vegetal,
como: 6leos de cbco e dendé, além dos produtos vegetais hidrogenados (SALEM, 1999).
Exemplificando, tem-se os acidos graxos Caprilico (C8:0) e o Céprico (C10:0), presentes
em Oleos de cbco e dendé; o Palmitico (C16:0) e o Estearico, encontrado nas gorduras (
CARVALHO et al, 2002).

O é&cido graxo Oleico (C18:1) é o0 mais comum acido graxo monoinsaturado
(MUFA) presente na maioria das gorduras animais: aves, carne bovina e cordeiro, e,
também em azeitonas, sementes e nozes ( SALEM, 1999). Os PUFAs séo classificados
nas séries dmega 9 (n-9), dmega 6 (n-6) e 6mega 3 (n-3). A diferenca entre eles estd na
posicdo da primeira dupla ligacdo. O &cido Linoléico (C18:2) é expoente da série (n-6) e
estd presente nos Oleos vegetais como: dleo de girassol, milho, soja, algoddo, etc.
(SALEM, 1999). O acido Linolénico (C18:3) da familia n-3, muito encontrado em

sementes oleaginosas como: canola, soja e linhaca (SALEM, 1999).

Nos vegetais como: algas, microalgas e fitoplancton e em animais de origem
marinha, como: peixes e crustaceos hd outros &cidos graxos que apresentam maior
numero de Carbono e com maior quantidade de dupla ligacdes, os quais pertencem a série
n-3, como: Acido Eicosapentaendico (EPA, C20:5) e o Acido Docosahexaendico (DHA,
C22:6) (GIBSON, 2004). A formacdo desses PUFAs n-3, pelas algas marinhas, e sua
transferéncia da cadeia alimentar aos peixes, favorecem sua abundancia em Gleos de
peixe de origem marinha (GIBSON, 2004).

2.14 Consumos de gorduras na atualidade

Os habitos alimentares contemporaneos foram alterados em consequencia do estilo
de vida da populacdo. O processo de industrializacdo e os avancos tecnoldgicos
implicaram na modificacdo das estruturas familiares e influenciaram na desestruturacdo

das refeicdes (PROENCA, 2002). De acordo com os dados da Pesquisa de Orgcamento
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Familiar (POF 2002-2003) realizada em todo Brasil (IBGE, 2005) a proporg¢éo de calorias
lipidicas no meio urbano, j& se aproxima do limite méximo de 30% fixado pelas
recomendac¢des nutricionais. O excesso de gordura decorre em maior parte de Gleos e

gorduras vegetais como: 6leo de soja e margarina na dieta urbana. (FRANCO, 2007).

O National Cholesterol Education Program (NCEP, 2001) recomenda para um
estilo de vida saudavel e prevencdo de doencgas cardiovasculares, a ingestdo de 25 a 30%
de gordura do total caldrico/dia, sendo: menos de 7% de gorduras saturadas; até 10% de
gorduras poliinsaturadas; 20% de gorduras monoinsaturadas e menos de 200mg/dia de
colesterol, uma vez que as caracteristicas da dieta podem exercer influéncia decisiva
sobre o0 estado de satde dos individuos (MONDINI e MONTEIRO, 2005). Pois, ha uma
relacdo desses nutrientes com o desencadeamento de doengas degenerativas nao
transmissiveis (SALGADO, 2000).

2.15 Importancia fisiologica e nutricional dos lipidios

Os lipidios formam um grupo de compostos cuja natureza quimica é extremamente
variada, sendo soluveis em solventes organicos e insoliveis em agua. De modo geral, a
gordura da dieta no organismo desempenha diversas funcdes bioldgicas importantes, entre
as quais, fornece e armazena energia, promove protecdo e estrutura celular. Compostos
classificados como lipidios atuam como mediadores da funcdo celular (COSTA e SILVA,
2002).

Os lipidios desempenham outras funcées, servem como veiculo para a mobilizacdo
de vitaminas lipossoliveis (A, D, E e K) e fornecem os acidos graxos poliinsaturados
essenciais porque ndo podem ser sintetizados no organismo devido a auséncia das enzimas
D12 dessaturase e D15 dessaturase, desse modo devem ser fornecidos por meio da dieta
(GIBSON, 2004).

Os PUFAs provenientes da dieta sdo emulsificados no estbmago. No duodeno, 0s
lipidios emulsificados sofrem lipdlise pela acdo da lipase pancreatica. Os produtos da
hidrolise lipidica (colesterol livre, monoglicerideos e acidos graxos) sdo solubilizados
pelos sais biliares de forma a permitir a movimentacdo mais rapida para os pontos de
absorcédo (GUYTON e HALL, 1997).



45

Os PUFAs sdo absorvidos, acilados e incorporados em glicerolipideos na mucosa
intestinal, transportados atraves da linfa e da circulagdo sanguinea sob a forma de
quilomicrons, lipoproteinas ricas em triglicerideos, sintetizados no enterdcito. Estas
lopoproteinas sdo posteriormente hidrolisadas nos tecidos periféricos e no figado,
liberando acidos graxos, que serdo captados pelo figado (GUYTON e HALL, 1997).

Os é&cidos graxos enddgenos e exogenos e o colesterol sdo incorporados em
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDLS), as quais sdo secretadas na circulacdo e
transportadas para os tecidos periféricos, onde, via lipase lipoprotéica fornecem acidos
graxos para os tecidos. Por outro lado, as lipoproteinas de baixa densidade (LDLSs) séo
potencialmente aterogénicas, sendo que grande parte delas é removida pelos receptores
hepaticos de LDL (receptores B e E) (LEHNINGER e NELSON, 2002).

Esse é um dos mecanismos propostos para acao dos acidos graxos saturados, o que
pode inibir a remogdo plasmatica da particula de LDL e também aumentar os niveis de
triglicérides no plasma, o que parece decorrer de estimulo na secrecdo hepética de
triglicerideos sob a forma de VLDL (LEHNINGER e NELSON, 2002).

Apos a digestdo, os PUFAs absorvidos nas células e tecidos sao acilados e passam a
construir lipideos estruturais de membrana, e no caso do acido linoléico (18:3; n-3), podem
ser dessaturados e elongados a acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, com 20 ou
mais atomos de Carbono. Tal processo é realizado por sucessivas etapas que envolvem
elongamento e dessaturacdo da cadeia carbbnica dos acidos graxos (DOMMELS et al,
2002).

Todo &cido graxo poliinsaturado derivado das familias n-9, n-6 e n-3, pertencera as
suas familias de origem (HONSTRA, 2001). O acido linoléico pode ser metabolizado em
outros acidos n-6, incluindo os acidos y-linolénico, dihomo vy-linolénico e araquidénico. O
acido o-linolénico é metabolizado em outros da série n-3, entre eles o acido
eicosapentaendico (EPA) e acido docosahexaendico (DHA). Este processo metabdlico é

mediado pelas enzimas elongases e dessaturases (MURRAY et al, 2002).

Os &cidos linolénico (C18:3n-3) e 0 linoléico (C18:2n-6), apesar de pertencerem a

familias distintas , requerem as mesmas enzimas para seu metabolismo e portanto,
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competem entre si, especialmente no passo limitante da reacdo de dessaturacdo, ao nivel de
A6 dessaturase, essa enzima tem maior especificidade pelos acidos graxos 6mega 3, assim,
necessita de menores quantidades destes &cidos que o émega 6 para produzir a mesma
quantidade de produto (FACIOLI e BARRERA, 2001).

Dessa forma, o excesso de um pode interferir no metabolismo do outro (FARIA et
al, 2002; BALCAO et al, 1998). E provéavel que exista uma proporcdo maior de acido
linoléico comparado ao a-linolénico, ndo subestimando a necessidade do equilibrio entre o
aporte dos dois &cidos graxos através da dieta. Pois, um excesso de &cido linoléico vai
impedir a transformagdo do o-linolénico em seus derivados EPA e DHA. O mesmo
acontecerd no caso contrario, onde um menor consumo do &cido linoléico leva a
diminuicdo da formacdo do seu derivado, o acido araquidénico (MORETTO e FETT,
1998).

2.16 Resposta imunologica

O sistema imunoldgico protege o individuo através de diferentes mecanismos
celulares e moleculares que sdo projetados para identificar as suas proprias células e
substancias, mas também para detectar e destruir organismos estrangeiros e seus produtos
(MCHEYZER-WILLIAMS, 1997; ABBAS, JANEWAY, 2000).

Quando o organismo € invadido por um agente infeccioso, o sistema de defesa
local pode ser suficiente para impedir a replicacdo e a disseminacdo do agente infeccioso,
impedindo, portanto, o desenvolvimento da doenca. Neste mecanismo de defesa organico
a celula implicada inicialmente é o macrofago (UTHAISANGSOOK et al, 2002;
PEAKMAN e VERGANI, 1999; CHANDRA, 1997). Esses elementos inatos atuam como
a primeira linha de protecdo e retardam o estabelecimento da manifestacdo infecciosa
(CHANDRA, 1997).

A resposta imune é fundamental na defesa contra agentes infecciosos e se constitui
no principal impedimento para a ocorréncia de infeccdes locais e disseminadas. Sabe-se
que para a quase totalidade das doencas infecciosas, o nimero de individuos expostos a

infeccdo é bem superior ao dos que realmente apresentam doenca, indicando que a
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maioria das pessoas tem condicGes de destruir esses microorganismos e impedir a
progressao da infecgdo (JANEWAY, 2001).

Por outro lado, as deficiéncias imunoldgicas, sejam da imunidade inata
(disfuncbGes de células fagociticas e deficiéncia de complemento) ou a imunidade
adaptativa (deficiéncia de producdo de anticorpos ou deficiéncia da funcdo de células T),
séo fortemente associadas com aumento da susceptibilidade a infecgdes (MACHADO et
al, 2004).

Os processos imunoldgicos envolvidos na defesa do organismo sdo afetados pelo
estado nutricional. Assim, um desequilibrio cronico entre ingestdo e gasto energético
conduz a situagdes de obesidade, que podem influenciar de forma inespecifica e
especifica nas respostas imunes humoral e celular (WOMACK et al, 2007). De acordo
com Alves (2006), essas repercussdes imunologicas mais a complexa interacdo que existe
entre elas, levam o individuo obeso a modificar sua resposta imune, tanto na imunidade

inata quanto na imunidade adquirida.

A resposta imunoldgica frente as agressdes agudas e crénicas na obesidade esta
afetada devido as alteracbes das concentracbes de mediadores inflamatorios, de
populacdes linfocitarias, de células fagocitarias, de células apresentadoras de antigeno,
pela ativacdo do sistema de complemento etc. Estudo com mulheres portadoras do virus
HIV, com diferentes pesos corporais, apresentou que as associacdes entre peso e
diminuicdo das contagens de células imunes ficaram mais fortes com o aumento
(WOMACK et al, 2007).

A ativacdo do Sistema Nervoso Simpatico (SNS) e o0s eventos sequenciais do eixo
HPA parecem possuir uma relacdo intrinseca com os componentes do sistema imune, nao
S0 pela presenca de receptores hormonais em leucocitos, mas também pela relacdo
anatdmica observada entre os trés sistemas (OTTAVIANI e FRANCESCHI, 1996). As
celulas do sistema imune parecem possuir receptores para as -endorfinas, catecolaminas,
cortisol, horménio do crescimento (GH) e diversos outros mediadores envolvidos na
reacao ao estresse (GAILLARD, 1994).
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O cortisol, em pequenas quantidades, melhora a fungdo imune, pois, estimula a
migracdo de células da medula para a circulagdo, assim como, dos linfonodos para os
tecidos lesionados (BRENNER et al, 1998). Entretanto, 0 aumento da concentracdo de
cortisol no sangue pode causar linfocitopenia, monocitopenia e neutrofilia em humanos
(PEDERSEN e HOFFMAN-GOETZ, 2000).

Este hormdnio inibe a migracdo de celulas inflamatorias para locais lesionados, a
proliferacdo de linfocitos, a funcdo de macrdfagos e limita a atividade das células NK
(WOODS, 1999). Além disso, parece induzir baixa na regulacdo de receptores de
linfocitos T e aumentar a taxa de catabolismo, reduzindo as reservas de aminoacidos que
sd0 necessarios para proliferacdo de linfécitos B e sintese de imunoglobulinas
(NASCIMENTO et al, 2001). As células imunocompetentes parecem possuir ndo so
receptores hormonais, mas também a capacidade para produzir e secretar alguns
hormdnios e neuropeptideos (GAILLARD, 1994).

Os adipocitos que possuem propriedades inflamatdrias intrinsecas sao sensiveis a
agentes infecciosos e a sinais inflamatdrios mediados por citocinas, além disso, essas
células expressam receptores que sdo capazes de detectar a presenca de patdgenos e de
mediadores inflamat6rios (RAMALHO e GUIMARAES, 2008). De acordo com Bergh e
Scherer (2005) os adipdcitos podem reagir a varios mediadores inflamatorios e a diversos

componentes da parede celular de microrganismos.

Os receptores ao serem estimulados ativam diversos sinais de transducdo da
cascata inflamatoria, induzindo assim, a expressao e secrecdo de proteinas de fase aguda e
mediadores da inflamacdo (BERGH E SCHERER, 2005). Duas citocinas em especial, séo
sintetizadas e secretadas pelo tecido adiposo e que sdo: o fator de necrose tumoral alfa
(TNF- a) ¢ a interleucina 6 (IL-6), as quais estdo sensivelmente elevadas na obesidade.
Séo peptideos vasoativos, 0s quais podem contribuir para a ativacdo endotelial e o estado
pré-inflamatorio (NASCIMENTO, HABITANTE e OYAMA, 2003).

A elevada quantidade de tecido adiposo em individuos obesos tem contribuido
para uma relacdo direta entre obesidade e inflamacgdo sistémica (BERGH E SCHERER
(2005). Hotamisligil et al (1993) demonstraram pela primeira vez a existéncia de um

estado inflamatorio relacionado ao tecido adiposo e seu papel na obesidade. Observou
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ainda a expressdo da citocina pro-inflamatoria (TNF-a) no tecido adiposo branco induzida
pela obesidade, além disso, demonstrou que a elevada expressdo desta citocina contribuiu
para a resisténcia a insulina de forma sistémica e para uma relagdo direta entre obesidade
e inflamacéo sistémica (BERGH E SCHERER, 2005).

Atualmente, alguns autores relatam que a obesidade esta associada a existéncia de
uma resposta inflamatoria crénica caracterizada por uma producdo excessiva de
adipocinas, ativacdo de algumas vias de sinalizacdo pré-inflamatdria e consequentemente
a inducdo de diversos marcadores de inflamacdo (SARTIPY e LOSKUTOFF, 2003).

Os marcadores que estdo presentes em niveis elevados na obesidade sdo a proteina
C-reativa (PCR), o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), a interleucina-6 (IL-6) entre
outros. Além disso, a quantidade elevada de IL-6 circulante leva a um aumento nos niveis
séricos de PCR que em individuos obesos pode causar o diabetes tipo 2 em pouco tempo,
por contribuir com resisténcia a insulina (BARZILAY et al, 2001) .

Ha estudos que identificam células do sistema imune (mondcitos/macrofagos)
como participantes ativos na inflamacgdo induzida pela obesidade e suas complicacdes
(FERRANTE JR, 2007). A infiltracdo e elevacdo de macrdfagos no tecido adiposo branco
parecem ser multifatoriais. As vias de sinalizacdo sejam elas paracrinas, autocrinas e
enddcrinas assim como as modificacdes mecanicas (hiperplasia e hipertrofia do adipocito)

parecem possuir um papel importante nesse processo (CANCELLO e CLEMENT, 2006).

Os macrofagos pertencem ao sistema dos fagocitos mononucleares e constituem a
segunda maior populacdo celular do sistema imune. ApGs 0 contato com 0 agente
agressor, agem liberando citocinas que iniciam e amplificam processo inflamatério
(MARTON, KISS, 2000).

A atracdo e retencdo de macréfagos no tecido adiposo branco parecem estar
relacionadas com uma hipoxia do tecido adiposo. Sabe-se que a hipoxia tecidual local
induz a atracdo e manutencdo de macrofagos em alguns tumores solidos e placas de
ateroma (MURDOCH et al, 2005).

Em individuos obesos, o tecido adiposo encontra-se pouco vascularizado devido a

grande expansdo desse tecido e o consequente afastamento entre vasos e adipOcitos
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levando-os a hipoxia e posterior necrose (BELTOWSKI, 2006). Diversos autores tém
sugerido que essa hipoxia estimula a liberagcdo de citocinas pro-inflamatorias e do Fator
de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF), levando a um aumento no fluxo
sanguineo e estimulando a vascularizacdo (TRAYHURN e WOOD, 2005).

Estudos tém demonstrado que a maioria dos agregados de macréfagos no tecido
adiposo esté localizada em torno de adipécitos mortos, sugerindo que esses macrofagos
possuem uma funcdo de limpeza de células necrosadas do tecido adiposo (CINTI et al,
2005). Também foi observado um agregado de macrofagos no processo de formagao de

novos vasos em locais de inflamac&o e &reas isquémicas (CURSIEFEN et al, 2004).

Assim 0s macrofagos podem contribuir para o controle local da expansdo da
massa gorda e sua funcgéo bioldgica (CANCELLO E CLEMENT, 2006). Neste sentido, o
macrofago produz duplo efeito sobre o tecido adiposo branco, que seria um efeito
benéfico local, controlando e limitando o desenvolvimento de massa gorda e
simultaneamente um efeito deletério sisttmico através da producdo e secrecdo de
quimiocinas e citocinas inflamatérias que favorecem a geracdo e progressao das
complicages relacionadas a obesidade (PERMANA et al, 2006).

Doencas como a aterosclerose, sdo iniciadas apos ativacdo de macrofagos locais,
na parede dos vasos. Por definicdo sdo doencas inflamatérias o que demonstra a
importancia do papel dos macréfagos neste tipo de patologia e por serem também, as
principais fontes das citocinas pré-inflamatorias. Estdo envolvidos na resposta
imunologica inespecifica através da liberacdo de citocinas que iniciam 0 processo
inflamatdrio e participam também da resposta especifica como células apresentadoras de
antigeno (MARTON e KISS, 2000).

2.17 Microbiota oral

Um parasita € um organismo que habita a superficie ou o interior de outro
organismo vivo, a fim de encontrar o ambiente e as condi¢cdes necessarias ao seu
crescimento e reproducdo. Cada categoria de microrganismo apresenta caracteristicas
proprias que determinam formas de relacdo com os hospedeiros e, assim, levam as

caracteristicas das doencas causadas pelos organismos. Se o parasita lesar o hospedeiro
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em grau suficiente, os disturbios resultantes manifestar-se-d0 sob a forma de doenca
(JAWETZ et al, 1991).

Porém, nem sempre 0s microrganismos sdo maléficos ao hospedeiro, algumas
espécies apresentam beneficios a satde. A superficie das mucosas e da pele do organismo
humano é colonizada por uma microbiota caracteristica. Esta faz parte dos constituintes
da resposta imune inata. Poucas regides do organismo ndo apresentam microrganismos;
como exemplos tém-se a laringe, o cérebro e os 6rgdos internos. A microbiota normal, os
organismos que vivem no nosso corpo sem causar doenca, € imprescindivel para a

protecdo contra o estabelecimento de micrébios patogénicos (MANDELL et al, 2005).

Os microrganismos encontrados constantemente nas superficies corporais sdo
comensais. Seu desenvolvimento em uma determinada area depende de fatores
fisiologicos como temperatura, umidade e da presenca de certas substancias nutritivas e
inibitorias. Sua presenca em certas regides desempenha um papel definido na manutencéo
da satde (BURTON, ENGELKIRK, 2005).

Nas mucosas e na pele, a microbiota endégena pode impedir a colonizacao por
microrganismos patogénicos e possivel doenca. Quando o numero habitual de
microrganismos residentes estd muito reduzido, os invasores oportunistas podem, entéo,
se estabelecer mais facilmente (BURTON, ENGELKIRK, 2005).

O feto é normalmente asséptico, in utero. Durante e apds 0 nascimento, um recém-
nascido é exposto a muitos microrganismos de sua mae, do alimento, do ar e de tudo com
que ele entra em contato. Tanto os micrébios benéficos quanto os nocivos se instalam na
pele, em todas as partes abertas do corpo, bem como nas membranas mucosas da boca,
anus e trato urogenital. Nestas areas, a umidade e o ambiente aquecido fornecem
excelentes condicBes para o crescimento. Durante a infancia a populacdo bacteriana
aumenta. As proporcdes dos microrganismos cultivaveis predominantes na area do sulco
gengival de criancas em idade pré-escolar assemelham-se bastante aquelas encontradas
em adultos. (JORGE, 1998).

Na cavidade oral, por exemplo, é encontrada uma das mais concentradas e

variadas populacdes microbianas, cuja localizacdo principal estd no dorso da lingua, no
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sulco gengival e na placa dental coronariana (LINDHE, 2005). Estima-se que a saliva
contém 10° bactérias/mL e as placas dentais, 10™ bactérias/mL. Sendo entdo a microbiota
da cavidade oral um 6timo local de estudo da imunidade inata formada pelas bactérias
saprobias (GUTIERREZ et al, 2003). .

2.18 Obesidade, imunidade e doenca

A obesidade esté a tornar-se um motivo de preocupacgdo em pacientes criticamente
doentes. Estudos clinicos e epidemioldgicos mostram que a incidéncia e a gravidade das
doencas infecciosas sdo maiores em individuos obesos quando comparadas a pessoas
magras (FASOL et al, 1992; GOTTSCHLICH et al, 1993; MOULTON, 1994;
STALLONE, 1994).

A obesidade tem sido identificada como um fator de risco de infeccdo e
bacteremia quando comparados com pacientes com peso adequado (GOTTSCHLICH et
al, 1993). Também ha relatos da deficiéncia na producdo de anticorpos apds vacina de
hepatite B (WEBER et al, 1986). Apesar das evidéncias destes dados de
imunocompeténcia em humanos, ainda ha poucos estudos relacionando a resposta imune
de obesos e eutréficos, e 0s que existem mostram apenas uma pequena gama de analises
imunologicas (NIEMAN, et al, 1999).

Chandra e Kutty (1980) constataram que 38% das criangas e adolescentes obesos
apresentaram um comprometimento da resposta imune mediada por células, tais como:
atraso na hipersensibilidade cutdnea e uma reducdo na capacidade de leucdcitos

polimorfonucleares em matar bactérias intracelulares.

Outro estudo experimental sobre a influéncia da obesidade na resposta imune em
uma populacdo adulta indica que a obesidade esta relacionada com a elevacdo de
leucacitos e linfocitos, que foram acompanhadas de maior fagocitose por mais mondcitos
e granuldcitos. Os autores deste estudo sugerem que o colesterol sérico, triglicérides e
glicemia podem estar relacionados a prejuizos em varios aspectos da imunidade
(NIEMAN et al, 1999).

2.19 Sedentarismo e excesso de peso
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Nas Ultimas décadas, o sedentarismo também tem sido considerado como
epidemia global. Nos paises desenvolvidos, os niveis de atividade fisica foram
drasticamente reduzidos, esta reducdo é observada de forma mais intensa, entre as
populacbes de mais baixa renda, estimando-se que a inatividade fisica de lazer seja
significativamente maior quando comparada com a populacdo de renda mais alta
(MOKDAD et al, 2000).

O modelo urbano atual favorece principalmente o trafego de automoveis, aliado a
inseguranca dos bairros dos suburbios, contribuindo para que as populacdes de mais baixa
renda estejam mais vulneraveis ao sedentarismo e a obesidade (EWING e CERVERO,
2001). O mesmo pode ser verificado nos paises em desenvolvimento, onde se verifica
uma tendéncia crescente a inatividade fisica recreativa, afetando também as populacGes
de renda mais baixa (JACOBY, 2004).

Diversos itens de conforto parecem contribuir de forma significativa para a
diminuicdo do gasto energético, como 0s controles remotos, telefones celulares,
elevadores, escadas rolantes, entre outros, 0s quais se tornam cada vez mais presentes no
estilo de vida moderno (KING et al, 2000). Os habitos de assistir televisao, jogar
videogame e utilizar computador, parecem desempenhar um papel importante na etiologia
da obesidade. Estudos com criangas relataram uma média de 28 h de televisdo por
semana, demonstrando uma relacdo direta com o risco de obesidade (GORTMAKER et
al, 1996).

A OMS ja reconheceu este ambiente obesogénico, como fator determinante para o
rapido crescimento da prevaléncia da obesidade e recomendou que fossem adotadas

medidas de mudanca ambiental para prevenir o ganho de peso (MARGETTS, 2004).
2.20 Exercicio fisico na prevencao da saude

O exercicio fisico, a depender de sua magnitude, parece alterar a resposta
imunologica (DRELA et al., 2004), se esta atuacdo é benéfica ou deletéria, podera
depender da intensidade, da freqiiéncia e da duracdo do esforco. Particularmente o

treinamento fisico de intensidade moderada esta associado a beneficios para a salde
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(NIEMAN, 2000) e a melhoria de muitas fungfes imunes, parecendo retardar ou prevenir

a incidéncia e a progressdo de alguns tumores (SMITH et al., 1996).

H& também relatos de uma baixa incidéncia de infec¢bes do trato respiratorio
superior em individuos que se exercitavam regularmente (HEATH et al., 1991). A relacdo
entre exercicio fisico e saide vem se consolidando nos dltimos anos. Encontra-se na
literatura diversos trabalhos relacionando os efeitos do exercicio fisico com as fungdes do
sistema imunolégico (NIEMAN et al, 1990a; NIEMAN et al., 1990b; FITZGERALD,
1991; HEATH et al., 1991; BLANNING et al., 1998).

Ferry et al (1993) observaram um aumento no percentual de linfocitos TCD4" em
animais treinados quando comparados aos seus pares sedentarios. Em animais treinados e
posteriormente inoculados com o tumor de Walker-256, foi observado um aumento da
funcdo linfocitaria e da atividade fagocitica de macrofagos (BACURAU et al, 2000).
Nascimento et al (2004) observaram em ratos treinados (6 semanas de natacdo), um

aumento na taxa de fagocitose de macrofagos.

Assim, o treinamento fisico de intensidade moderada parece promover adaptacdes
fisiologicas e imunoldgicas que repercutem de forma positiva no organismo, enquanto
que o treino intenso parece enfraquecé-lo (NEHLSEN-CANARELLA, 1998; PYNE e
GLEESON, 1998; PEDERSEN E HOFFMAN-GOETZ, 2000).

Durante o exercicio verifica-se um aumento nas concentracdes de dopamina e
noradrenalina em nivel cerebral. Em consequéncia, ha secrecdo de hormdnio liberador de
corticotrofina (CRH) em nivel hipotalamico. A corticotrofina (ACTh) e as p-endorfinas
sdo entdo liberadas pela pituitaria anterior. A descarga de ACTh estimula o cortex adrenal

a produzir glicocorticéides e aminas biogénicas (BRENNER et al., 1998).

Do exposto, depreende-se que a obesidade e a atividade fisica podem modificar a
resposta imunologica. Estudos experimentais em ratos demonstram que, a desnutricdo no
periodo neonatal, periodo critico de crescimento e desenvolvimento do animal, pode
mesmo apds uma adequada alimentacdo, favorecer a um estado de obesidade, no animal

adulto. Assim, sdo poucos os estudos sobre os eventuais efeitos da desnutricdo imposta no
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inicio da vida, seguida de longo periodo de recuperacao nutricional na fungdo imune e na
predisposicdo a obesidade (PEDERSEN E HOFFMAN-GOETZ, 2000).

S80 escassos 0s estudos que associam fatores como a dieta hiperlipidica
(obesidade), a resposta imunoldgica e o efeito da atividade fisica. Assim, estudos que
visem a analisar esses fatores isolados e a associacao entre eles sdo de grande relevancia
uma vez que a obesidade leva a outras patologias e atualmente é endémica
principalmente, em nossa regido (PEDERSEN E HOFFMAN-GOETZ, 2000).
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3 METODOS
3.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo experimental, prospectivo, pareado e aleatério.
3.2 Animais

Foram utilizados 40 ratos machos, albinos, da linhagem Wistar, com 21 dias de
vida, provenientes da col6nia do Biotério do Departamento de Nutricdo da Universidade
Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos em biotério em gaiolas individuais,
metabdlicas, contendo um animal por gaiola a uma temperatura constante de 23+1°C, em
ciclo claro/escuro de 12/12 horas (claro: 7as 19h; escuro: 19 as 7 horas), tendo acesso

livre & agua e a racao.

Os animais foram obtidos acasalando-se machos e fémeas com idades entre 90 e
120 dias, na proporcdo de um macho para trés fémeas, por um periodo de 16 dias. Estes
animais eram mantidos em biotério em gaiola de metileno com tampa de arame zincado,
contendo no maximo 3 animais por gaiola, em ciclo claro/escuro de 12 em 12 h a uma
temperatura constante de 23+1°C (HARKNESS, 1993).

O diagndstico da prenhez foi feito pela observacdo do crescimento do ventre. As
ratas prenhas eram separadas das demais e colocadas em gaiolas individuais. Um dia apds
0 nascimento, a ninhada foi padronizada em seis filhotes machos por mae, pois, este
namero parece conferir maior potencial lactotrofico (FISHBERG e RASMUSSEN,
1987). Durante o periodo de aleitamento (21 dias) as ninhadas foram pesadas diariamente.
Apols o desmame, no 22° dia de vida, os animais foram divididos em dois grupos,

segundo o regime dietético empregado:

1) Hiperlipidico (H) — constituido por 20 filhotes alimentados com dieta
hiperlipidica palatavel, por 18 semanas (TABELA 2);
2) Controle (C) — constituido por 20 filhotes alimentados com Labina, dieta

adotada como padrdo pelo biotério, por 18 semanas (TABELA 2).
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Os ratos de cada grupo foram pesados em dias alternados e os comedouros foram
pesados diariamente. Durante o periodo de experimentagdo os animais foram mantidos
em gaiolas metabdlicas individuais, em ambiente com temperatura constante de 23+1°C,
com foto periodo artificial de 12/12 horas. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de
Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Pernambuco, e seguiu as normas sugeridas pelo Comité Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

3.3 Grupos experimentais

CONTROLE
n=20
I |
| 1 | |
CONTROLE CONTROLE
NAO TREINADO TREINADO
n=10 n=10

Figura 1. Organograma geral da distribuicdo dos grupos.
3.4 Evolucédo ponderal

O peso corporal de todos os animais foi aferido diariamente do primeiro dia de
vida até o final do periodo de aleitamento (21 dias), a fim de identificar possiveis
anormalidades de peso corporal antes da imposi¢cdo das dietas. Assim, foram escolhidos
animais com pesos equivalentes para formarem os distintos grupos. Apds o desmame até

o final da administracdo das dietas, a pesagem foi realizada em dias alternados.

3.5 Consumo alimentar e calérico

Com a finalidade de identificar o consumo alimentar e calérico dos grupos H e C,
ao iniciar o periodo de consumo das dietas, os animais foram acondicionados em gaiolas
metabolicas proprias para este fim, por 90 dias. Durante este periodo, a dieta

disponibilizada, o rejeito limpo e o rejeito sujo foram pesados diariamente. Para calculo
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do consumo alimentar foi aplicada a seguinte formula: Consumo A= dieta oferecida-

dieta rejeitada* (*Dieta rejeitada = rejeito limpo + rejeito sujo).

O consumo calérico foi identificado com base no consumo alimentar diario e na

quantidade de calorias de cada dieta.
3.6 Dieta hipercaldrica e hiperlipidica

A dieta hipercaldrica e hiperlipidica, previamente padronizada, consistiu de uma
mistura de alimentos hipercal6ricos descrita e utilizada por Estadella et al (2004) e
Duarte et al (2006). E composta por racdo comercial Labina, amendoim torrado,
chocolate ao leite e biscoito maisena, na proporcao 3:2:2:1. Destes constituintes, a racéo,
0 amendoim e o biscoito foram moidos em trituradores elétricos, enquanto o chocolate
foi derretido em banho Maria. Todos os ingredientes foram misturados até formarem
uma massa que foi posteriormente aquecida em estufa e oferecida na forma de péletes.
Em média, eram confeccionados quatro quilos desta dieta por semana. A densidade
calorica encontrada para a dieta hiperlipidica palatavel foi de 4,8 kcal/100g (24,5% de
Lipideos), enquanto que a dieta padrao apresentou 2,7 kcal/100g (4% de Lipideos).

Tabela 2. Ingredientes necessarios para confeccao de 4,0 kg de dieta hipercal6rica.

INGREDIENTES QUANTIDADE
Racédo Labina 1,5 kg
Amendoim torrado 1,0 kg
Chocolate ao leite 1,0 kg
Biscoito Maisena 0,5 kg
Total 4,0 kg

Figura 2. Ingredientes da dieta hipercalérica e hiperlipidica
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Figura 3. Dieta hipercaldrica e hiperlipidica pronta

Tabela 3. Composicdo centesimal das dietas padrao e hiperlipidica

NUTRIENTES/ DIETA DIETA
CALORIAS PADRAO HIPERLIPIDICA
Proteinas (g/100g) 23,0 17,93
Lipidios (g/100g) 4,00 24,50
Carboidratos (g/1009) 63,0 47,18
Cinzas (g/100g9) - 3,62
Umidade e substancias volateis (g/100g) - 6,77
Calorias (kcal/100g) 275,00 480,94

3.7 Treinamento fisico moderado

Aos 90 dias de vida, os animais de cada grupo foram subdivididos em 2 grupos,
formando um total de 4 grupos, compostos por 10 animais cada: Grupo Hiperlipidico
(H)(n=10), Grupo Hiperlipidico Treino (HT)(n=10), Grupo Controle(C)(n=10), e Grupo
Controle Treino (CT) )(n=10). Os animais do grupo treino foram submetidos a natacédo (8
semanas, 5dias/sem, 45min/dia). Uma hora antes do primeiro treino e vinte e quatro horas
apos a Ultima sessdo de treino foram coletadas amostras de sangue, através de uma

pequena incisdo na ponta da cauda dos ratos.
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SEMANAS DIAS TEMPO (min) SOBRECARGA (%)
1 1 10 N A h
2 20 E D
3 30 N A
4 40 H P >
5) 45 U T
M A
A
,
A
O
2 Todos 45 1%
3 Todos 45 2%
4 Todos 45 2%
5 Todos 45 3%
6 Todos 45 3%
7 Todos 45 4%
8 Todos 45 4%
Figura 4. Protocolo de Natacdo (8 semanas — 5 dias/semana — 45 min/dia)

(Nascimento et al, 2001; modificado por Porto, 2009)

Assim, formaram-se os grupos: 1. Hiperlipidico (H); 2. Hiperlipidico Treino (HT); 3.
Controle ( C) 4. Controle Treino (CT).
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Figura 5. Tanque de natagdo (visdo Figura 6. Tanque de natagdo (visdo
externa). interna).

Figura 7. Colocacdo de peso na cauda. Figura 8. Rato em treinamento de
natagdo.

Figura 9. Rato em controle de estresse aquatico. Figura 10. Rato em aquecimento pods-
treino.



62

3.8 Microbiota oral
3.8.1 Coleta de material para cultura

Realizou-se coleta da cavidade oral de todos os animais apds as 18 semanas de
administracdo das dietas. Cada animal foi segurado na posicdo vertical de modo que
suas patas fossem imobilizadas. A flora bacteriana oral foi coletada através de swabs
estéreis embebidos em 40 u

I de solucdo salina de NaCl 0,9%, estéril.
3.8.2 Andlise bacterioldgica

Apos a coleta, cada swab foi depositado em tubo estéril contendo 960uL de meio
de cultura BHI (Brain Heart Infusion), meio liquido enriquecido que permite o
crescimento bacteriano. Posteriormente, fazia-se a homogeneizacdo de cada uma destas
amostras. Entéo, retirava-se 1.000pL com o auxilio de alca calibrada, 1uL. Este 1uL era
semeado em placas de Petri contendo Agar-sangue e Agar-Levine, para isolamento e
identificacdo das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, respectivamente. Estas
placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 48 horas. As bactérias que
cresceram foram isoladas e, posteriormente, prepararam-se laminas para a realizacdo da
coloracdo de Gram e a partir do resultado foram realizados testes especificos. As

unidades formadoras de colénias (UFC) foram contadas e seus percentuais calculados.
3.9 Analise da série branca do sangue periférico
3.9.1 Obtencéo das células do sistema imune

Uma hora antes do inicio do primeiro treino e vinte e quatro horas ap0s a quarta e a
oitava semana de treino, coletou-se uma pequena aliquota de sangue (0,5mL) da cauda dos
animais para contagem total e diferencial de leucécitos do sangue (FIGURA 6). As

amostras de sangue coletadas de todos os grupos foram distribuidas em tubos.
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Figura 11. Coleta de sangue para contagem total e diferencial de leucdcitos.
3.9.2 Leucograma
3.9.2.1 Contagem total de leucdécitos

Para a realizacdo do leucograma (contagem total e diferencial dos leucdcitos).
Extraiu-se 0,5 mL de sangue sendo depositado em tubo de 5 mL, previamente acrescido
de 20puL de anticoagulante (EDTA — acido etileno diaminotetracético a 3%).

Os leucécitos totais do LBA foram contados ao microscopio de luz (utilizando-se
objetiva de 40 vezes) a partir de uma amostra diluida na proporcao de 1:10 em corante

Azul Tripan a 0,05%. Foi utilizada, para isto, uma camara de Neubauer.

E

Figura 12. Hemocitdmetro para contagem de leucocitos totais

Para contagem total dos leucocitos foi utilizada uma solucdo diluidora de

leucocitos, solugcdo de TURK (&cido acético a 3%). A solucdo de TURK possui a
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propriedade de destruir os eritrdcitos e corar o nlcleo dos leucdcitos. Os leucécitos foram
contados em uma cémara de volume conhecido por Hemocitdmetro ou Camara de
Neubauer (FIGURA 12) com auxilio do microscépio éptico em objetiva de imersdo
(40x). Em seguida, realizou-se a contagem de todos os leucdocitos encontrados nos
quadros marcados nas extremidades (L)

O resultado obtido utilizou a seguinte férmula:

Leucécitos /mm? de sangue = Lcx20x10

4

Onde: Lc = nimero total de leucécitos contados em 4 de mm?
4 = fator de conversio para 1 mm®
20 = fator de converséo da diluigdo utilizada

10 = fator de conversdo para 1 mm? (profundidade da Iamina)
3.9.2.2 Contagem diferencial de leucdcitos

A contagem diferencial de leuctcitos foi realizada utilizando-se a técnica de
esfregaco sanguineo. Esta técnica permite que os elementos celulares do sangue,
espalhados em camada Unica sobre a superficie de uma lamina, quando fixados e tratados
por corantes especiais, adquiram morfologia e coloracdo adequadas para o estudo
microscopico detalhado e preciso. Para isto, espalha-se uma pequena gota de sangue
colocada sobre a superficie de uma das extremidades de uma lamina e com o auxilio de

outra, inclinada a 45° em relacdo a primeira, obtém-se o esfregaco sanguineo.

Para a coloracdo utilizou-se o Kit Panotico Rapido LB — Laborclin Ltda. Este
constitui um sistema de coloracéo diferencial dos elementos figurados do sangue, onde as
estruturas celulares séo coradas nos mais diversos nuances entre o vermelho e o azul,
permitindo a identificacdo e a diferenciacdo entre elas. O kit consiste de uma solucéo

fixadora e duas solugdes corantes.

Depois de seca, a lamina foi examinada ao microscopio Optico com objetiva de

100x por imersdo. A leitura foi realizada no esfregagco sanguineo pela contagem de 100
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células. Os diferentes elementos foram contabilizados através da utilizagdo de um
contador eletronico de marca Kacil com teclas correspondentes a cada tipo de célula. A
partir dos dados obtidos foram calculados os valores absolutos e relativos para cada tipo
de célula.

3.9.3 Andlise da atividade dos macrofagos
3.9.3.1 Obtenc¢do dos macrofagos do lavado bronco alveolar (LBA)

O pulmao é um dos 6rgaos que mais sofre as agressbes de infeccdo, sendo assim,
ele foi escolhido para as analises da resposta imunologica. O LBA foi obtido com a
técnica usada por De C astro et al (1997) e Bureau et al (1997).

Ao final do periodo de treinamento (24 horas apds a Ultima sessdo de exercicio),
todos os animais foram anestesiados (uretana a 10,5% e cloralase a 0,5%) para a
realizacdo da cirurgia de traqueostomia, em seguida foi inserida na traquéia uma canula
plastica acoplada a uma seringa contendo 5mL de solucdo fisiolégica a temperatura
ambiente . Varias aliquotas de solucdo fisiologica foram injetadas, aspiradas e o material
coletado (FIGURA 13), o lavado bronco alveolar (LBA), foi depositado em tubo estéril.

O LBA recolhido foi centrifugado (FIGURAS 15 e 16). Ao final, obteve-se um

volume de 20 mL de LBA de cada animal.

Figura 13. Obtencdo dos macréfagos do lavado broncoalveolar (Traqueostomia)
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Figura 14. Lavado coletado

Figura 15. Centrifugacéo do lavado

Figura 16. Lavado centrifugado

3.9.3.2 Obtencédo da cultura de macréfagos alveolares

O LBA foi centrifugado (10 min. a 470 x g) e as células recuperadas do
precipitado (FIGURA 10). O precipitado de células obtido apos centrifugacdao do LBA foi
ressuspendido em meio de cultura (RPMI 1640, CULTILAB) suplementado com soro
fetal bovino inativado a 3% (CULTILAB), penicilina-100U/mL, estreptomicina-
100pg/mL e anfotericina B-0.25pg/mL  (SIGMA) em uma densidade de 1x10°
células/mL. As células 1x10 células/mL/poco foram colocadas em placa, com 6 pocos de

35 mm de didmetro cada, para cultura de tecido (Placas tipo Falcon). Para adesdo, as
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celulas foram mantidas na placa por 1 h a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de
CO.. As células ndo aderentes foram descartadas. Posteriormente, as células que aderiram
foram incubadas por mais 1 h em meio de cultura (RPMI 1640, CULTILAB) com

antibidticos e sem soro fetal bovino.
3.9.3.3 Taxa de fagocitose por macrofagos alveolares

Para avaliar a taxa de fagocitose foram utilizados fungos Saccharomyces sp. Os
fungos foram lavados 3 vezes com Solugdo Salina Tamponada (SST), contados 10’
células e em seguida, os fungos foram misturados na suspensdo de macrofagos
(1x10%/1mL de meio de cultura RPMI 1640 completo) recuperados do LBA. As células
(macrofagos e fungos) foram distribuidas em laminas para microscopia Optica e
incubados a 37°C, em atmosfera umida por um periodo de 1 hora. Apos este periodo as
laminas foram lavadas com SST e secadas a temperatura ambiente. Para a coloragéo, foi
utilizado o Kit Pandtico Rapido. Depois de coradas e secas a temperatura ambiente, as
laminas foram levadas para leitura ao microscopio Optico com objetiva de 100x sob
imersdo. A taxa de fagocitose foi obtida como percentual de macrofagos que englobaram

fungos em uma contagem total de 200 células.
3.9.3.4 Producéo de oxido nitrico por macréfagos alveolares

Uma vez ocorrida a adeséo celular na placa de cultivo, cada poco foi aspirado e
lavado com 1 mL de solucéo salina a 0,9%. Neste momento as células foram estimuladas
com LPS na dose de 10ug/mL. As placas de cultura retornaram a estufa para posteriores

leituras em espectrofotdmetro, com 24 e 48 horas.
- Construcao da curva padréo:

Para efetuar a dosagem de Oxido nitrico através da quantificacdo dos niveis de
nitrato das amostras foi necessario realizar uma curva padrdo (QUADRO 3). Para a
construcdo desta foram utilizados reagentes a base da solucdo de nitrato de sddio
(NaNO;) 1mM (solucdo padrdo), meio de cultura RPMI 1640 e reagente de Griess
(solucdo de revelacdo) em volumes pré-estabelecidos conforme descricdo a seguir.
Quantidades crescentes da solucdo padréo foram adicionadas ao RPMI 1640 para se obter

oito (08) soluges de diferentes concentragoes.
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Abaixo as quantidades pré-estabelecidas foram:

Tabela 4 — Construgdo da curva padrdo para dosagem de 6xido nitrico

Solucgéo padrao de Meio de cultura
nitrito de s6dio a ImM(uL) RPMI 1640(pL)

0 1000

2 998

5 995

10 990

25 975

50 950

75 925

100 900

- Processo de revelagdo da curva padrdo e das amostras:

A confeccdo da curva padrdo ocorreu nos momentos das coletas das amostras, e as
leituras tanto das amostras quanto da curva padrdo foram efetuadas ap0s o periodo de

incubacéo de 24 horas.

Para o procedimento das leituras, em espectrofotbmetro, utilizou-se um
comprimento de onda de 550 nm. Em seguida, foram retirados 500uL de cada solucéo
da curva padrdo e a mesma quantidade de amostra dos sobrenadantes das culturas de
células e misturadas a 500uL da solucdo de revelacdo, para entdo, ap6s 10 minutos ser
realizada a leitura. No grupo controle as células ndo receberam tratamento com o LPS.

Neste grupo havia apenas 2mL de RPMI 1640 e 500 pL solucéo de revelagéo.

A determinacdo espectrofotométrica dos niveis de nitrito e nitrato da curva
padrdo, assim como daqueles liberados nas amostras experimentais foram registradas em

absorvancia. A partir da determinacdo dos valores da curva padrao foi possivel converter
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os valores de todas as amostras e assim determinar a quantidade de nitrito e nitrato

liberados pelas células dos animais dos diferentes grupos.
3.10 Parametros bioquimicos

A partir do sangue coletado da extremidade da cauda do animal foram dosados
trés parametros bioquimicos do sangue: glicose, colesterol total e triglicerideos. Foram
utilizados tubos com anticoagulante fluoreto de sodio para dosagem de glicose e tubos
sem anticoagulante para quantificacdo de colesterol e triglicerideos. Apés ser coletado, o

sangue foi centrifugado para obtencéo de soro necessario para as dosagens.
3.10.1 Glicose

Para a dosagem de glicose foi utilizado o método da glicose oxidase. Consiste em
um sistema enzimatico (Marca: Doles) para determinacdo da glicose no soro. A partir do
reagente, glicose enzimatica liquida, é produzida uma coloragdo avermelhada de
intensidade proporcional a concentracdo de glicose no soro. A cor avermelhada, formada

pela reacdo, foi medida em espectrofotobmetro com absorcéo de 510 nm
3.10.2 Colesterol total

O colesterol foi quantificado atraves de determinacdo enzimatica do colesterol total
no soro (sistema enzimatico liquido da marca Doles). A coloracdo vermelha produzida pela
reacdo € diretamente proporcional a concentracdo de colesterol no soro. Para medir a

coloracdo avermelhada foi utilizado espectrofotdmetro com absorcdo de 510 nm.
3.10.3 Triglicerideos

Utilizou-se sistema enzimatico liquido da marca Doles, para determinacdo dos
triglicerideos no soro. A reacdo produz coloracdo avermelhada proporcional a
concentracdo de triglicerideos no soro. A intensidade da cor foi medida em

espectrofotbmetro com absorcao de 510 nm.

3.11 Obtencéo da gordura visceral
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A coleta da gordura visceral foi realizada apds a coleta da microbiota oral, com o
animal anestesiado por mistura dos anestésicos cloralose e uretana, em concentracfes
respectivas de 0,5 e 12,5%, via intraperitonial, na propor¢do de 1mL/100g de peso
corporal. Realizou-se uma incisdo na regido abdominal, todos os 6rgdos deste local foram

retirados e a gordura separada para posterior pesagem.

3.11.1 Extragéo e metilagéo

As andlises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratério de Experimentacdo e
Analise de Alimentos (LEAAL) do Departamento de Nutri¢cdo do Centro de Ciéncias da
Saude e a analise cromatografica no Laboratdrio de Cromatografia Instrumental, ambos
da Universidade Federal de Pernambuco.

Os extratos lipidicos obtidos foram esterificados e a andlise cromatogréafica
realizada em cromatografo a gas modelo CG Master com detector de ioniza¢do de chama,
com 22 minutos de corrida, tendo o hidrogénio como gas de arraste, numa vazado de 5
mL/min (HU e WILLETT, 2002). Para a identificacdo dos &cidos graxos foi utilizado o
padrédo de ésteres metilicos de acidos graxos auténticos (MERCK-USA), comparando-se 0
tempo de retencdo na coluna das amostras e do padrdo. Os cromatogramas foram
registrados em um software tipo Peaksimple (SRI Instruments-USA). A quantificacdo dos
acidos graxos foi determinada por normalizacdo de area, expressando-se o resultado em
percentual de cada &cido sobre o total de &cidos graxos A transformacdo da percentagem
centesimal para g/100g de amostra foi feita multiplicando a area correspondente a cada
acido (%) pelo teor de gordura da dieta analisada, dividindo este resultado por 100. Todas

as andlises espectrofotométricas foram realizadas em duplicata (HU e WILLETT, 2002).
3.12 Analise estatistica

Para a analise estatistica os dados obtidos foram classificados através do teste de
Kolmogorov-Smirnov como de distribuicdo normal (dados paramétricos) e ndo normal

(dados ndo paramétricos).

Na comparacao entre dois grupos (H e C), foi utilizado o teste t de Student para 0s

dados paramétricos.
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Para a comparacdo entre os diferentes grupos (H, HT, C, CT) foi empregada a
analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey para os dados paramétricos.
Para os dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de Mann-Whytney para os dados ndo

paramétricos.

Os resultados foram representados em média * erro-padrdo. A significancia
estatistica foi considerada, admitindo-se um nivel critico de 5%.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos com o presente estudo encontram-se relatados em trés artigos,
apresentados a seguir:

ARTIGO 1: Efeito da obesidade sobre a microbiota da cavidade oral de ratos (p. 72)

ARTIGO 2: Efeitos da dieta hiperlipidica em parametros antropometricos de ratos
adultos treinados. (p.86)

ARTIGO 3: Avaliacdo do recrutamento e fungdes de células do sistema imune em

ratos adultos obesos submetidos a natacgao. (p. 106)
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INTRODUCAO

A etiologia da obesidade é multifatorial e estd se tornando um problema de saude
publica, devido ao aumento da sua prevaléncia e a conseqliente repercussdo das suas

comorbidades *.

A crescente prevaléncia da obesidade em todo o mundo indica que aspectos
ambientais e comportamentais desempenham um importante papel como fatores causais.
As influéncias ambientais sdo varias, o percentual de gordura presente na dieta diaria e a

falta de atividade fisica sdo dois fatores importantes °.

A exposicdo de dieta hiperlipidica por um periodo prolongado resulta em balango
energético positivo e obesidade em modelos experimentais com roedores, que podem ser

considerados um adequado modelo de obesidade em humanos **.

Ratos alimentados com dieta hiperlipidica tém sido muito usados como modelo
experimental para o estudo da obesidade e do gasto energético . Nestes estudos, varios
alimentos ricos em energia sdo oferecidos ao animal, os quais podem resultar em aumento

do peso corporal e adiposidade, mas ocasionalmente esta conseqiiéncia é controversa °.

A obesidade caracteriza-se por gerar prejuizos no estado normal do organismo,
modificando completamente algumas das funcdes vitais, dentre elas o sistema imune ’,

cuja deficiéncia é acompanhada por um aumento da taxa de infeccdes ® °.

A enorme variedade de organismos que causam doencas infecciosas pode ser
agrupada em seis categorias principais: virus, bactérias, fungos, protozoarios, helmintos e
artropodes. Cada uma destas categorias apresenta caracteristicas distintas que determinam
maneiras de interacdo com os hospedeiros e, portanto, contribuem para as caracteristicas

das doencas que os organismos causam™.

Algumas espécies, entretanto, sdo positivamente benéficas a salde do hospedeiro e
fazem parte da imunidade inata. A microbiota normal, 0s organismos que vivem no nosso
corpo sem causar doenca, é imprescindivel para a protecdo contra o estabelecimento de

micrébios patogénicos .
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A microbiota enddgena inclui todos os microrganismos (bactérias, fungos,
protozoarios e virus) que residem no interior ou na superficie corporal dos seres sadios *2.
Quando o numero habitual de microrganismos residentes estd muito reduzido, os

invasores oportunistas podem ent&o, se estabelecer mais facilmente .

A cavidade oral, por exemplo, apresenta uma das mais concentradas e variadas
populagbes microbianas, cuja localizagdo principal estd no dorso da lingua, no sulco
gengival e na placa dental coronariana '*. Estima-se que a saliva contém 10° bactérias/mL

e as placas dentais, 10*" bactérias/mL ™.

Assim, o presente estudo pretende avaliar experimentalmente o efeito da obesidade
sobre a microbiota da cavidade oral de ratos. O estudo destes aspectos tem importancia do
ponto de vista experimental e clinico, devido a diversidade de reagdes do organismo,
particularmente as eventuais seqlelas sobre os mecanismos de defesa organicos
ocasionadas por modificagcdes nutricionais sofridas nas ultimas décadas, cujos alimentos
contém elevado conteddo de gorduras e calorias, estimulam o consumo, conduzindo a

obesidade.
MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados 20 ratos machos, albinos, da linhagem Wistar, provenientes da
colénia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os
animais foram mantidos em biotério, a uma temperatura de 23 + 1 °C, em ciclo
claro/escuro de 12 h (claro-7 as 19 h; escuro- 19 as 7 h), onde tiveram livre acesso a

agua e racéo.

Os animais foram obtidos acasalando-se machos e fémeas adultos, na proporcao de

um macho para trés fémeas, por um periodo de 16 dias *.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do
centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco e seguiu as

normas sugeridas pelo Comité Brasileiro de Experimentacdo Animal.
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Grupos Experimentais

Apds o desmame, no 22° dia de vida, as ninhadas foram divididas em dois grupos
segundo regime dietético empregado: Grupo Obeso - constituido por 10 animais
submetidos ao consumo de dieta hipercaldrica e hiperlipidica - e o Grupo Controle -
constituido por 10 animais alimentados com dieta utilizada como padrdo pelo biotério,
Labina- Purina do Brasil S/A.

Peso corporal

O peso corporal de todos os animais foi aferido diariamente do primeiro dia de vida
até o final do periodo de aleitamento (21 dias), a fim de identificar possiveis
anormalidades de peso corporal antes da imposicdo das dietas. Ap6s o desmame até o

final da administracdo das dietas, a pesagem foi realizada em dias alternados.
Dieta Hipercalorica e Hiperlipidica

A dieta obesogénica empregada consiste em uma mistura hipercaldrica
(normoprotéica e hiperlipidica) previamente descrita e utilizada por Estadella’’ e
Duarte'. E composta por racdo comercial LABINA®, amendoim torrado, chocolate ao
leite e biscoito maisena, na proporcdo 3:2:2:1. A densidade caldrica encontrada para a
dieta de cafeteria foi de 4,8 kcal/100g (24,5% de Lipideos), enquanto que a dieta padréo
apresentou 2,7 kcal/100g (4% de Lipideos).

Microbiota oral
Coleta de material para cultura

Realizou-se coleta da cavidade oral de todos os animais ap0s as 18 semanas de
administracdo das dietas. Cada animal foi segurado na posicdo vertical de modo que
suas patas fossem imobilizadas. A flora bacteriana oral foi coletada através de swabs

estéreis embebidos em 40 ul de solugéo salina de NaCl 0,9%, estéril.
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Analise bacterioldgica

Apds a coleta, cada swab foi depositado em tubo estéril contendo 96007 1 de meio de
cultura BHI (Brain Heart Infusion), meio liquido enriquecido que permite o crescimento
bacteriano. Posteriormente, fazia-se a homogeneizagdo de cada uma destas amostras.
Entdo, retirava-se 1ul com o auxilio de alca calibrada que era semeada em placas de
Petri contendo Agar-sangue e Agar-Levine, para isolamento e identificacdo das bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, respectivamente. Estas placas foram incubadas em
estufa bacteriolégica a 37°C por 48 horas. As bactérias que cresceram foram isoladas e,
posteriormente, prepararam-se ldminas para a realizacdo da coloracdo de Gram e a partir
do resultado foram realizados testes especificos. As unidades formadoras de coldnias

(UFC) foram contadas e seus percentuais calculados.
Obtencéo da gordura visceral

A coleta da gordura visceral foi realizada ap6s a coleta da microbiota oral, com o
animal anestesiado por mistura dos anestésicos cloralose e uretana, em concentracdes
respectivas de 0,5 e 12,5%, via intraperitonial, na propor¢do de 1mL/100g de peso
corporal. Realizou-se uma incisdo na regido abdominal, todos os orgdos deste local

foram retirados e a gordura separada para posterior pesagem.
Andlise estatistica

Na comparacdo entre os grupos, foi utilizado o teste t de Student para os dados
paramétricos e o teste de Mann-Whytney para os dados ndo paramétricos. Os resultados
foram representados em média * erro-padrdo. A significancia foi definida para
p<0,05.

RESULTADOS
Peso corporal

A parir do inicio da administracdo das dietas até as 18 semanas subsequentes, 0 peso
corporal dos animais que receberam dieta hiperlipidica ndo apresentou diferenca

significativa em relacdo aos que se alimentaram de dieta padréo (Figura 1).
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Gordura Visceral

A gordura visceral do grupo obeso apresentou peso estatisticamente maior em relacéo

ao grupo controle (Figura 2).
Microbiota oral

Apos analise do material coletado dos ratos, nos dois grupos, observou-se que a flora
oral era composta por menor nimero de bactérias no grupo obeso, quando comparado ao
grupo que consumiu dieta padrdo, porém esta diferenca ndo foi estatisticamente
significante (Figura 3).

O grupo obeso apenas ndo apresentou a bactéria Corynebacterium sp, em relacdo ao
grupo controle, porém ocorreu o crescimento bactérias ndo encontradas no controle:
Streptococcus do grupo B, Streptococcus do grupo D ndo enterococcus e Streptococcus
do grupo D enterococcus. Em ambos 0s grupos, houve crescimento apenas de um tipo
de bactéria Gram negativa, enquanto todas as outras foram Gram positivas (Tabelas 1 e
2).

DISCUSSAO

No presente estudo, adotou-se para inducdo da obesidade uma dieta hiperlipidica e
hipercaldrica imposta apds o aleitamento, com as avaliacdes sendo realizadas aos 145
dias de vida do animal. Assim, nesse estudo, 0 consumo continuo desta dieta ndo causou
aumento significativo no peso corpdreo, quando comparado ao grupo controle. Estes
dados corroboram com os de Eguchi*® ao utilizar a dieta de cafeteria por oito semanas.
Estes resultados também estdo em concordancia aqueles de Estadedella et al'’; Gaiva*;
Schrauwen e Westerterp®®, os quais verificaram que ndo houve prevaléncia ponderal em

animais de até 145 dias de idade, verificando equivaléncia ponderal intergrupos.

Os estudos relacionados a obesidade precoce sdo escassos, sobretudo aqueles que
avaliam os efeitos cronicos do consumo por mais de 15 semanas de alimentos
hiperlipidicos, resultados referentes ao peso corporal de ratos mantidos sob dieta
hipercaldrica sdo conflitantes na literatura. As diferencas encontradas podem ser devidas

tanto ao tempo de consumo utilizado quanto a composicao caldrica.
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Apesar de ndo aumentar o peso corporal, a dieta cafeteria utilizada causou maior
adiposidade da regido visceral, confirmando que a dieta é Gtil em induzir obesidade por
fator ex6geno em ratos, uma vez que a organizacdo mundial de satide? define obesidade

como anormal ou excessiva acumulagdo de gordura, apresentando risco para a saude.

Entdo, mesmo com a manutencgdo de peso corporal, diversos estudos tém empregado a
dieta hiperlipidica, que também é hipercalérica, em todos os seus constituintes, como
modelo experimental de inducdo da obesidade, uma vez que a quantidade de gordura
corporal é conhecidamente aumentada por esta dieta.

E sabido que a manipulacdo nutricional pode alterar o funcionamento de diversos
sistemas. A microbiota oral, por sua vez, é conhecida por sofrer alteragdes significativas
decorrente de modificacdes sofridas nos fatores externos, ou aqueles relacionados ao
hospedeiro e ou as bactérias 12 14 1%22 23,2425

Portanto, em conseqiiéncia a estas alteragdes, pode ocorrer um desequilibrio entre esta
microbiota e o hospedeiro, tal fato predispde a instalacdo de processos inflamatorios e/ou
infecciosos. Varios autores afirmam que sdo varios os fatores que contribuem para
mudancas na composicdo da microbiota como: determinadas caracteristicas geneticas e
raciais, idade, maturidade do sistema imune, dieta, puberdade, erupcdo dos dentes
deciduos e permanentes, higiene oral, céarie, enfermidade periodontal ou infeccéo,
diminuicdo do fluxo salivar e uso de medicacdes 2* 2% 27-28.29.30.31.

Os resultados obtidos por Porto®?, na anélise da cavidade oral de ratos, revelaram que o
grupo submetido a desnutricdo precoce no periodo de aleitamento, apresentou uma

microbiota com maior numero de bactérias, quando comparado ao grupo controle.

Os resultados mostram que uma manipulacdo nutricional anormal, ou na desnutricao
ou na obesidade, leva a uma alteracdo quantitativa e, algumas vezes, qualitativa das
bactérias da microbiota. A analise da microbiota oral obtida da cavidade oral dos animais
que participaram deste estudo, revelou que o grupo obeso apresentou reducao do nimero
de bactérias quando comparado ao grupo Controle. Este fato altera a relacdo bactéria

hospedeiro e propicia o alojamento de microrganismos patdgenos, contribuindo para
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instalagdo de um processo infeccioso, podendo este apresentar-se mais grave devido a

imunidade comprometida dos obesos.

Além da alteragdo quantitativa de bactérias da microbiota, outro fator importante é a
modificacdo do padrdo destas bactérias, ou seja, a alteracdo da distribuicdo dos diversos
géneros encontrados. A auséncia de bactérias encontradas na microbiota do grupo
controle e, principalmente, a presenca de bactérias estranhas a este grupo, revelam
mudancas na microbiota dos obesos. Estas mudangas por sua vez, podem significar um
prejuizo adicional causado pelo excesso de gordura ou, por outro lado, uma resposta

compensatéria a reducdo do quantitativo de bactérias.

Ja em relacdo ao quantitativo de bactérias Gram negativas, os resultados indicam que
a obesidade nédo é capaz de alterar este parametro, uma vez que foi encontrado apenas um
tipo de bactéria Gram negativa tanto no grupo controle quanto no obeso, o que perfaz
16,5% no primeiro e 12,5% no segundo grupo. Estes dados sdo concordantes com estudos
de Koller®, que referem até 80% de bactérias gram-positivas na microbiota normal da

cavidade oral.

De acordo com Trabulsi*®* a microbiota da cavidade oral é muito diversificada e
estima-se que a saliva contém em torno de 10°® bactérias/mL. Contudo, no presente
estudo, os resultados encontrados sobre o crescimento bacteriano foram menores, na
ordem de 10°/mL e este achado, provavelmente pode ser explicado pelo fato de néo ter

sido incluida a pesquisa de bactérias anaerdbias.
CONCLUSAO

A obesidade imposta por consumo de dieta hiperlipidica e hipercalérica a partir do
desmame até os 145 dias de vida do animal altera o padrdo e o crescimento da microbiota
oral de ratos, porém, ndo interfere na qualidade, prevalecendo eventos referentes as
bactérias Gram-positivas, o0 que segundo a literatura, facilita a penetracdo de

microrganismos patogénicos.
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RESUMO

OBJETIVO: Analisar a influéncia do consumo de uma dieta hipercalorica e
hiperlipidica sobre o ganho de peso corporal, adiposidade visceral, padréo e crescimento
de bactérias da microbiota da cavidade oral de ratos. METODOS: Apés 0 desmame, 20
ratos machos foram divididos em 2 grupos: grupo obeso, n=10, animais submetidos a
dieta hiperlipidica e hipercalorica, e grupo controle, n=10, animais alimentados com
dieta padrdo do bioterio, Labina. Cada grupo consumiu suas dietas durante 18 semanas.
Vinte e quatro horas apds o término do periodo de consumo das dietas realizou-se coleta
para analise da microbiota oral, através de swabs estéreis. Foi realizada cultura para
isolamento e identificacdo das bactérias, além da contagem das unidades formadoras de
colénias. Apds a coleta da cavidade oral, a gordura da regido visceral foi retirada e
pesada. RESULTADOS: A dieta hiperlipidica e hipercalorica utilizada ndo causou
aumento de peso corporal, porém, levou a um aumento significante de gordura visceral.
Observou-se que a flora oral dos obesos tendeu a uma diminuicdo do numero de
bactérias, e esta reducdo foi estatisticamente significante. A obesidade alterou o padréo
das bactérias encontradas na cavidade oral, modificando a frequéncia de alguns micro-
organismos e levando ao aparecimento de bactérias ndo encontradas nos animais
controles. CONCLUSAO: A ingestdo de dieta hiperlipidica e hipercal6rica por 18
semanas pode ser capaz de alterar o padrdo da microbiota da cavidade oral, modificando
assim, a relacdo dos micro-organismos ali existentes, o que facilita a entrada e a

permanéncia de micrébios patogénicos, podendo promover uma possivel infeccao.
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PALAVRAS-CHAVE: microbiota; cavidade oral; dieta hiperlipidica e hipercalérica;

obesidade; ratos.

ABSTRACT

PURPOSE: To analyze the influence of continued consumption of a high calorie and high
fat diet on body weight gain, visceral adiposity, and growth pattern of bacteria from the
oral cavity of adult rats. METHODS: After weaning, 20 male rats were divided into two
groups: obese (OG), n = 10 animals subjected to calorie and fat diet and control group
(CG) n =10, animals fed a standard diet of vivarium, Labina. Each group consumed their
respective diets for 18 weeks. Twenty-four hours after the period of consumption of diets,
there was collected for analysis of the microflora of the oral cavity, using sterile swabs.
Were performed culture for isolation and identification of bacteria, in addition to counting
colony forming units. After collecting the oral cavity, the visceral fat area was removed
and weighed. RESULTS: The high calorie and high fat diet used did not cause weight
gain, however, led to a statistically significant increase of visceral fat. After data analysis
showed that the oral flora of obese tended to decrease in the number of bacteria, and this
reduction was statistically significant. Obesity has changed the pattern of the bacteria
found in the oral cavity, modifying the frequency of some micro-organisms and leading to
the appearance of some bacteria not found in animals that received diet normocaloric.
CONCLUSION: The continued ingestion of high calorie and high fat diet for 18 weeks
may be able to change the pattern of the microflora of the oral cavity, thus altering the ratio
of micro-organisms that exist there, which facilitates the entry and residence of pathogenic

microbes, which can promote a possible infection.

KEY-WORDS: microbial; oral cavity; high calorie and high fat diet; obesity; rats.
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Figura 1. Quantidade de gordura visceral encontrada nos grupos obeso e controle,
Recife, 2010.
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TABELAS

BACTERIAS ENCONTRADAS
GRAM +

Bcillus sp

CASOS

Staphilococcus aureus

Streptococcus saprophyticcus

Streptococcus do grupo viridans

Streptococcus do grupoB

Streptococcus do grupo D ndo enterococcus

Streptococcus do grupo D enterococcus

R P N W A~ O] ©

GRAM -

Escherichia coli

Tabela 2. Diferentes bactérias e 0 nimero de casos nos 10 animais do grupo

controle, Recife, 2010.

BACTERIAS ENCONTRADAS CASOS

G RAM +

Staphilococcus aureus 10

B Bacillus sp 8
Streptococcus do grupo viridans 8
Corynebacterium sp 2
Streptococcus saprophyticcus 1
GRAM -

Escherichia coli 1
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RESUMO

OBJETIVO: Neste estudo, foram verificados os efeitos da administragdo cronica de uma
dieta hiperlipidica palatavel, para dados antropométricos: ganho de peso corporal e
adiposidade, como para dados bioquimicos: glicose sanguinea, triglicerideo e colesterol,
em ratos adultos sedentérios e treinados. METODOS: Utilizaram-se 40 ratos machos,
albinos, da linhagem Wistar, mantidos em gaiolas individuais, em ciclo claro/escuro de 12
horas, sob condi¢des padronizadas. Apos o desmame, os animais foram divididos em dois
grupos: grupo controle (C) e grupo hiperlipidico (H). A administracdo de dieta
hiperlipidica foi introduzida a partir do desmame enquanto o grupo controle foi alimentado
com dieta padrdo, Labina, durante 18 semanas. Peso corporal e consumo de ragdo foram
avaliados diariamente. Aos 90 dias de vida, metade dos animais de cada grupo foi
submetida a treinamento fisico moderado (TFM) com natagdo, constituindo-se 0S grupos:
Controle (C); Controle Treino (CT); Hiperlipidico (H) e Hiperlipidico Treino (HT). Os
animais  treinados foram submetidos a um programa de natacdo (8
semanas/5dias/semana;45 min/dia), com aumento progressivo da carga conforme o0 peso
corporal, até atingir um maximo de 4%. Vinte e quatro horas apds o ultimo treino coletou-
se sangue (0,5mL) da cauda dos animais para analise bioquimica. A dieta foi analisada por
cromatografia. RESULTADOS: a dieta hiperlipidica utilizada ndo causou aumento de
peso corporal, porém, levou a um aumento de gordura visceral no grupo hiperlipidico.
Apos analise da dieta hiperlipidica foram encontrados maiores valores de acidos graxos
insaturados. Em animais treinados e alimentados com dieta hiperlipidica a associacdo com
o treinamento fisico, ndo foi eficaz para reduzir os niveis de triglicerideos séricos.
CONCLUSAO: A ingestdo continuada da dieta hiperlipidica palatavel por 18 semanas foi
capaz de induzir em ratos, obesidade central (RET) e visceral (EPI). O treinamento fisico
moderado por sua vez pode reduzir a quantidade do tecido adiposo central e visceral. Para
0 controle da obesidade exdgena, a pratica de exercicios fisicos, considerando a
intensidade, a frequiéncia e a duracdo do treino, associados a uma dieta balanceada, parece
promover a manutencdo do peso corporal, diminuindo a adiposidade, o percentual de
gordura central, melhorando o perfil lipidico, combatendo assim, os efeitos deletérios da

obesidade.
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Ratos.

ABSTRACT

OBJECTIVE: This study observed the effects of chronic administration of a palatable diet
on body weight gain, adiposity and blood levels of glucose, triglyceride and cholesterol in
rats trained and untrained adults. METHODS: We used 40 male rats, albino Wistar kept in
individual cages in light / dark cycle of 12 hours under standard conditions. After weaning,
the animals were divided into two groups: control (C) group and Lipids (L). The
administration of fat diet was introduced from weaning, while the control group was fed a
standard diet, Labina for 18 weeks. Body weight and food intake were recorded daily. At
90 days old, half the animals in each group was subjected to physical training (MPT) with
swimming, constituting groups: control (C) Control Training (CT) Lipids (L) and Lipids
Training (LT). Trained animals were submitted to a swimming program (8
weeks/5days/week, 45 min / day), progressively increasing the load as body weight, up to a
maximum of 4%. Twenty-four hours after the last training session was collected blood (0.5
mL) in the tail of animals for biochemical analysis. RESULTS: A high fat diet used did
not cause weight gain, however, led to an increase in visceral fat group in lipids. Between
the two samples were found higher values of unsaturated fatty acids. In trained animals fed
high fat diets and the association with physical training was not effective in reducing levels
of triglycerides. CONCLUSION: The continuous intake of palatable diet for 18 weeks is
able to induce in rats, central obesity (RET) and visceral (EPI). The moderate physical
training in turn may reduce the amount of central adipose tissue and visceral. For the
control of exogenous obesity, the practice of physical exercises, considering the intensity,
frequency and duration of training, coupled with a balanced diet seems to promote the
maintenance of body weight, decreasing body fat, percentage of central fat, improved lipid

profile, thus countering the deleterious effects of obesity.

Key-words: High fat diet, Moderate Physical Training, Fatty Acids and Mice.
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INTRODUCAO

A obesidade tem se tornado um problema de saude publica e estd fortemente
associada a diversas doencas crbnicas nao transmissiveis, como hiperlipidemia,
hipertensdo arterial, resisténcia insulinica, dislipidemias, diabetes mellitus, entre outras*?.
A maior parte dessas doencas esté relacionada com o aumento da adiposidade visceral®*,
sendo as principais causas desse acumulo a ingestdo excessiva de gordura e o

sedentarismo®®

.Dietas hipercal6ricas tém sido utilizadas com sucesso para a reproducdo de
modelos experimentais de obesidade’. A ingestdo elevada de lipidios pode levar ao
aparecimento de obesidade e outras doencas associadas®. O tipo de gordura da dieta
influencia fungdes metabdlicas e leva a mudancgas no peso e/ou na composicéo corporal
ainda que ndo haja ingestdo hiperenergética®. Entretanto, na literatura cientifica sdo
encontradas muitas controvérsias em relagdo a composicao lipidica da dieta e o ganho de

peso®.

Grande parte dos lipidios é ingerida na forma de triglicerideos que compreendem
uma molécula de glicerol mais trés de acidos graxos ligados a ele. A composicdo desses
4cidos graxos caracteriza os triglicerdis’. Os &cidos graxos apresentam em suas
extremidades grupamentos funcionais carboxila (COOH) e metil (CH3), ligados a uma
cadeia carbobnica, a qual pode variar conforme o nimero de insaturagdes em: Saturados,
Monoinsaturados e Poliinsaturados; e ainda, quanto ao comprimento da cadeia em: curta,

média e longa®.

Variagdes no comprimento, insaturac@es e arranjo estrutural, conferem aos acidos
graxos diferentes propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas’. Dentre os 4cidos graxos que
compdem os triglicerideos, os Poliinsaturados (PUFAS), classificados por terem duas ou
mais insaturacoes, estdo presentes nos 6leos vegetais. Entretanto, mais de 95% dos 6leos
comestiveis sdo constituidos por triacilglicerideos, além desses, os Gleos podem conter
outros componentes como: mono e diglicerideos, acidos graxos livres, tocoferol, esterois e

vitaminas lipossolaveis®.
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Os &cidos graxos mais comuns nos alimentos apresentam nimero par de atomos
de Carbono (C), de 12 a 22 C. Nos alimentos preparados ha também acidos graxos mais
curtos, mais compridos e com niimero impar de Carbono®. Os 4cidos graxos saturados
sdo encontrados, predominantemente, em alimentos de origem animal como: carne, ovos,
queijo, leite e manteiga, e nos de origem vegetal, como: 6leos de coco e dendé, além dos
produtos vegetais hidrogenados'®. Exemplificando, tem-se 4cidos graxos Caprilico (C8:0)
e Céprico (C10:0), presentes em 6leos de cdco e dendé; o Palmitico (C16:0) e o Estearico,

encontrado nas gorduras™.

O écido graxo Oléico (C18:1) é o mais comum &cido graxo monoinsaturado
(MUFA) presente na maioria das gorduras animais: aves, carne bovina e cordeiro, e,
também em azeitonas, sementes e nozes'’. Os PUFAs sdo classificados nas séries 6mega
9 (n-9), 6mega 6 (n-6) e dGmega 3 (n-3). A diferenca entre eles esta na posi¢éo da primeira
dupla ligacdo. O acido Linoléico (C18:2) é expoente da série (n-6) e esta presente nos
6leos vegetais como: 6leo de girassol, milho, soja, algoddo, etc'®. O Acido Linolénico
(C18:3) da familia n-3, muito encontrado em sementes oleaginosas como: canola, soja e

linhaca™®.

Nos vegetais como: algas, microalgas e fitoplancton e em animais de origem
marinha, como: peixes e crustaceos ha outros acidos graxos que apresentam maior niUmero
maior de nimero de carbono e com maior quantidade de duplas ligacdes, os quais
pertencem a série n-3, como: Acido Eicosapentaendico (EPA, C20:5) e o Acido
Docosahexaendico (DHA, C22:6)*2. A formacio desses PUFAs n-3, pelas algas marinhas,
e sua transferéncia da cadeia alimentar aos peixes, favorecem sua abundancia em Gleos de

peixe de origem marinha'?

Em ratos submetidos a dieta hiperlipidica a partir de trés semanas, ocorre aumento
na quantidade do tecido adiposo retroperitoneal (RET) e epididimal (EPI). Dietas com
quantidades elevadas de Acidos Graxos Saturados (AGS) promovem maior acimulo de
gordura, quando comparadas aquelas ricas em Acidos Graxos MUFAs e PUFAs. Alguns
estudos relacionam os PUFAS com maior ganho de peso e inducdo de obesidade em

hamsters e ratos, quando comparados com consumo de AGS**.
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Os PUFAS tém sido relacionados com efeitos hipotrigliceridémicos, os quais se
devem a reducdo da atividade de enzimas ligadas a sintese de acidos graxos, tais como:
acido graxo sintase, glicose-6-fosfato desidrogenase e lipase triacilglicerol e aumento da
atividade da enzima carnitina palmitoil transferase, relacionada com a oxidagdo de acidos

graxos>*.

A relagdo entre exercicio e saide vem se consolidando nos dltimos anos. Estudos
clinicos, de ampla abordagem epidemiolégica, tém demonstrado alta incidéncia de
mortalidade por doencas cardiovasculares em pessoas sedentarias®***. No sentido de
minimizar esses efeitos deletérios, a préatica regular de exercicio fisico tem sido associada
a promocdo de salde e & prevencdo de numerosas doencas cronico-degenerativas®®**,
tornado-se parte importante nas estratégias ndo farmacologicas de controle da obesidade e

do ganho de peso®.

O aumento crescente da obesidade e suas consequéncias metabolicas tém
favorecido a préatica de exercicios fisicos, como sendo um possivel fator interveniente na
reducdo do peso corporal. No entanto, os mecanismos dessa a¢do ainda sdo inconclusivos,
podendo estar relacionado, dentre outros, aos niveis de gordura da dieta, ao tipo de

exercicio e ao tempo de exposicdo™.

Acerca do exposto acima, o objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos da
administracdo cronica de uma dieta hiperlipidica palatavel sobre o ganho de peso
corporal, a adiposidade e os niveis sanguineos da glicose, do triglicerideo e do colesterol,
em ratos adultos sedentérios e treinados. No sentido de esclarecer os potenciais efeitos

dessa dieta associada ao exercicio fisico sobre 0 metabolismo lipidico dos animais.
METODOS
Animais

Foram utilizados 40 ratos machos albinos da linhagem Wistar, com 21 dias de
vida, procedentes do Biotério do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco. Os animais foram divididos em dois grupos, o Grupo Hiperlipidico (H)
alimentados com dieta hiperlipidica palatdvel (n=20) e o Grupo Controle (C)

alimentados com Labina (n=20), dieta adotada como padrdo pelo biotério, por 18
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semanas. Os ratos e os comedouros foram pesados em dias alternados. Durante o
periodo de experimentacdo os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em
ambiente com temperatura constante de 23+1°C, com foto periodo artificial de 12/12
horas, tendo livre acesso a agua e ao alimento. Este estudo foi aprovado pela Comissao
de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Pernambuco, e seguiu as normas sugeridas pelo Comité Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

Dieta Hiperlipidica

A dieta hiperlipidica, previamente padronizada, consistiu de uma mistura de

alimentos hipercaléricos **°

, Na seguinte proporc¢édo: 159 de ragdo padrdo (Labina), 10 g
de chocolate ao leite, 10 g de amendoim torrado e 5g de biscoito maisena, na propor¢éo
3:2:2:1. Destes constituintes, a racdo, o amendoim e o biscoito foram moidos, enquanto
0 chocolate foi derretido em banho Maria. Todos os ingredientes foram misturados até
formarem uma massa que foi posteriormente aquecida em estufa e oferecida na forma de
péletes. A densidade calorica encontrada para a dieta hiperlipidica palatavel foi de 4,8
kcal/100g (24,5% de Lipideos), enquanto que a dieta padrdo apresentou 2,7 kcal/100g

(4% de Lipideos).
Extracédo e Metilacdo

As analises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratorio de Experimentacéo e
Anélise de Alimentos (LEAAL) do Departamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da
Salde e a analise cromatografica no Laboratorio de Cromatografia Instrumental, ambos

da Universidade Federal de Pernambuco.

Os extratos lipidicos obtidos foram esterificados e a analise cromatografica
realizada em cromatografo a gas modelo CG Master com detector de ionizacdo de
chama, com 22 minutos de corrida, tendo o hidrogénio como gas de arraste, numa vazao
de 5 mL/min *"*%,

Para a identificacdo dos acidos graxos foi utilizado o padrdo de ésteres metilicos
de acidos graxos auténticos (MERCK-USA), comparando-se 0 tempo de retencdo na

coluna das amostras e do padréo. Os cromatogramas foram registrados em um software
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tipo Peaksimple (SRI Instruments-USA). A quantificacdo dos &cidos graxos foi
determinada por normalizacdo de area, expressando-se o resultado em percentual de
cada &cido sobre o total de &cidos graxos A transformacdo da percentagem centesimal
para g/100g de amostra foi feita multiplicando a area correspondente a cada acido (%)
pelo teor de gordura da dieta analisada, dividindo este resultado por 100. Todas as

analises espectrofotométricas foram realizadas em duplicata’.
Treinamento Fisico Moderado

Aos 90 dias de vida, os animais de cada grupo foram subdivididos em 2 grupos
cada, formado um total de 4 grupos: Grupo Hiperlipidico (H)(n=10), Grupo Hiperlipidico
Treino (HT)(n=10), Grupo Controle(C)(n=10), e Grupo Controle Treino (CT) )(n=10).
Os animais do grupo treino foram submetidos a natagdo (8 semanas, 5dias/sem,
45min/dia). Vinte e quatro horas apos a Ultima sessdo de treino foram coletadas amostras
de sangue, atraves de uma pequena incisdo na ponta da cauda dos ratos para em seguida,
0s animais serem anestesiados e sacrificados. Imediatamente ap0ds o sacrificio, os tecidos
adiposos brancos Retroperitoneal, epididimal e visceral, foram retirados, pesados e

mantidos a -20°C para analises posteriores.

O teste "t" de student para amostras independentes foi usado para comparar as
médias dos resultados obtidos entre os grupos, adotando o nivel de significancia de
p<0,05.

RESULTADOS
Peso corporal

Por meio da avaliacdo do peso corporal (g) dos animais dos grupos hiperlipidico
(H) (n=20) e controle (C) (n=20) e do consumo de alimentos (g/100g de peso corporal)
expressos em media e desvio padrdo pode-se observar que, do inicio da administracdo
das dietas até as 18 semanas subsequentes, 0s pesos corporais dos animais que
receberam dieta hiperlipidica ndo foram diferentes comparados aqueles ue se
alimentaram com a dieta padrdo. Seguem descritos os valores de acordo com 0s
intervalos de dias de vida H (415,0 £21,5; p<0,05) e do C (400,0 =18,7; p<0,05).
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Figura 1- Peso corporal durante o periodo de administragdo das dietas, 18 semanas, nos
grupos Hiperlipidico (H) (n=20) e Controle (C) (n=20). Os valores foram expressos em

média e desvio padrdo. *=p<0,05
Gordura Visceral

A gordura visceral dos grupos Hiperlipidico (H) e Controle (C) em gramas durante 18
semanas, expressos em média e desvio padrdo, apresentou-se aumentada no grupo (H)
(14.5 = 0.8; p<0,05) em relacdo ao grupo Controle (C) (4.8 £ 0.3 p<0,05). Os valores

foram expressos em média e desvio padréo
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Figura 2- (Gordura visceral ap0s 18 semanas de consumo das dietas nos grupos
Hiperlipidico (H) (n=20) e Controle (C) (n=20). Os valores foram expressos em média e

desvio padréo. *=p<0,05
Analise Bioquimica

As concentracdes séricas (mg/dL) do Colesterol Total (Ct), da Glicose (G) e dos
Triglicerideos (TG) nos grupos Hiperlipidico (H), Hiperlipidico Treino (HT), Controle
(C) e Controle Treino (CT). O grupo CT apresentou niveis de Colesterol Total mais
elevado em comparacdo com o0s demais grupos (CT=120,00+10,0; C=90,0+10,0;
HT=110,0+10,0 ¢ H= 96,0+10,0, p<0,05). A concentragdo sérica de Glicose, nao
apresentou diferenca significativa entre os grupos (CT=110,0+0,7; C=115,0+0,7;
HT=115,0+0,7 ¢ H= 110,0+0,7, p<0,05). Os niveis de Triglicerideos foram mais elevados
no grupo HT (170,0+45,0) em relacdo aos demais grupos (H=120,0+45,0;
CT=126,0+45,0 ¢ C=130,0445,0, p<0,05). Os valores foram expressos em média e desvio

padréo.
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Figura 3- Concentracdo sérica (mg/dL) de Colesterol Total (Ct), Glicose (G) e
Triglicerideos (TG) dos grupos experimentais, apés 18 semanas, NnOS Qrupos
Hiperlipidico (H) (n=10), Hiperlipidico Treino (HT) (n=10), Controle (C) (n=10) e
Controle Treino (CT) (n=10). Os valores foram expressos em média e desvio padréo.
*=p=<0,05

EXTRACAO E METILACAO
COMPOSICAO CENTESIMAL (Area %)

Para estudo da dieta hiperlipidica foram analisadas 100 gramas sendo
verificado em duplicata o que se constituiram em duas amostras. Em ambas foram
verificadas a presenca de acidos graxos saturados e insaturados. Entre as duas amostras, a
predominancia dos acidos graxos saturados era esperada, uma vez que 0s produtos que
compdem a matéria prima da dieta, chocolate ao leite, amendoim e biscoito de maisena,
tém em sua composicao elevados niveis de acido graxo saturado. Dentre os &cidos graxos
saturados considerados hiperlipidémicos e hipercolesterolémicos, o laurico (C12:0) foi
encontrado nas duas amostras (amostra 1=15,9% e amostra 2=10,4%). O miristico
(C14:0) considerado 0 mais efetivo acido graxo na elevacao da colesterolemia, ndo difere
muito entre as amostras(amostra 1=7,5% e amostra 2=9,6%) . O Palmitico (C16:0), que

tem como fonte o cacau, um dos constituinte da dieta, potencialmente elevou a
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concentracdo plasmaética de colesterol e de LDL-C, tendo sido o mais abundante nas duas
amostras (em uma amostra foi de 14,8% e na outra amostra foi de 19,5%).

Quanto aos monoinsaturados houve predominancia do acido oléico (C18:1) nas
amostras estudadas (uma amostra foi de 46,3% e na outra amostra foi de 37,8%), o0 que é
benéfico, uma vez que ele reduz a concentracdo plasmatica de LDL-C, além de induzir
menor sintese enddgena de colesterol, quando comparado a &cidos graxos poli-
insaturados. A densidade calérica dessa dieta foi de 4,8 kcal/100g (24,5% de lipideos)
em compara¢do com a dieta que apresentou 2,7 kcal/100g (4% de lipideos).

Tabela 1. Analise cromatografica

CONCENTRACAO (%)
ESTER
AMOlsTRA 2 AMOSTRA
C4:0 0,0 0,0
C6:0 0,0 0,0
C8:0 0,0 0,0
C10:0 0,0 3,6
C11:0 0,0 0,9
C12:0 15,9 10,4
C14:0 7,5 9,6
C14:1 0,0 0,0
C15:0 0,0 0,0
C16:0 14,8 19,5
C16:1 0,0 1,4
C17:0 0,0 1,9
C18:0 5,1 4,7
c18:1 46,3 37,8
C18:2 10,4 7,3
C18:3 0,0 3,0
TOTAIS 100,0 100,0
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DISCUSSAO

Diversos estudos tém discutido os efeitos do consumo de dietas hiperlipidicas sobre
a adiposidade visceral e a sua relagdo com o desenvolvimento de obesidade e as doencas
cronicas ndo transmissiveis'®?%. Os efeitos dessas dietas sobre o peso corporal e o
consumo alimentar apresentam resultados controversos na literatura, principalmente

devido ao tempo de administracio, como pode ser observado em diversos estudos %%

25

Dietas ricas em gordura reduzem a eficiéncia alimentar e aumentam a eficiéncia
metabdlica, o que pode explicar porque a dieta hiperlipidica ndo apresentou resultados
sobre o ganho de peso (Figura 1), esses dados também foram encontrados em outro
estudo®. Além disso, os animais alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram
aumento na adiposidade central, referente ao acimulo de tecido adiposo retroperitoneal e

visceral, quando comparados com o grupo alimentado com dieta padréo®.

Ressalta-se que a adiposidade central refere-se ao acumulo de tecido adiposo
retroperitoneal e a adiposidade visceral ao acumulo dos tecidos adiposos epididimal e
visceral (Figura 2), como demonstrado em diversos estudos ****?*% Comprovando a
ineficiéncia da dieta hiperlipidica em gerar a obesidade exdgena em ratos. Entretanto,
estes efeitos foram atenuados pelo treinamento fisico, mas, estes valores ndo foram
normalizados em decorréncia do treinamento fisico moderado. Esses dados sdo

compativeis aos encontrados por Estadella et al *.

O treinamento fisico desempenha acdo benéfica no combate ao desenvolvimento da
obesidade exdgena. Estudos prévios evidenciaram que o treinamento fisico aumenta a
capacidade de mobilizacdo da gordura existente. Sabe-se também que a predominancia da
utilizacdo dos substratos de fonte lipidica esta fortemente regulada pelo tipo, duracéo e
intensidade do exercicio, assim como pela acdo hormonal e dieta ingerida, resultados
semelhantes foram encontrados em outros estudos realizados®”?®,

Quanto ao perfil lipidico, o consumo excessivo de gordura esta relacionado com o
desenvolvimento de dislipidemias, entretanto, a dieta hiperlipidica ndo aumentou as

concentraces séricas de Ct e de G, porém, o aumento foi verificado nos niveis de TG
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(Figura 3). Esses resultados reforcam o papel da dieta hiperlipidica como modelo
experimental de desenvolvimento de obesidade e de tendéncia a desencadear a sindrome
metabélica como verificado em outros achados®*

O estudo realizado por Schrauwen e Westerterp®, destacou que o consumo
prolongado de dietas hiperlipidicas associado ao treinamento, promoveram diminui¢do da
glicemia. Em relagdo aos lipidios diversos autores ndo demonstraram elevagdo no ganho
de peso em ratos alimentados com dietas ricas em lipidios 2%,

A dieta hiperlipidica e o treinamento de natacdo melhoraram o perfil lipidico dos
animais, quando comparado com o0 grupo H, pois promoveram aumento dos TG e
aumento do HDL-c (Figura 3). Esse aumento nos TG circulantes pode estar relacionado
ao tipo de treinamento, uma vez que a demanda energética neste caso é maior, sendo
necessarias adaptacOes para a manutencdo dos estoques de glicogénio para a proxima
sessdo de exercicio, esses achados coincidem com os verificados por Bernardes et al %° .

Dentre as formas de intervencdo que visam a reduzir os efeitos adversos da dieta
hiperlipidica e do sedentarismo, estd a associacdo de uma dieta balanceada a pratica
regular de exercicio fisico, que tém sido amplamente estudados. Entretanto, as adaptagdes
metabolicas dependem da intensidade, da freqiéncia e da duracdo do exercicio, esses
parametros foram encontrados em outros estudos™? ..

O Colégio Americano de Medicina Esportiva (ACMS) e o Centro para Controle e
Prevencdo de Doencas (CDC) estipularam que o acumulo de 30 minutos ou mais de
atividade fisica moderada durante o decorrer do dia, todos os dias da semana, gera
promocdo de saude e prevencdo de doencas. No entanto, outros estudos reportam que
essa recomendacao seria insuficiente para prevenir o ganho de peso e sugerem o acumulo
de 60 minutos pode ser necessario para maximizar a perda de peso, prevenindo o ganho

de peso e o desenvolvimento da obesidade *.

Diversos estudos experimentais reportam que a pratica regular de exercicio fisico é
um componente importante para o controle do peso corporal. Assim, niveis adequados de

atividade devem ser prescritos para combater a epidemia da obesidade e favorecer a


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-52732009000500011&script=sci_arttext&tlng=pt#fig2
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1415-52732009000500011&script=sci_arttext&tlng=pt#fig2
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manutengdo do peso corporal. O exercicio de intensidade moderada promove reducéo no
16,25,29

peso corporal e na adiposidade, alem de melhorar o perfil lipidico

Como ja amplamente conhecido, as alteragfes no perfil lipidico (Ct e TG) podem
resultar em diversas doencas, entre elas as doengas cardiovasculares, promovendo a
formacdo da placa de ateroma, hiperlipidemia, hipertensdo arteriais, resisténcia
insulinica, dislipidemias, diabetes mellitus, entre outras®. O principal achado desse
estudo ¢ que a dieta hiperlipidémica, também conhecida como “dieta de cafeteria”,
resulta em um aumento nos niveis séricos tanto de Ct quanto de TG, tal como foi
elucidado por alguns autores®®~".

De acordo com os achados de diversos autores®®*°, dietas hipercaléricas, ricas em
lipideos, sdo freqientemente utilizadas em ensaios experimentais para induzir disturbios
metabolicos comuns em humanos e em roedores. No entanto, ndo ha consenso relativo ao
teor e a composicdo de acidos graxos, saturados ou insaturados, utilizados nessas

intervencdes.

Sabe-se que, durante exercicios a partir de 30 minutos de duracdo e de intensidade
leve a moderada, o percentual de reesterificacdo dos acidos graxos livres reduz de 70% a
aproximadamente 25%. Essa diminui¢do associada ao aumento (3 vezes) na liberacdo dos
acidos graxos livres advindos da hidrdlise dos triacilglicerdis, resulta em um aumento de 6
vezes na disponibilidade de AGL para a oxidacdo. Além disso, o transporte dos AGL do
tecido adiposo para o tecido muscular ativo durante o exercicio, também aumenta,

corroborando com outros resultados verificados *.
CONCLUSAO

Pode-se concluir que a dieta hiperlipidica foi eficiente na inducdo de obesidade
central (RET) e visceral (EPI) em ratos. O treinamento fisico moderado por sua vez,
reduziu este efeito. No plasma dos animais, quanto aos niveis das dosagens bioquimicas
foi verificado que dieta hiperlipidica associada a treinamento fisico ndo foram eficazes,
para reduzir os niveis de triglicerideos séricos, sugerindo a importancia em longo prazo de

treinamento fisico para o controle do balanco energético.
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Assim, a melhor forma de intervencdo para o controle da obesidade exdgena é a
pratica de exercicios associados a dieta balanceada, pois essa combinacéo parece promover
manutencdo do peso corporal, diminuicdo da adiposidade, do percentual de gordura do
tecido visceral, melhora no perfil lipidico e combate aos efeitos deletérios da obesidade.
No entanto, novos estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos em resposta ao
exercicio fisico e alteracbes na dieta, em seus aspectos celulares, moleculares e

fisiolégicos.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar alteracBes de leucécitos do sangue e funcdo de macréfagos alveolares
em ratos adultos obesos submetidos a treinamento fisico de natagdo. Métodos:
Utilizaram-se 40 ratos machos, albinos, Wistar, submetidos a ciclo claro/escuro de 12
horas e sob condigdes padronizadas. Apos o desmame, os animais foram divididos em 2
grupos: controle (C) e hiperlipidico (H). A administracdo da dieta hiperlipidica foi
introduzida a partir do desmame enquanto o grupo controle foi alimentado com dieta
padrdo, Labina, durante 18 semanas. Peso corporal e consumo de ra¢do foram avaliados
diariamente. Aos 90 dias de vida, metade dos animais de cada grupo foi submetida a
treinamento fisico moderado com natacdo, constituindo-se os grupos: Controle (C);
Controle Treino (CT); Hiperlipidico (H) e Hiperlipidico Treino (HT). Vinte e quatro
horas ap0ds o ultimo treino coletou-se sangue (0,5mL) para analise do tipo e quantidade
das ceélulas. Os macrofagos foram isolados de lavado broncoalveolar e as fungdes
analisadas foram: producdo de 6xido nitrico e taxa de fagocitose. ANOVA foi utilizado
para a comparacdo entre os grupos nos dados paramétricos e Mann-Whytney nos nédo
paramétricos. Os resultados foram representados em mediaterro-padrdo. Resultados:
Apos 18 semanas da administracdo das dietas o peso corporal méedio foi semelhante nos 2
grupos. O consumo alimentar do grupo H foi 32% menor em relagéo ao grupo C. O valor
de leucdcito total foi igual em todos os grupos. Os linfocitos apresentaram-se em maior
namero nos animais obesos quando comparados aos controles, o maior valor verificado
foi no grupo HT (11+2,3). Os eosinofilos ndo tiveram alteracdo. Os neutrofilos
apresentaram aumento para 0s grupos treinados CT (29.0+3.2) e HT (29.0£3.9). Os
valores de macrofagos foram maiores no grupo CT (139£11.2) e 0os demais grupos
tiveram resultados equivalentes entre si. Houve aumento na taxa de fagocitose quando
comparou-se animais do grupo controle (CT=51.0+5.1) com o HT (HT=34.9£3.9;
p=0,003). A producdo de oxido nitrico foi mais elevada no grupo CT estimulado com
LPS. Conclusdo: Nao houve alteracdo na contagem dos leucécitos totais do sangue
periférico, entretanto, os valores de linfocitos, neutrofilos e macrdfagos estavam
aumentados nos animais treinados, com dieta hiperlipidica ou ndo. O treinamento nao
alterou nem a taxa de fagocitose nem a producdo do oOxido nitrico pelos macréfagos
alveolares demonstrando com isso que o treinamento fisico melhora ou ndo altera os

parametros da resposta imune estudados.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate changes in blood leukocytes and alveolar macrophage function in
obese adult rats subjected to physical training in swimming. Methods: We used 40 male
rats, albino rats, subjected to light / dark cycle of 12 hours under standard conditions.
After weaning, the animals were divided into two groups: control (C) and lipids (L). The
administration of fat diet was introduced from weaning while the control group was fed a
standard diet, Labina for 18 weeks. Body weight and food intake were recorded daily. At
90 days old, half the animals in each group were subjected to physical training with
swimming, constituting groups: Control (C) Control Training (CT) Lipids (L) and Lipids
Training (LT). Twenty-four hours after the last training session was collected blood (0.5
mL) for analysis of the type and quantity of cells. Macrophages were isolated from
bronchoalveolar lavage and functions were evaluated: nitric oxide production and rate of
phagocytosis. ANOVA was used to compare the groups on parametric data and Mann-
Whitney nonparametric us. The results were expressed as mean + standard error. Results:
After 18 weeks of administration of diets mean body weight was similar in the two
groups. Dietary intake of group L was 32% lower than in group C. The value of total
leukocytes was similar in all groups. Lymphocytes showed up in greater numbers in the
obese animals compared to controls, the highest value was observed in the LT group (11
+ 2.3). Eosinophils did not change. Neutrophils were increased for the trained groups CT
(29.0 £ 3.2) and LT (29.0 = 3.9). The values of macrophages were higher in CT (139 £
11.2) and the other groups had similar results with each other. There was an increase in
the rate of phagocytosis when compared to the control group (CT = 51.0 + 5.1) with LT
(LT =34.9 £ 3.9, p = 0.003). The production of nitric oxide was higher in the CT group
stimulated with LPS. Conclusion: There was no change in total leukocyte count of
peripheral blood, however, the values of lymphocytes, neutrophils and macrophages were
increased in trained animals with high fat diet or not. The training changed neither the
rate of phagocytosis nor the production of nitric oxide by alveolar macrophages thereby
demonstrating that exercise training improves or does not change the parameters of the

immune response studied.
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INTRODUCAO

Pesquisas da WHO em 2005 indicam que a prevaléncia da obesidade tem
crescido em niveis alarmantes em diversos paises, aproximadamente 1,6 bilhdes de
adultos apresentavam sobrepeso e por volta de 400 milhGes de adultos eram obesos, e
cerca de 20 milhdes de criancas com idade inferior a cinco anos apresentaram excesso de
peso em nivel mundial em 2005. A estimativa é que até 2015, aproximadamente, 2,3

bilhdes dede adultos teréo sobrepeso e mais de 700 milhGes serdo obesos (WHO, 2005).

Segundo Fisberg (2004) a obesidade pode ser considerada como um acumulo
anormal ou excessivo de tecido gorduroso, regionalizando ou em todo o corpo,
caracterizando-se como uma das doencas ndo transmissiveis que mais cresce em todo o
mundo, pois, nas Ultimas decadas, tem se apresentado nas diversas faixas etarias. E pode
ser considerada como a doenca de maior morbidade no paciente adulto, e esta relacionada

a pobreza, raca, condicdes genéticas e ambientais.

A obesidade pode ser induzida em animais por alteracbes neuroenddcrinas,
dietéticas ou genéticas. Ainda de acordo com estes autores, a administracdo de dieta
hipercaldrica é o modelo mais simples para inducdo da obesidade e um dos que mais se
assemelha a realidade da obesidade em seres humanos. Ha varios tipos de dietas para
induzir obesidade que se revelam eficazes. Algumas dietas hipercaloricas sdo realizadas
acrescentando hidratos de carbono e outras, aumentando a porcentagem de gorduras, a
maioria delas varia entre 3,7 kcal/g e 5,4kcal/g, mas todas induzem obesidade (DIEMEN
et al, 2006).

A visdo tradicional do tecido adiposo como sendo um passivo reservatorio para
0 armazenamento de energia ndao é mais vélida (KERSHAW, FLIER, 2004). O tecido
adiposo é agora conhecido por expressar e secretar uma variedade de peptideos bioativos,

conhecidos como adipocinas, que atuam em nivel autdcrino, paracrino e sistémico. As
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adipocinas por ele produzidas tém agdes diversas, podendo—se agrupé-las de acordo com
a sua principal funcdo como: funcdo imunoldgica, cardiovascular, metabdlica e enddcrina
(COSTA, DUARTE, 2006). Segundo Kershaw e Flier (2004) a importante fungéo do
tecido adiposo é enfatizada pelas conseqliéncias adversas metabolicas de ambos: excesso
e deficiéncia de tecido adiposo.

Vérias linhas de evidéncias tém apoiado um elo entre tecido adiposo e células
imunologicas (MARTI, MARCOS e MARTINEZ, 2001). A obesidade tem sido
identificada como um fator de risco de infeccdo e falta de cicatrizacdo apds cirurgias
(FASOL et al, 1992; MOULTON et al, 1994). Além disso, queimaduras em pessoas com
sobrepeso mostraram maior risco de infeccdo e bacteremia quando comparados co m
pacientes com peso adequado (GOTTSCHLICH et al, 1993; LEANDRO, 2005).

O exercicio fisico pode atuar, em qualquer insténcia, ao longo da sequéncia de
eventos da resposta imune (BRENNER et al, 1998). Tendo em consideracdo que
diferentes tipos de cargas de exercicio fisico podem ter repercussdes distintas no sistema
imunolégico (KEAST et al, 1988; LEANDRO, 2005). E importante salientar que o
exercicio fisico moderado (até 70% do VO2max) € 0 exercicio intenso (acima de 75% do
VO:zmax) influenciam de forma diferente os parametros da imunidade tanto celular quanto
humoral (BRENNER et al, 1999).

Diante das evidéncias sobre o efeito benéfico do exercicio fisico moderado,
varios estudos tem-se voltado para o efeito do treino fisico moderado no sistema imune.
O treinamento fisico moderado parece estar associado a melhoria de muitas funcGes
imunes, podendo retardar ou até mesmo prevenir a incidéncia ou a progressao de diversas
enfermidades (BACURAU et al, 2000). As células do sistema imune parecem sensiveis a
um conjunto de adaptacOes, logo, o papel do treinamento fisico moderado e regular,

parece aumentar a tolerancia de células imunes (HAYES et al, 2003)..
METODOS
Animais

Foram utilizados 40 ratos machos albinos da linhagem Wistar, com 21 dias de

vida, procedentes do Biotério do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
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Pernambuco. Os animais foram divididos em dois grupos, o Grupo Hiperlipidico (H)
alimentados com dieta hiperlipidica palatavel (n=20) e o Grupo Controle (C)
alimentados com Labina (n=20), dieta adotada como padrdo pelo biotério, por 18
semanas. Os ratos e os comedouros foram pesados em dias alternados. Durante o
periodo de experimentacdo os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em
ambiente com temperatura constante de 23+1°C, com foto periodo artificial de 12/12
horas, tendo livre acesso a agua e ao alimento. Este estudo foi aprovado pela Comissao
de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Pernambuco, e seguiu as normas sugeridas pelo Comité Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA).

Dieta Hiperlipidica

A dieta hiperlipidica, previamente padronizada, consistiu de uma mistura de
alimentos hipercaloricos descritos e utilizados por Estadella et al (2004); Duarte et al
(2006), na seguinte proporc¢édo: 15g de racdo padréo (Labina), 10 g de chocolate ao leite,
10 g de amendoim torrado e 5g de biscoito maisena, na proporcdo 3:2:2:1. Destes
constituintes, a racdo, o amendoim e o biscoito foram moidos, enquanto o chocolate foi
derretido em banho Maria. Todos os ingredientes foram misturados até formarem uma
massa que foi posteriormente aquecida em estufa e oferecida na forma de péletes. A
densidade caldrica encontrada para a dieta hiperlipidica palatavel foi de 4,8 kcal/100g
(24,5% de Lipideos), enquanto que a dieta padrdo apresentou 2,7 kcal/100g (4% de
Lipideos).

Treinamento Fisico Moderado

Aos 90 dias de vida, os animais de cada grupo foram subdivididos em 2 grupos
cada, formado um total de 4 grupos: Grupo Hiperlipidico (H)(n=10), Grupo Hiperlipidico
Treino (HT)(n=10), Grupo Controle(C)(n=10), e Grupo Controle Treino (CT) )(n=10).
Os animais do grupo treino foram submetidos a natacdo (8 semanas, 5dias/sem,
45min/dia). Vinte e quatro horas ap0s a Ultima sessdo de treino foram coletadas amostras
de sangue, através de uma pequena incisdo na ponta da cauda dos ratos para em seguida,

0s animais serem anestesiados e sacrificados. Imediatamente apds o sacrificio, os tecidos
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adiposos brancos Retroperitoneal, epididimal e visceral, foram retirados, pesados e

mantidos a -20°C para analises posteriores.

Recrutamento de células imunes para o foco infeccioso

O pulmdo é um dos dérgdos que mais sofre as agressdes de infeccdo, sendo
assim, ele é escolhido para as analises da resposta imunoldgica Vinte e quatro horas apés
0 ultimo treino da oitava semana de treino foi realizada cirurgia de traqueostomia para
retirada do lavado bronco alveolar (LBA). Os animal foram anestesiados com uma
mistura dos anestésicos cloralose a e uretana, em concentracfes respectivas de 0,5 e
12,5%, via intraperitonial, na proporcdo de 1 mL/100g de peso corporal, para realizar a
traqueostomia. Em seguida foi inserida uma canula plastica acoplada a uma seringa
contendo 5mL de solucdo fisiologica a temperatura ambiente . Varias aliquotas de
solucdo fisiologica foram injetadas, aspiradas e o material recolhido, LBA, foi depositado
em tubo estéril. Técnica utilizada por DE CASTRO et al (1997).

Os leucdcitos totais do LBA foram contados ao microscépio de luz (utilizando-
se objetiva de 40 vezes) a partir de uma amostra diluida na propor¢édo de 1:10 em corante

Azul Tripan a 0,05%. Foi utilizada, para isto, uma camara de Neubauer.

Para contagem diferencial dos leucocitos do LBA, foram confeccionadas
laminas a partir de preparagdes citocentrifugadas de 200uL do LBA de cada animal
diretamente em laminas histoldgicas. Para a coloracdo foi utilizado o Kit Pandtico
Rapido. Estas laminas foram lidas ao microscépio éptico em objetiva de 100 vezes, sob

imersao.

Taxa de Fagocitose

Todo o procedimento com os macrdfagos foi realizado em capela de fluxo
laminar objetivando manter o ambiente asséptico para ndo haver contaminacdo das

culturas de células.

Depois de retirada as aliquotas para a contagem de leucdcitos, o LBA recolhido
foi centrifugado e o precipitado que corresponde as células foi ressuspendido em meio de

cultura RPMI 1640 contendo antibidticos e, em seguida, as células foram contadas em
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Camara de Neubauer. Anterior a contagem de macréfagos foi realizado o preparo e
contagem dos fungos (Saccharomyces cerevisae). As células (macrofagos e fungos)
foram entdo distribuidas em ldminas de microscopia Optica e incubada a 37°C, em camara

com atmosfera Umida durante 1 hora.

Em seguida, as ldminas foram lavadas com &gua destilada e secadas a
temperatura ambiente. Para a coloracdo, foi utilizado o Kit Pan6tico Rapido. As laminas
foram lidas ao microscopio Optico com objetiva de 100x sob imersdo. A taxa de
fagocitose foi obtida como percentual de macréfagos que englobam o fungo em uma

contagem total de 100 células.
Analise estatistica

Na comparacdo entre os grupos, foi utilizado o teste t de Student para dados
parameétricos e o teste de Mann-Whytney para os dados ndo paramétricos. Os resultados
foram representados em média * erro padrdo. Utilizou-se para isto o Software SigmaStat .

2.0. A significancia foi definida para p<0,05.
RESULTADOS
Peso corporal

Apos as 18 semanas de administracdo das dietas 0s animais que receberam dieta
hipercaldrica e hiperlipidica (H) ndo apresentaram diferenca de peso corporal em relagédo
aos que se alimentaram de dieta padrédo (C). O peso corporal médio nos 2 grupos foi

considerado semelhante, C igual a 273, 6 £8.9g e H igual a 268.7 + 5.5 g.
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Figura 1- Evolucdo do peso corporal durante o periodo de administracdo das dietas, 18 semanas,
nos grupos H (n=20) e C (n=20). Os valores foram expressos em média e erro padrdo. Auséncia

de * significa falta de diferenca estatistica significante, p<0,05

Gordura visceral

Apesar de ndo causar aumento no peso corporal, o consumo da dieta hipercalorica
aumentou consideravelmente a quantidade de gordura visceral, sendo encontrada trés

vezes mais gordura no grupo hipercalérico (H=14.5+0.89; C=4.8 £ 0.3 Q)
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Figura 2- (Gordura visceral apds 18 semanas de consumo das dietas nos grupos H (n=20)
e C (n=20). Os valores foram expressos em média e erro padrdo. Presenca de * significa

diferenca estatisticamente significante, p<0,05.
Consumo alimentar e caldrico

O consumo alimentar do grupo C (15+1.4g) foi 32% maior que o grupo H (22 + 3.2 g),

p=0.001. Contudo, o consumo calorico diario permaneceu 11 kcal a mais no grupo H.

Leucdcitos totais do LBA (103 /mm?)

Na comparacdo entre os grupos H,HT,C e CT os valores de leucocitos nao
apresentaram diferenca estatistica significante, porém o grupo H tendeu a valores
maiores de leucdcitos (C= 107.5 £ 3.8; H= 120.0 £ 7.3). Ap0s o treino, os dois grupos
aumentaram seus valores de leucocitos do LBA. Estes aumentos foram considerados
semelhantes para os dois grupos (CT= 154.5 + 18.9; HT=177.5 + 9.5).
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Figura 3. Contagem total de leucdcitos em ratos adultos nos grupos: H, HT, C e CT. O sangue foi
obtido uma hora antes do inicio do primeiro treino, e 24 h apds a quarta e a oitava semana de
treino. Os valores foram expressos em média e erro padrdo. Presenca de * implica em

diferenga estatisticamente significante, p <0.005.
Leucdcitos diferenciais do LBA

Ndo houve alteracdo significativa do numero absoluto de eosinéfilo quando
comparados todos os grupos. O grupo H apresentou valores aumentados de linfdcitos,
sendo que este aumento foi maior no grupo HT (11.0+2.3) (p=0.049).

Os neutrofilos apresentaram aumento relativo para 0s grupos submetidos a natacao,
CT (29.0+3.2) e HT(29.0+3.9), (p=0.001). E os resultados destes foram bem mais
elevados em relacdo aos grupos sedentarios. Entre 0s grupos nao exercitados, 0s animais
tiveram namero de neutréfilos relativamente semelhantes, o grupo H (9.0+4.4) e 0 C
(7.0+1.2), (p=0.028).

O treinamento fisico produziu um aumento dos macréfagos nos dois grupos CT
(139+11.2), (p=0.014) e esses valores foram mais elevados em comparacdo com 0s
demais grupos. C (98+3.2), H (93+6.2) e HT (98+3.2), 0s quais apresentaram resultados

equivalentes entre si.

Tabela 1. Médias dos valores absoluto e relativo dos diferentes leucocitos do LBA.
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Os resultados foram apresentados em média + erro padrdo do valor absoluto.

Presenca de * significa diferenca estatistica significativa do valor absoluto, p<0,05.

LEUCOCITOS DIFERENCIAIS DO LBA

GRUPOS Linfdcitos Neutrofilos Eosindfilos Macrofagos
Relat Absoluto Relativo Absoluto Relativ Absoluto Relativ Absoluto
ivo (%) 0 (%) 0 (%)
(%) (10%/mm?) (10%/mmd) (10%/mmd) (10¥/mmd)
C 3 3+0.56 6 7+1.2 0.3 0.375+0.19 91 98+3.2
H 7 9*+3.2 16 9*+4 .4 0.1 0.125+0.13 78 93+6.2
CT 2 4+0.43 17 29+3.2 0.4 0.8+0.44 80 139*+11
2
HT 6 11*+2.3 16 29*+3.9 0.5 0.95+0.44 78 98+3.2

Taxa de Fagocitose

Entre os animais que receberam dieta padrdo, os animais treinados, grupo CT,
apresentaram aumento significativo da taxa de fagocitose (CT= 51.0 £ 5.1, p=0.003). Ja
0s animais alimentados com dieta rica em calorias, quando submetidos ao treinamento
fisico, apresentaram aumento significativo na taxa de fagocitose (HT= 34.9 + 3.9). Nos
animais nao treinados, as taxas de fagocitose ndo apresentaram diferenca significativa (C
=30.3+3.2; H=235+2.5).
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Figura 5. Taxa de Fagocitose. Resultados mostrados em média + erro padrdo. Auséncia de *

significa falta de diferenca estatistica significante, p < 0.05.
Producdo de Oxido Nitrico (NO) por macrdfagos alveolares

Producdo de NO intergrupos estimulados ou ndo com LPS, avaliada durante todo o
periodo de treino (TO-T8). Valores (umols/mL) expressos em média e erro padrdo. Os grupos que
ndo foram tratados com LPS constituiram-se da seguinte forma: Controle sem LPS (C S/LPS),
Controle Treino sem LPS (C S/LPS), Hiperlipidico sem LPS (H S/LPS), Hiperlipidico Treino sem
LPS (HT S/LPS). Na comparacdo intergrupos, em relagdo aos que ndo foram estimulados com
LPS, o CT liberou uma quantidade de NO mais elevada quando comparado ao C. Entretanto entre
0s grupos H e HT, a producdo foi menor em HT que em H. Contudo entre os grupos H e C, a

producdo de NO foi praticamente semelhante (FIGURA 6).
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Figura 6. Producdo de oOxido nitrico de macrdfagos alveolares segundo a desnutricdo e o
treinamento fisico. Grupos Nutrido sem LPS (C S/LPS), Nutrido Treino com LPS (CT C/LPS),
Desnutrido com LPS (H C/LPS) e Desnutrido Treino com LPS (HT C/LPS). Valores expressos
em média + erro padrdo. ANOVA, seguido de Tukey. *=p<0,05, C S/LPS x CT C/LPS.

DISCUSSAO

No presente estudo, utilizou-se modelo de obesidade induzida por dieta
hiperlipidica imposta ap6s o periodo de aleitamento, por 18 semanas. O peso corporal do
grupo que utilizou dieta hipercaldrica ndo modificou mesmo apo6s o periodo de consumo.
Outros autores também encontraram resultados semelhantes (FRANCO, 2009;
ESTADELLA et al, 2004, 2005). Porém, alguns estudos apresentaram resultados
diferentes, com aumento ou diminui¢do do peso corporal no grupo alimentado com dieta
rica em calorias (PAULI, 2009; DUARTE, 2006; BERNARDES, 2004; SANTOS, 2007).
Em todos esses trabalhos, o consumo da dieta foi acompanhado em periodos diferentes e
ainda, ha dietas que utilizaram diferentes tipos de ingredientes em sua confeccdo, estes

podem ser 0s motivos para tais discordancias.
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Na presente pesquisa 0 grupo H apresentou o triplo da gordura visceral em
comparacdo a quantidade encontrada no grupo C. O aumento da adiposidade também foi
encontrado por varios autores que utilizaram dieta hipercalérica (GONGCALVES et al,
1990; BELLAVER et al, 2001; GAIVA et al, 2001; ESTADELLA et al, 2004,2005;
DUARTE et al, 2006).

Aliados a manutencdo do peso corporal e aumento da gordura visceral, 0s animais
obesos consumiram menos dieta. Os estudos de Bernardes (2004) e Franco (2009)
reforcam este resultado, enquanto o estudo de Eguchi (2008) ndo apresentou modificacdo

no consumo alimentar entre os grupos.

Os processos imunologicos envolvidos na defesa do organismo séo afetados pelo
estado nutricional (WOMACK et al, 2007). Segundo Alves (2006), essas repercussoes
imunoldgicas, mais a complexa interagdo que existe entre elas, levam o individuo obeso a

modificar a resposta imune, tanto na imunidade inata como na imunidade adquirida

Ao sistema imune compete as defesas do organismo e os leucocitos sao as células
efetoras. A contagem total e diferencial dessas células no sangue periférico pode
demonstrar, de forma indireta, o seu estado de ativacdo. No presente estudo, 0 nimero
total de leucdcitos foi comparado entre os grupos, segundo o estado nutricional e o
treinamento fisico. No grupo H, apesar de ndo ter apresentado diferenca estatistica
significativa na contagem total de leucocitos, ocorreram modificacdes na quantidade de
células especificas, tendendo a valores s maiores de leucdcitos totais. Apds o treino, 0s

dois grupos aumentaram seus valores de leucocitos do LBA.

O treinamento na idade adulta foi benéfico uma vez que, proporcionou aumento
na contagem total de leucdcitos tanto para os animais do grupo C como para 0s animais
do grupo H. Essa modificacdo do numero total de leuc6tos em resposta ao treino,
corrobora com os estudos de Kim et al (2003) com ratos submetidos ao treino moderado

durante 8 semanas, acarretaram alteracdo na concentracdo de células imunes.

Na contagem diferencial de leucécitos, os animais do grupo H tinham os valores de
linfocitos maiores que os do grupo HT. Os neutrofilos apresentaram aumento relativo

para 0s grupos submetidos a natacdo, CT e HT.. E os resultados destes foram bem mais
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elevados em relagdo aos grupos sedentérios. Entre os grupos ndo exercitados, 0s animais
do grupo H tiveram nimero de neutrofilos um pouco mais elevado em relagdo ao grupo
C.

O treinamento fisico produziu um aumento dos macréfagos no dois grupos CT
(p=0.014) e HT (p=0.001), aumento este considerado similar para os dois grupos. Para 0s
ndo treinados, grupos C e H, ndo foram verificadas modificacdo dos valores de
macrdfagos. Tais achados também foram descritos por Kim et al (2003) e por Pedersen
e Hoffman-Goetz (2000).

O impacto da dieta hipercal6rica e hiperlipidica, ao longo de 18 semanas, revelou
alteraces na contagem total e diferencial de leucocitos, assim como na atividade e
funcédo destas células. A obesidade reduz a imunidade em geral, sobretudo, modificando
0s padrbes das respostas imunoldgicas, comprometendo a funcdo dos macréfagos

alveolares.

Os adipdcitos secretam leptina em proporcéo direta a massa de tecido adiposo, bem
como o estado nutricional (FAIN et al, 2004; WAJCHENBERG, 2000). Em estados de
normalidade, a Lp atuaria estimulando a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias por
parte dos monacitos; citocinas que produzem uma estimulacdo dos linfocitos T (ALVES,
2006).

Quando existe uma alteracdo destes processos, existe uma proliferacdo linfocitaria
anormal com uma reducdo na capacidade funcional dos linfécitos (MARTI; MARCOS;
MARTINEZ, 2001), por ser a Lp um modulador da ativacdo dos mesmos (SANCHEZ-
MARAGALET et al, 2003). Esta susceptibilidade aumentada é causada por alteracGes
nas sub-populacées de células T, havendo um desequilibrio entre as respostas Thl e Th2,
com uma diminuicdo e aumento respectivamente (MUNOZ; MAZURE; CULEBRAS,
2004).

Com relacdo a funcdo dos fagocitos, a dieta rica em gorduras reduziu a taxa de
fagocitose em ratos adultos. Nesse estudo a atividade fagocitica e macrofagos alveolares
de ratos treinados foi alterada, evidenciando valores mais elevados para o grupo CT.

Estes resultados discordam dos de Woods et al (2003) ao realizarem um estudo com
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macrdfagos peritoniais de ratos treinados. Por outro lado, concordam com os achados de
Bacurau et al (2000) ao verificarem aumento da atividade fagocitica de macrofagos
peritoniais  de ratos  apds  treino moderado em  tapete  rolante
(8semanas,5dias/sem,60min/dia a 60% do VO, méx). Nascimento et al (2004) utilizando
outro tipo de treinamento fisico, animais submetidos a natacdo (45min/dia, durante 6
semanas), também observou aumento na atividade fagocitica de macréfagos alveolares
(estimulados com fungos), resultados semelhantes foram encontrados nos achados de
Porto (2007).

O treinamento promoveu aumento dessa taxa nos grupos de animais C e H. Existem
fortes evidéncias de que o exercicio fisico promove melhorias nos mecanismos
fisiologicos e beneficios a saude (NIEMAN, 2000, sobretudo o treinamento fisico de
intensidade moderadaque induz melhora na dindmica e na funcdo de células imunes
(PEDERSEN e HOFFMAN-GOETZ, 2000). O exercicio fisico pode promover alteragdes
transitorias e persistentes nos sistemas fisioldégicos dependentes da intensidade, duracéo,
frequiéncia e esforgo realizado. Essas alteracfes quando transitorias retornam aos valores
basais em 24 h apos o esfor¢co (PEDERSEN e HOFFMAN-GOETZ, 2000).

No sistema imune, dois mecanismos parecem estar associados ao exercicio fisico
regular: alteracdo nas populacbes e alteracdo na funcdo de células imunocompetentes
(PEDERSEN e HOFFMAN-GOETZ, 2000). Segundo Nieman (2000), os efeitos
positivos do exercicio fisico cronico moderado no sistema imune sdo apenas percebidos
quando este sistema é ativado. Contudo, em longo prazo, considera-se protecdo a
infeccdes, imunodepressdo induzida por estresse e por doencas cronico-degenerativas
(PEDERSEN e HOFFMAN-GOETZ, 2000).. Bacurau et al (2000) demonstraram que 0
treinamento fisico pode retardar a proliferacdo de tumores induzidos quimicamente,

tumores implantados e tumores espontaneos.

Estes dados sugerem fortemente que o treinamento fisico como modulador da
resposta imune atenua significativamente a intensidade das respostas organicas, uma vez
que alterou os parametros imunes avaliados, dando algum tipo de protecdo imunitaria. As
células do sistema imunoldgico parecem apresentar mecanismos adaptativos que
permitem a melhoria da sua funcionalidade em resposta ao exercicio fisico regular e de

intensidade moderada.
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Os estudos que relacionam os efeitos de uma dieta hipercaldrica e hiperlipidica
sobre os mecanismos de defesa organicos sdo escassos, fazendo-se necessario mais
estudos complementares para avaliar ou esclarecer aspectos que ndo foram contemplados

nesta pesquisa.
CONCLUSAO

A dieta hipercaldrica e hiperlipidica utilizada pela presente pesquisa foi Gtil em
induzir obesidade, uma vez que aumentou consideravelmente o teor de gordura visceral.
Diante dos resultados podemos observar as alteracGes maléficas que a obesidade pode
causar ao sistema imunoldgico e ao metabolismo, desde mudancas na quantidade de
células imunoldgicas ao comprometimento da funcdo destas. Como se pode perceber,
apesar da diversa gama de estudos existentes, a relacdo da obesidade com componentes
especificos do sistema imune ainda € bem controversa. Sugere-se que estudos adicionais
em relacdo aos efeitos da obesidade em resposta ao exercicio fisico e aos parametros

imunolégicos sejam realizados.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar dos animais que receberam dieta hipercalérica e hiperlipidica
consumirem menos alimentos, ainda assim, ingeriram mais calorias devido ao aporte
energético da dieta. E importante atentar que nem sempre um peso corporal compativel se

traduz em quantidades aceitaveis de gordura corporal

A dieta hipercaldrica utilizada foi atil em promover obesidade visceral nos
ratos, uma vez que a gordura dessa regido foi estatisticamente superior nos ratos
alimentados com a dieta hipercalérica. Somando-se a este resultado, esta dieta também
aumentou os niveis triglicerideos, sobretudo nos animais treinados. Embora ndo tenha

havido alteragdes nos niveis de glicose e cloesterol total.

Neste particular, o efeito negativo da obesidade sobre o sistema imune fica
claro quando os animais obesos sdo incapazes de obter o mesmo aumento no
recrutamento de neutréfilos, além de ndo conseguirem estimular um reforgo na fagocitose

por parte dos macrofagos alveolares.

Outro componente alterado pela obesidade é a microbiota normal do

organismo, a qual apresenta modifica¢des tanto no padrdo quanto no niumero de bactérias.

As alteracBes nutricionais caudadas pelo consumo excessivo de calorias e
lipidios, com consequente obesidade, sdo conhecidas como estimulo para diversos tipos
de alteracbes maléficas para o organismo. Dentre estas podemos destacar o

comportamento dos componentes da resposta imunologica e de analises bioquimicas.

O treinamento fisico moderado ndo teve efeito sobre a microbiota dos animais

do grupo controle. Elevou o nimero de leucécitos tanto nos animais do grupo C e H.

Nos animais treinados dos dois grupos, houve aumento consideravel dos
neutrofilos. No grupo CT, a quantidade de macréfagos foi significativa, essa situacdo nao
foi encontrada nos demais grupos. Enquanto a de eosinéfilos ndo apresentou modificacdo
entre 0s grupos. E ainda, o treino melhorou a funcdo dos macréfagos com normalizacédo

da atividade fagocitica, porém, ndo da producdo de 6xido nitrico.
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Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Recife, 31 de margo de 2009
Oficio n°® 124/09

Da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Prof2.: Célia Maria Machado Barbosa de Castro

Departamento de Nutrigéo

Processo n° 23076.000651/2009 - 68

Os membros da Comissio de Etica em Experimentagio Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Efeito do treinamento fisico moderado em parametros imunoldgicos de
ratos adultos obesos.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de
avaliacéo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questéo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.
Atenciosamente,
- f ~
Observagao: Projeto para a doutoranda: Solange Maria /\/U MLL\_SW Sl
Magalhaes da Silva Potro. Profa. MgnaT nsem
Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nutri¢ao; Prosidesin
Animal: Ratos Wistar; Sexo: Machos; Idade: Entre 90 e 130 veeE

dias: Numero de animais previsto no protocolo: 40 animais.

CCB: Integrar para deserrvolver
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ARTIGO 1 : Enviado para publicagdo no Brazilian Journal of Veterinary Research and
Animal Science.

“Efeito da obesidade sobre a microbiota da cavidade oral de ratos.”

Em 14 de outubro de 2010 14:36, <bjvras@usp.br> escreveu:
>

> Boa Tarde,

>

> Prezada Autora,

>

> Segue em anexo a carta de recebimento do artigo e pe=E70 a gentileza que =

me
> mande uma deciara=E7=E30 asssinada,que os autores e co-autores, concordams=

com a
> taxa de pagamento de R$40,00 por p=Elgina publicada, caso o artigo seja

> aprovado. Favor confirmar o recebimento deste e-mail.

> E pe=E70 a gentileza due confirme o nome do autor 5, pois no cd est=E1 co=
mo

> RafaeLAcionS, e no impresso est=E1 Rafael Acioi Medeiros, para evitar

> maiores transtorno na avalia=E7=E30 do artigo, assim que fizer a corre=E7=
=E30, me” "~

> envie por e-mail.
>
>
> Atenciosamente

> Cristiane Santos Torralba Orb=EAa
> Secret=Elria da Se=E7=E30 de Publica=E7=E30 do Peri=F3dico
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ARTIGO 2 : Enviado para publicagdo no Brazilian Journal of Nutrition (Revista de
Nutricdo)

“Efeitos da dieta hiperlipidica em pardmetros antropométricos de
ratos adultos treinados.”

Em 09 de fevereiro de 2011 16:25, < cev.revistas@puc.campinas.edu.br> escreveu:

Boa Tarde,

Estimada Autora,

Comunicamos o recebimento e agradecemos o envic do seu manuscrito “Efeitos da dieta
hiperlipidica em parametros antropométricos de ratos adultos treinados”.
O manuscrito deve ajustar-se ao seguinte estilo editorial:
1. Os resultados devem ser separados da Discussdo.
(Resultados e Discussao ndo sdo aceitos)
2. Informar nome do(s) autor(es) e co-autor(es), devidamente assinado por cada
integrante, identificando a responsabilidade efetiva de cada um na. elaboragdo do
manuscrito.

-

Favar envidf,o manuscrito corrigido de acordo com o que foi indicado.

Atenciosamente,

Elizabeth Lima
Secretéaria de publicagdo de periddicos

Revista de Nutrigdo «

(Brazilian Journal of Nutrition)-

Nducleo de Editoragio SBI/CCV

Campinas, SP

Fone/Fax: +55-19-3343-6875

E-mail: ccv.revistas@puc.campinas.edu.br
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ARTIGO 3: Enviado para publicagdo no Oral NIicrobiofogy and Immunology
Manuscript Central.

“Avaliacdo do recrutamento e fungdes de células do sistema
imune em ratos adultos obesos submetidos a natagio.”

Manuscript submitted - OMI - 2011 - 0002

D De:
jslots@usc.cdu
Enviada:quarta-feira, 14 de julho de 2010 8:20:33

Para: solangemporto@hotimail.com
Dear Miss PORTO:
Y our manuscript has been successfully submitted to the

Immunology Manuscript Central. As corresponding

author, yau will receive future communications via e-mail. Your
manuscrit number is; OMI-2010-0002. Please make note of your
manyscript Aumber for future reference. Please remember to quote the
electronically generated manuscript number issued to you during this
submission process,

You can keep track of your manuseript by logging on periodically to
Manuscript Central where the status will be displayed in your Author
Center, and also the name and email address of the Editor in charge of
your review,

Thank you for your interest in the Immunology

Sincerely yours,

Jorgen Slots

Immunology |

e: Jslots@usc.edu
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