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RESUMO

Dietas normocalérica e hipercal6rica, utilizadas experimentalmente, acarretam
respostas diferentes em animais. Entretanto, de acordo com a variavel utilizada, ha
possibilidade de os animais apresentarem, em maior ou menor intensidade,
caracteristicas comuns nas respostas as dietas. Esse fato poderia acarretar erros
diferenciados de classificacdo nos tratamentos segundo a variavel analisada. Em
razdo de nao existirem estudos que avaliaram as probabilidades de erro de
classificagdo, os objetivos da investigacdo foram: 1) verificar se o modelo de um
ciclo de dietas hipercal6ricas promove resposta distinta da dieta padrao e 2) analisar
a probabilidade de o animal ser classificado como sendo da dieta hipercal6rica
quando proveniente da padrdo, e ser caracterizado como dieta padrao quando
oriundo da hipercalérica. Foram utilizados ratos Wistar machos com 30 dias de
idade, distribuidos em dois grupos: tratados com dieta padrao (DP) e ciclo de dietas
hipercaléricas (DH), durante 14 semanas. Para verificar se as dietas promovem
respostas distintas, foi utilizado o teste estatistico multivariado T? de Hotelling. A
construcao do critério de classificagdo dos animais nas dietas e as probabilidades de
erro foram realizadas da seguinte maneira: 1) construiu-se intervalo de 95% de
confianga para as variaveis diferenciadoras das dietas, 2) para cada variavel
considerou-se o ponto médio (ponto de separacao, PS) entre o limite superior do lote
de menor média e o limite inferior do lote de maior. Este ponto foi a referéncia em
relacdo ao qual os ratos foram comparados para determinar em qual das dietas os
mesmos seriam classificados. O PS permitiu indicar as probabilidades de erro de
classificacdo, ou seja, o animal ser classificado como DH quando na realidade foi
submetido a dieta padrdo (falso DH), e ser caracterizado como DP quando na

verdade foi tratado com dieta hipercalérica (falso DP). A comparacao multivariada
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dos valores médios das variaveis bioquimicas e de composicdo corporal mostrou
diferenca significativa entre os ratos DP e DH (p<0,01). Os animais DH
apresentaram peso corporal, gordura na carcaca, pressao arterial sistélica, relacao
entre o peso e o comprimento corporal, taxas de glicose, triacilglicerol, lipoproteina
de baixa e muito baixa densidade aumentados e a lipoproteina de alta densidade
(HDL) diminuida significativamente em relacao aos ratos DP. A gordura, em gramas,
na carcaga foi a variavel com menor taxa total de erro (falso DP=18,94% e falso DH=
12,92%) e a HDL a que apresentou a maior taxa de erro (falso DP=33,00% e falso
DH= 33,00%). Em concluséo, o resultado deste estudo mostra que: 1) o modelo de
dieta hipercal6rica promove resposta diferente da dieta padrao e 2) a taxa percentual

de falso DH varia de 12,92 a 33,00% e a de falso DP de 18,94 a 33,00%.

Palavras-chave: ratos Wistar, dieta normocalérica, dieta hipercal6rica, probabilidade

de erro de classificacao.
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ABSTRACT

Experimentally used normo and hypercaloric diets have different responses in
animals. However depending on variable, animals can present higher or lower
intensity common characteristics in response to diets. This can cause differentiated
classification errors in treatments depending on which variable is analyzed. As there
are no studies which analyze the probabilities of classification error, the objectives of
this investigation were: 1) to verify if a one cycle model of hypercaloric diets
promoted a different response to standard diet, and 2) to analyze the probability of an
animal being classified as having undergone a hypercaloric diet when actually having
had a normal diet, and vice versa. Male 30-day old Wistar rats were distributed into
two groups: fed a standard diet (ND), and a cycle of hypercaloric diets (HD) for 14
weeks. The Hotelling multivariate T? test was used to test for different diet responses.
Classification criteria for animals on the diets were developed, and error probabilities
were calculated in the following way: 1) A 95% confidence interval was constructed
for diet differentiating variables, 2) for each variable, the separation point (SP) was
considered as the mid point between the upper limit of the smaller batch mean and
the lower limit of the larger batch mean. This was the reference point for which rats
were compared to determine in which of the diets they would be classified. The SP
enabled probabilities of classification to be indicated, or an animal was classified as
HD when in reality it had been submitted to ND (false HD), or was characterized as
ND when actually treated with HD (false ND). The multivariate comparison of means
of biochemical and body composition variables was significantly different between
ND and HD rats (p<0.01). HD animals presented body weight, body fat, systolic
arterial pressure, weight to body length ratio, levels of glucose, triglycerol, and low

and very low density lipoproteins, and significantly reduced high density lipoprotein
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(HDL) compared to ND rats. Body fat, in grams, had the least total error rate (false
ND=18.94% and false HD=12.92%) and HDL had the highest error rate (false
ND=33.00% and false HD=33.00%). In conclusion, the results from this study
showed that: 1) the hypercaloric diet model gave a different response to the standard
diet and 2) the percentage rate of false HD was between 12.92 and 33.00% and of

false ND was between 18.94 and 33.00%.

Keywords: Wistar rats, normocaloric diet, hypercaloric diet, classification error

probability.
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1 INTRODUGCAO

A obesidade é uma doenca multifatorial complexa caracterizada pelo acumulo
excessivo de tecido adiposo em relacdo a massa magra tecidual. Incide em paises
desenvolvidos e subdesenvolvidos, afetando todas as idades e classes
socioecon6micas, sendo um dos principais fatores de risco para doencgas crénicas e
incapacitantes. O excesso de tecido adiposo, principalmente na regido visceral, esta
associado a resisténcia sistémica a insulina, hiperglicemia, dislipidemia, hipertensao
arterial sistémica e estado pré-trombético e pré-inflamatério.?

Determinados estudos sobre as consequéncias da obesidade em seres
humanos apresentam limitacdes éticas. Por essa razdo, camundongos manipulados
geneticamente tém sido utilizados. Os com mutacdo dos genes ob e db
desenvolvem obesidade precocemente, apresentam gasto energético diminuido,

infertilidade e diminuicdo do crescimento linear,®*

e 0s com alteracdo do gene da
carboxpeptidase E mostram hiperfagia, infertilidade, hiperproinsulinemia e aumento
de peso corporal.’) Os da espécie Tubby apresentam resisténcia a insulina e
obesidade,® e os Agouti mostram excesso de peso na maturidade, diabetes melittus
tipo 2 e hiperleptinemia.” Além dos camundongos, ratos Zucker geneticamente
obesos (fa/fa) tém sido utilizados, e exibem hiperfagia, hiperinsulinemia e
hiperlipidemia.®

Embora mutacbes genéticas acarretam obesidade em animais, em seres

9,10,11)

humanos elas sdo raras.' A atual epidemia mundial de obesidade é

consequéncia da maior disponibilidade e consumo de dietas altamente energéticas e

palatdveis e da diminuigdo no gasto energético.!'>'?

Portanto, manipulacdes
dietéticas que promovem obesidade em animais sdo modelos mais apropriados para

estudar as consequéncias dessa patologia. Nesse sentido, inumeros trabalhos
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experimentais foram desenvolvidos com a finalidade de obterem-se animais obesos

por meio de alteragdes nas dietas.'*2%

Embora um dos critérios utilizados para definir obesidade em humanos seja o
indice de massa corporal, este ndo é valido para modelos experimentais.?" A

mensuragao de obesidade em animais de laboratério tem sido realizada por meio

(14,15,21 14,17,21)

dos depésitos de gordura visceral e subcutanea, ) gordura corporal total |
e pelo peso corporal (16181920 \Woods et al. (2003) ') considerando a gordura da
carcaca como o indicador de obesidade mostraram que a utilizacdo do peso corporal
pode subestimar o grau de obesidade dos animais. Estes autores demonstraram que
enquanto o aumento do peso corporal dos ratos com dieta hipercalérica foi de 10%,
o incremento da gordura corporal foi de 30 a 50%. Portanto, baseado nos dados
acima, pode-se afirmar que as dietas, hipercalérica e normocalérica, utilizadas por
Woods et al. (2003),'" acarretam respostas diferentes nos animais; entretanto, de
acordo com a variavel utilizada, infere-se que ha possibilidade de os animais
apresentarem, em maior ou menor grau, caracteristicas comuns nas respostas as

dietas. Esse fato poderia acarretar erros diferenciados de classificagdo nos

tratamentos segundo a variavel analisada.

Em concordancia com Woods et al. (2003)," estudo em nosso laboratério
(dados nao publicados) mostrou que ratos submetidos a um ciclo de dietas
hipercaléricas, elaboradas para a pesquisa, quando avaliados pelo peso corporal
apresentavam caracteristicas comuns dos animais tratados com dieta padréo.
Entretanto, alguns desses animais, quando analisados pela quantidade de gordura
da carcaca, se diferenciavam. Constataram-se, também, taxas diferentes de

classificacao errbnea nas variaveis estudadas.
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Em razao de os resultados do trabalho anterior procederem de um ndmero
restrito de animais, torna-se necessaria a obtencdao de dados mais consistentes do
que os previamente obtidos. Com esta finalidade, os objetivos da investigacao
foram: 1) verificar se o0 modelo de um ciclo de dietas hipercal6ricas promove
resposta distinta da dieta padrao e 2) analisar a probabilidade de o animal ser
classificado como sendo da dieta hipercalérica quando proveniente da padrao, e ser

caracterizado como dieta padrao quando oriundo da hipercalérica.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Animais e modelo experimental

No presente estudo, foram utilizados 64 ratos Wistar machos, com 30 dias de
idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista - UNESP
— Botucatu/SP. Os ratos foram distribuidos casualmente em dois lotes: tratados com
dieta padrao (DP; n=32) e com dieta hipercalérica (DH; n=32). Os animais DP
receberam racdo comercial Labina (Purina®, Paulinia, SP, Brasil) e 4gua ad libitum e
os animais DH um ciclo de cinco dietas hipercaléricas (H1, H2, H3, H4 e H5),
oferecidas durante sete dias por um periodo de 14 semanas. O consumo da dieta foi
controlado diariamente, e a ingestdo de agua as segundas, quartas e sextas-feiras.
O peso corporal foi aferido semanalmente. Os ratos foram mantidos em caixas
coletivas, quatro animais por caixa, em ambiente com temperatura controlada (24 +
2°C) e ciclo claro-escuro (12-12 hs). Durante a fase experimental, foi excluido um
animal de cada grupo. O protocolo de estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica
Experimental em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP e

esteve de acordo com o “Guia para Cuidados e Usos de Animais Experimentais”.

2.2 Dietas padrao e hipercaldrica

As dietas experimentais seguiram as especificacbes do guia “Nutrient
requirements of the laboratory rat”.*”) A dieta padrao utilizada foi a comercial Labina
(Purina®, Paulinia, SP, Brasil) e sua composicdo est4 apresentada no quadro 6. As
dietas hipercalédricas 1, 2, 4, e 5, padronizadas neste laboratério, foram compostas
de uma mistura de p6é6 de racdo comercial Labina, alimentos industrializados,
suplementagao protéica, vitaminica e sais minerais (adaptado de Estadella et al.,

2004).?® As dietas citadas tiveram seus ingredientes triturados e, posteriormente,
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misturados com as vitaminas e sais minerais. Em seguida, a massa homogeneizada
foi transformada em pellets, seca em estufa ventilada Fanem® a temperatura de 55 +
5°C e armazenada a —20°C. A dieta 3 foi composta pela racdo comercial Labina
(Purina®, Paulinia, SP, Brasil) e sacarose na agua de beber, na concentragdo de 300
gramas por litro. Os ingredientes utilizados no preparo das dietas estao
apresentados nos Quadros 1, 2, 3, 4 e 5. A analise da composi¢ao nutricional das
dietas foi realizada no Laboratério de Melhoramento e Nutricdo Animal da Faculdade
de Ciéncias Agronémicas da UNESP — Botucatu/SP. O resultado da analise esta

apresentado no quadro 6.

Quadro 1 - Ingredientes utilizados no preparo da dieta 1

Ingredientes Peso (g) Peso (%)
P6 Labina (Purina® SP) 355 35,5
Amendoim torrado 176 17,6
Caseina 123 12,3
Oleo de milho 82 8,2
Achocolatado 88 8,8
Bolacha Maizena 176 17,6
Total 1000 100

Para cada 10009 de dieta foram acrescentados: ferro: 19,4 mg; potassio: 138,4 mg;
selénio: 73,1 mcg; sulfato de molibidénio: 150,0 mcg; vitamina B12: 34,6 mcg;
vitamina B6: 6 mg; biotina: 0,12 mg; vitamina E: 49,2 Ul; vitamina D: 2461,5 Ul; e
vitamina A: 15384,3 Ul.
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Quadro 2 — Ingredientes utilizados no preparo da dieta 2

Ingredientes Peso (g) Peso (%)
P6 Labina (Purina® SP) 439 43,9
Amendoim torrado 218 21,8
Caseina 129 12,9
Oleo de milho 61 6,1
Batata frita 153 15,3
Total 1000 100

Para cada 1000g de dieta foram acrescentados: ferro: 26,7 mg; selénio: 62,7 mcg;
sulfato de molibidénio: 150,0 mcg; vitamina B12: 32,5 mcg; vitamina B6: 6 mg;
biotina: 0,11 mg; vitamina E: 45,1 Ul; vitamina D: 2253,3 Ul; e vitamina A: 14082,9
ul.

Quadro 3 - Ingredientes utilizados no preparo da dieta 3

Ingredientes Quantidade
Racao Labina (Purina® SP) Ad libitum
Agua e aclcar 3009 sacarose/ litro agua

Quadro 4 - Ingredientes utilizados no preparo da dieta 4

Ingredientes Peso (9) Peso (%)
P6 Labina (Purina® SP) 371 37,1
Amendoim torrado 185 18,5
Caseina 99 9,9
Oleo de milho 68 6,8
Macarrdo instantaneo 185 18,5
Queijo ralado 92 9,2
Total 1000 100

Para cada 1000g de dieta foram acrescentados: ferro: 24,1 mg; potassio: 35,6 mg;
selénio: 70,8 mcg; sulfato de molibidénio: 150,0 mcg; vitamina B12: 34,2 mcg;
vitamina B6: 6 mg; biotina: 0,12 mg; vitamina E: 48,3 Ul; vitamina D: 2415,8 Ul; e
vitamina A: 15099,0 UI.
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Quadro 5 - Ingredientes utilizados no preparo da dieta 5

Ingredientes Peso (g) Peso (%)
P6 Labina (Purina® SP) 359 35,9
Amendoim torrado 179 17,9
Caseina 105 10,5
Oleo de milho 80 8,0
Leite condensado 161 16,1
Bolacha Wafer 116 11,6
Total 1000 100

Para cada 1000g de dieta foram acrescentados: ferro: 25,2 mg; potassio: 104,8 mg;
selénio: 73,1 mcg; sulfato de molibidénio: 150,0 mcg; vitamina B12: 34,5 mcg;
vitamina B6: 6 mg; biotina: 0,12 mg; vitamina E: 48,9 Ul; vitamina D: 2447,0 Ul; e
vitamina A: 15291,2 Ul.

Quadro 6 — Composicao das dietas padréo e hipercalérica

Dietas
Componentes Padréao H1 H2 H4 H5
Proteina (%) 26 27 29 28 26
Carboidrato (%) 54 43 36 33 43
Gordura (%) 3 20 23 24 20
Outros (%) 17 10 12 15 11
‘Calorias (Kcallg) 35 46 47 46 46

OBS: A dieta H3 nédo foi apresentada por ser constituida de dieta padréo Labina
(Purina, Paulinia, SP) mais agua com sacarose na concentracao de 300 g/litro (1,2
kcal/ml de agua). H1, H2, H4 e H5, dietas hipercaloricas.

2.3 Eficiéncia alimentar dos animais
Com a finalidade de analisar a capacidade de o animal converter em peso
corporal a energia alimentar consumida, foi realizado o calculo da eficiéncia

alimentar (EA). Este calculo foi obtido dividindo-se o ganho médio semanal de peso
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dos animais de cada caixa (g) pelo total de energia ingerida (Kcal), multiplicado por
100."" A energia ingerida foi calculada multiplicando-se a quantidade ingerida de

alimento pelo valor calérico de cada dieta.

2.4 Pressao arterial sistolica

A presséao arterial sistolica caudal (PAS) foi aferida ao final do experimento
utilizando o aparelho Narco Bio-System® modelo 709-0610 (International
Biomedical, Inc, USA) e um poligrafo da Gould, modelo RS 3200. O registro da
pressao foi realizado apds aquecimentos dos animais por periodo de quatro a cinco
minutos a 40°C. Foi possivel aferir a PAS de 15 animais no lote DP e 23 animais no

DH.

2.5 Composicao corporal

As quantidades de agua, gordura e proteina foram determinadas na carcaca
dos ratos. A porcentagem de agua foi calculada pela diferenca entre o peso da
carcaca pré e pos-secagem pela férmula PPr—PP/PPr x 100%, onde PPr= peso pré-
secagem e PP= peso pbs-secagem. A secagem foi realizada a temperatura de 100
5°C durante 72 horas em estufa ventilada Fanem®. Apés a secagem, a carcaca foi
embrulhada em papel filtro e a gordura extraida em aparelho extrator de Soxhlet
(Corning Incorporated, USA). A porcentagem de gordura na carcacga foi determinada
pela formula PP-PSSG/PPr x 100%, onde PP= peso pds-secagem, PSSG= peso
seco apds extracdo da gordura e PPr= peso pré-secagem. Apds secagem e
extracdo de gordura, a carcaca foi homogeneizada e o nitrogénio quantificado pelo
método de micro-Kjeldahl.®® A proteina foi determinada pela equagéo %hnitrogénio x

PSSG x 6,25/100, onde PSSG= peso seco apds extracao da gordura.
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2.6 Analises bioquimicas séricas

Ao término do tratamento, os animais foram colocados em jejum por 12 a 15
horas, anestesiados com pentobarbital sédico, 40mg/kg/ip, e sacrificados por
decapitacdo. O sangue foi coletado em tubos Falcon com auxilio de funil. O soro foi
separado por centrifugacdo a 3000rpm por 10 minutos e utilizado para as
determinacdes de glicose (GL), de triacilglicerol (TG), de colesterol total (COL), de
proteinas totais (PT), de albumina (ALB) e de lipoproteina de alta densidade (HDL).
O método empregado nas dosagens foi 0 enzimatico-colorimétrico (Kit CELM®, Sao
Paulo, Brasil). As lipoproteinas de baixa (LDL) e muito baixa (VLDL) densidade
foram calculadas segundo a férmula de Friedewald,®” LDL= COL — (HDL+VLDL),
sendo VLDL= triacilglicerol / 5, quando TG menor ou igual a 400 mg/dL. Nas
concentracdes de TG superiores a 400 mg/dL, as concentragdes de VLDL foram
estimadas pelo valor médio do grupo em questdo. As leituras espectrofotométricas

foram realizadas em espectrofotdmetro Micronal®, modelo B 382.

2.7 Influéncia das dietas sobre o perfil médio de resposta das variaveis
relativas a composicao corporal e bioquimica

Com a finalidade de avaliar a influéncia das dietas sobre o perfil médio da
composicao corporal (peso corporal inicial, peso corporal final; relacédo entre o peso
corporal final e o comprimento do animal, agua, proteina e gordura da carcaca) e
bioguimica sérica (PT, ALB, GL, TG, COL, HDL, LDL, VLDL), foi utilizado o teste
estatistico multivariado T2 de Hotelling. O teste foi complementado com a construcdo
dos intervalos simultaneos de 95% de confianca de Hotelling para as diferencas de

médias das variaveis analisadas nas popula¢cdes DP e DH.
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2.8 Critério de classificacao dos animais nas dietas padrao e hipercalérica e
respectivas probabilidades de erro

Na experimentacao biolégica, em especial nos estudos com animais, mesmo
quando mantidas as condicdes laboratoriais, ndo esta assegurada uma resposta
homogénea nos grupos experimentais. Animais que recebem o mesmo tratamento
podem mostrar variabilidade de resposta. Neste sentido, ratos submetidos as dietas
padrao e hipercaldrica podem apresentar, em maior ou menor escala, caracteristicas
comuns de respostas. Por esta razdo, torna-se necessario estabelecer um critério
que possibilite a separacdo de animais DP e DH. Este critério deve ser construido
com os objetivos de classificar um animal em uma das duas dietas e minimizar as
probabilidades de erros que se cometem ao indicar um animal como DP quando
este é proveniente do DH ou, como DH um animal oriundo de DP.

A construgao do critério de classificagcdo e o calculo das probabilidades de
erro foram realizadas da seguinte maneira:

1) para as variaveis diferenciadoras de dietas, foram construidos intervalos de
95% de confianca para as médias dos lotes DP e DH e apresentados seus
limites, superior e inferior;

2) para cada variavel diferenciadora, considerou-se o ponto médio entre o limite
superior (LS) do lote de menor valor médio e o limite inferior (LI) do lote de
maior valor médio. Este ponto médio (PS, ponto de separacéo) foi utilizado
como referéncia, em relacdo ao qual os ratos foram comparados para
determinar em qual das dietas, hipercalérica ou padrdo, 0s mesmos seriam
classificados;

3) para classificar os animais em uma das dietas, hipercalérica ou padréo, foram

consideradas duas situacoes:
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3.1) as variaveis diferenciadoras apresentavam valores médios maiores no
DH do que no DP. Nesta condi¢do, todo animal do lote DH situado acima do
PS foi considerado como verdadeiro DH e aquele animai proveniente do DP
abaixo do PS como verdadeiro DP;

Exemplo: peso corporal.

Verdadéeiro DP Verdadieiro DH

PS= 538¢g

3.2) as variaveis diferenciadoras mostravam valores médios menores no DH
do que no DP. Nesta situagao, todo animal do lote DH situado abaixo do PS
foi considerado como verdadeiro DH e aquele animal proveniente do DP
acima do PS como verdadeiro DP;

Exemplo: porcentagem de dgua na carcaca.
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Verdadi:eiro DH Verdadieiro DP

PS=55%

4) em razao de respostas comuns entre as dietas, ha possibilidade de
classificacao errbnea, ou seja, o animal ser classificado como DH quando
proveniente do lote DP (falso DH) e animal ser caracterizado como DP
quando proveniente do lote DH (falso DP). Neste sentido, foram calculadas as
probabilidades de erro de classificacdo. Para este calculo, levaram-se em
consideracao a distribuicdo normal de probabilidade, a média, o desvio-
padrao e o PS das variaveis estudadas nas popula¢des DP e DH.

Exemplo: peso corporal.

DP ~ N(501,44%) DH ~ N(578,52%)
Falso DP
Falso DH
P (falso DP)=P (X<PS/N(578,52)) P (falso DH)= P (X>PS/N(501,44))
P (falso DP)=P (Z<(538-578)/52) P (falso DH)= P (Z>(538-501)/44)

P (falso DP)= P (Z< -0,77)= 22,06% P (falso DH)= P (Z> 0,84)= 20,33%

PS=538g
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5) A partir do calculo das probabilidades de classificacdo errbnea, pode-se
determinar a variavel mais indicada para alocar os animais no seu verdadeiro
grupo. Se o objetivo for o erro total de falsa classificacao, deve-se considerar
a menor soma dos 2 tipos de erros (falso DP e falso DH). Se o interesse for
determinar o erro inerente a dieta hipercalérica ou a dieta padrao, deve-se

utilizar o menor erro de falso DP e falso DH, respectivamente.

2.9 Analise estatistica

O estudo da ingestao alimentar e consumo cal6rico, considerando a resposta
média da caixa de animais, foi realizado pelo teste t de Student para amostras
independentes, sendo os dados expressos pela média e desvio-padrdao. Quanto a
eficiéncia alimentar média da caixa, utilizou-se a construgdo dos intervalos de 95%
de confianca para as médias dos grupos.!" A evolugéo do peso corporal dos animais
foi avaliada por meio da técnica da analise de variancia para o modelo de medidas
repetidas em dois grupos independentes. "

A comparacdo entre as dietas, envolvendo concomitantemente as variaveis
relativas a composigcdo corporal e bioguimica dos animais foi realizada pelo teste
estatistico multivariado T? de Hotelling, e complementada com a construcdo dos
intervalos simultaneos de 95% de confianca para as diferencas entre as médias
populacionais, em cada uma das variaveis estudadas." A classificacdo dos animais
nas dietas padrdao e hipercaldrica foi realizada por meio de procedimento
probabilistico, envolvendo a distribuicdo de probabilidade normal, o ponto médio
entre os limites dos intervalos de confianca e as probabilidades de erro de
classificacdo.” A discussdo dos resultados foi realizada em nivel de 5% de

significancia.
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3 RESULTADOS
3.1 Ingestao e eficiéncia alimentar e consumo calérico

A ingestdo alimentar e o consumo calérico dos animais por caixa estao
expostos na Tabela 1. Os animais DH ingeriram menor quantidade de racao que os
DP (P<0,001). O consumo caldrico e o de agua foram semelhantes nos DP e DH
(P>0,05). Embora a quantidade de calorias fosse similar nos ratos, a eficiéncia
alimentar, ou seja, conversdo de calorias em peso corporal, foi maior no lote DH
comparado ao DP (Figura 1).

Tabela 1 — Ingestao alimentar e consumo cal6rico médio por caixa de animais

submetidos as dietas padrao e hipercalérica

Animais
Variaveis DP DH
Consumo de ragao (g/dia) 24,4 +22 176+1,7"
Consumo de agua (ml/dia) 36,9+4.4 37,171
Consumo calérico (Kcal/dia) 84,7+76 88,7+ 11,3

Dados expressos em média + desvio-padrao da caixa de animais. DP, dieta padrao;
DH, dieta hipercalérica. * p<0,05 vs caixa de animais padrao; teste t-Student.
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Figura 1 - Eficiéncia alimentar média por caixa de animais submetidos as dietas
padrdao e hipercalérica. Os dados sdo expressos em média e limites superior e

inferior de intervalo de 95% de confianca para a média. EA, eficiéncia alimentar.

3.2 Peso corporal e pressao arterial sistolica

Nos primeiros 30 dias de tratamento, o peso corporal foi semelhante nos dois
lotes; apds a 52 semana, o peso corporal dos animais DH foi significativamente

maior que os DP (Figura 2). A pressao arterial sistélica ao final do experimento foi

maior no DH (DH= 127+10 e DP= 116+8 mmHg, P<0,001).
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Figura 2 — Evolucao do peso corporal dos animais submetidos as dietas padrao e
hipercalérica. Os dados sao expressos em média e limites superior e inferior de
intervalo de 95% de confianca para a média. * p<0,05 vs dieta padrao; anélise de
variancia para o modelo de medidas repetidas para grupos independentes.

3.3 Influéncia das dietas sobre o perfil médio de resposta das variaveis
relativas a composicao corporal e bioquimica

Na tabela 2, estdo apresentados o resultado do teste estatistico multivariado
(T? de Hotelling) e o das comparagdes individuais entre os lotes DP e DH. A
comparagédo global multivariada dos valores médios das variaveis bioquimicas e de
composigao corporal mostrou diferenca significativa entre os ratos DP e DH
(p<0,01). O peso corporal final (DH= 578152 e DP= 5011+44Q) e a relagdo entre o
peso e o comprimento corporal (DH= 20,4+1,4 e DP= 18,6+1,5g/cm) foram maiores

no DH do que no DP. A analise da carcaga mostrou aumento significativo na
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quantidade absoluta de agua (DH= 249426 e DP= 225+22g), de gordura (DH=
121+31 e DP= 71+20g), mas nao de proteina (DH= 66,6+t7,4 e DP= 63,9+5,09) no
DH. Entretanto, em valores relativos, a porcentagem de agua (DH= 57,6+3,3 e DP=
53,0£3,4%) e de proteina (DH= 14,2+1,1 e DP= 16,5+1,3%) mostrou-se diminuida e
de gordura (DH= 25,545 e DP= 18,0t4,2%) aumentada no lote DH. As
concentragdes séricas de glicose (DH= 114433 e DP= 99+19mg/dl), triacilglicerol
(DH= 197+106 e DP= 143t51mg/dl) LDL (DH= 61+24 e DP= 42+13mg/dl) e VLDL
(DH= 35+12 e DP= 29+10mg/dl) mostraram-se elevadas e a HDL (DH= 43410 e DP=
51+10mg/dl) diminuida nos animais DH. Os niveis de proteina (DH= 6,6+0,5 e DP=
6,7+0,69/dl), albumina (DH= 3,9+0,5 e DP= 3,8+0,5g/dl) e colesterol total (DH=

69+21 e DP= 66+14mg/dl) ndo foram significativamente diferentes entre os lotes.
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Tabela 2 - Resultado do teste estatistico da composicao corporal e bioquimica sérica

entre os animais submetidos as dietas padrao e hipercal6rica

Animais

Variaveis Dieta padrao Dieta Hipercalérica
PCI (g) 1059 105+ 13
PCF (g) 501 + 44 578 +52"
PCF/ Compr (g/cm)' 18,6+ 1,5 20,4+1,4°
Agua carcaga (g) 205 + 22 249+26°
Agua carcaga (%) 57,6 +3,3 53,0+3,4"
Gordura carcaca (g) 71+20 121 £31°
Gordura carcaca (%) 18,0+ 4,2 255+45"
Proteina carcaca (g) 63,9+5,0 66,6 £ 7,4
Proteina carcaca (%) 16,5+1,3 142+11°
Proteinas totais (g/dl) 6,7%+0,6 6,6 0,5
Albumina (g/dl) 3,8+0,5 3,9+£0,5
Glicose (mg/dl) 99 + 19 114+ 337
Triacilglicerol (mg/dl) 143 + 51 197 +106 °
Colesterol total (mg/dl) 66 £ 14 69 + 21
HDL (mg/dl) 51 +10 43+10°
LDL (mg/dl) 42 +13 61+24"
VLDL (mg/d) 29 + 10 35+12 " *

Resultado do teste multivariado T? Hotelling p<0,01

Valores expressos em média = desvio-padrdo. PCl, peso corporal inicial; PCF, peso corporal final;
PCF/Compr, relacdo entre o peso e o comprimento corporal final; HDL, lipoproteina de alta
densidade; VLDL, lipoproteina de muito baixa densidade; e LDL, lipoproteina de baixa densidade.
* p<0,05 vs dieta padrdo, intervalo simultaneo de 95% de confianca de Hotelling para a diferenca
entre as médias populacionais. "o comprimento do animal foi medido entre o anus e o nariz do
animal sem a cauda. ¥ Alguns valores de VLDL nos animais do submetidos & dieta hipercalérica foram
estimados pela média do grupo, pois a concentragao de triacilglicerol ultrapassou 400 mg/dl.
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3.4 Critério de classificacao dos animais nas dietas padrao e hipercalérica e
respectivas probabilidades de erro

A Tabela 3 mostra o valor médio, os limites inferior e superior do intervalo de
95% de confianca e o ponto de separacao para cada variavel diferenciadora dos
lotes DP e DH. Os valores médios das seguintes variaveis foram maiores no DH
que no DP: PCF, PCF/Compr, gordura e agua da carcaca absoluta, porcentagem de
gordura da carcaga, LDL, glicose, TG e VLDL. Entretanto, HDL, porcentagem de
proteina e agua da carcaca mostraram valores médios menores no DH do que no
DP. Nao foi calculado o PS para a glicose, TG e VLDL, em razdo de o limite superior
do lote de menor valor médio ultrapassar o limite inferior do lote de maior valor

médio.
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Tabela 3 — Média, limites do intervalo de 95% de confianga e ponto de separacao
das variaveis diferenciadoras das dietas padrao e hipercalérica

Dieta padrao Dieta hipercalérica
Variaveis LI média LS LI média LS PS
PCF (g) 483 501 520 556 578 600 538
PCF/Compr (g/cm) 18 18,6 19 20 20,4 21 19,5
Gordura C. (g) 62 71 79 108 121 134 93,5
Gordura C. (%) 16 18,0 20 24 25,5 27 22
Agua C. (g) 216 225 234 238 249 260 236
Agua C. (%) 56 57,6 59 52 53,0 54 55
Proteina C. (%) 16 16,5 17 14 14,2 15 15,5
HDL (mg/dl) 47 51 56 39 43 47 47
LDL (mg/dl) 36 42 47 51 61 72 49
Glicose (mg/dl) 91 99 107 100 114 128
TG (mg/dl) 122 143 165 152 197 242
VLDL (mg/dl)* 24 29 33 30 35 40

LI, limite inferior do intervalo de 95% de confianca para a média; LS, limite superior
do intervalo de 95% de confianca para a média; PS, ponto de separagao utilizado
como referéncia, em relacdo ao qual os ratos foram comparados para determinar em
qual dos lotes, hipercalérico ou padrao, os mesmos seriam classificados; PCF, peso
corporal final; PCF/Compr, relagdo entre o peso e o comprimento corporal final;
Gordura C., gordura da carcaca; Agua C., agua da carcaga; Proteina C., proteina da
carcaca; TG, triacilglicerol; HDL, lipoproteina de alta densidade; LDL, lipoproteina de
baixa densidade; e VLDL, lipoproteina de muito baixa densidade; * Algumas VLDLs
no grupo hipercalérico foram estimados pela média do grupo, pois a concentracao
de triacilglicerol ultrapassou 400 mg/dl.

As probabilidades de erro de classificagdo dos animais nos grupos
hipercalérico e padrao estdo apresentadas na Tabela 4. A quantidade de gordura

absoluta na carcaca mostrou-se a variavel com menor taxa de erro de classificacdo
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(31,86%). Portanto, é a variavel que mais separou o grupo hipercalérico do padrao.
As outras variaveis mais separadoras dos grupos, de acordo com a probabilidade de
erro foram: proteina relativa da carcaca (35,01%), gordura relativa da carcaca
(38,43%), peso corporal final (42,39%), agua relativa da carcaca (49,66%), relagao
entre o peso e o comprimento corporal (53,19%), LDL (58,60%), agua absoluta da

carcaca (61,35%) e HDL (66,00%).

Tabela 4 - Probabilidade de erro de classificacdao dos animais nas dietas padréo e
hipercalérico

Probabilidade de erro

Variaveis Falso DH' Falso DP? Total®
Gordura C. (g) 0,1292 0,1894 31,86
Proteina C. (%) 0,1841 0,1660 35,01
Gordura C. (%) 0,1894 0,1949 38,43
PCF (g) 0,2033 0,2206 42,39
Agua C. (%) 0,2483 0,2483 49,66
PCF/Compr (g/cm) 0,2676 0,2643 53,19
LDL (mg/dl) 0,2810 0,3050 58,60
Agua C. (g) 0,3050 0,3085 61,35
HDL (mg/dl) 0,3300 0,3300 66,00

Gordura C., gordura da carcaga; Proteina C., proteina da carcaga; PCF, peso
corporal final; Agua C., agua da carcaca; PCF/Compr, relacdo entre 0 peso e o
comprimento corporal final; LDL, lipoproteina de baixa densidade; HDL, lipoproteina
de alta densidade; 1= probabilidade de o animal ser classificado como DH quando
proveniente do lote tratado com dieta padrao; 2= probabilidade de o animal ser
classificado como padrdao quando proveniente do lote tratado com dieta
hipercalérica; e 3= soma das probabilidades de falso DP e falso DH multiplicada por
100.



42

4 DISCUSSAO |
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4 DISCUSSAO

Os resultados deste experimento mostram que as dietas padrao e
hipercalérica promoveram respostas diferentes nos perfis médios de ratos Wistar.
Entretanto, verificou-se que determinados ratos submetidos a dieta hipercal6rica nao
apresentaram as respostas esperadas para este tipo de dieta. Este contexto também
pode ser observado em animais que receberam a dieta padrao.

Dietas hipercaléricas em estudos experimentais sdo obtidas as custas de

142029.30) ' A apresentacdo destas

alimentos ricos em gorduras e/ou carboidatros
dietas € realizada na forma de pellets ou alimentos in natura, sendo esta Ultima
conhecida como dieta de cafeteria. Esta, em razdo das caracteristicas dos
alimentos, densamente energéticos e palataveis, e da sua forma rotativa de
apresentacao, € a que mais se aproxima do perfil da alimentacdo humana.
Entretanto, sua utilizacdo apresenta restricbes, desde que seus alimentos sao
oferecidos in natura, podendo se deteriorar; além disso, ha dificuldade na
quantificagdo do consumo alimentar dos animais. O ciclo de cinco diferentes dietas
utilizado neste experimento procurou mimetizar a de cafeteria. A rotatividade dos
alimentos teve como finalidade alterar a palatabilidade e, consequentemente,
aumentar a ingestao alimentar e 0 ganho de peso corporal. A apresentacao da dieta
em pellets possibilitou aferir precisamente o consumo, manter a sua integridade e
analisar a composicao dos seus nutrientes. As dietas hipercaléricas 1, 2, 4 e 5 foram
isocal6ricas e apresentaram aumento de 33% do conteudo energético em relagcédo a
dieta padrao, proveniente do aumento de 22% de gorduras. Esta maior porcentagem
energética esta de acordo com autores que promovem obesidade por meio de dieta

15,17

hiperlipidica.!"™>'” As dietas 1 e 5 foram constituidas prioritariamente de ingredientes

doces, e as 2 e 4 de alimentos salgados. Diferentemente das dietas 1, 2, 4 e 5, 0
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aumento do numero de calorias na dieta 3 foi decorrente da adi¢cdo de sacarose na
agua de beber. O modelo dietético hipercal6rico utilizado neste estudo, basicamente
as custas da elevacao de gordura, ndo encontra paralelo na literatura, desde que
nao observamos investigacdes que utilizaram um ciclo rotativo de cinco diferentes

tipos de dietas.

Neste experimento, o periodo de tratamento dos animais foi de 14 semanas.
Esse tempo permitiu que os animais DH mantivessem o0s pesos corporais maiores
que os DP durante nove semanas (Figura 2). Embora o objetivo do modelo fosse
aumentar a ingestao alimentar as custas da variacdo da palatabilidade, os animais
DH apresentaram hipofagia. Este dado esta em discordancia com trabalhos prévios
que mostraram que dietas hiperlipidicas acarretam menor saciedade e,

153132 Embora os animais DH

conseqlientemente, maior ingestdo alimentar.'
tivessem ingerido menor quantidade de alimentos, o total de calorias consumidas foi
semelhante aos ratos DP (Tabela 1). Portanto, as diferencas na composicédo
corporal entre os DP e DH foram devidas a maior eficiéncia alimentar no lote DH
(Figura 1). O aumento da eficiéncia tem sido constatado em trabalhos com dieta rica

24.33-36) A melhoria na eficacia alimentar nos animais DH foi somente

em gordura.'
detectada a partir da 4% semana de tratamento. A auséncia da eficiéncia nas
primeiras semanas foi, provavelmente, devida ao fato de os ratos estarem em fase

de crescimento.

Neste experimento, a dieta hipercalérica acarretou elevagdo do peso e
gordura corporal, da glicemia, da pressao arterial sistélica, do TG, da LDL, da VLDL
e diminuicdo da HDL. Estes dados estdo de acordo com a maioria dos

15,19,20,23,35,37,38,39

estudos,' ) desde que existem autores que mostraram que a dieta

hipergordurosa nao induziu aumento no peso corporal,*®? nas taxas de
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1920.23) de triacilglicerol ?” e diminuicdo da HDL.®® O conjunto de alteragdes

glicose,'
observado nos ratos com dieta hipercal6rica apresenta varias caracteristicas da
sindrome metabdlica humana, como aumento da adiposidade abdominal, da
concentracao sérica de triacilglicerol e lipoproteina de baixa densidade, diminuicao

da tolerancia a glicose, da concentracdo de HDL e elevacdo da pressao arterial

sangtiinea.®

Embora os dados discutidos anteriormente mostrem que o modelo de dieta
hipercalérica proposto promoveu uma resposta diferente da dieta padrao (Tabela 2),
deve ser considerada a possibilidade de animais que receberam uma das dietas
responderem com caracteristicas da outra dieta. Os resultados da Tabela 4 indicam
as probabilidades de erros de classificacdo. Essas probabilidades de erro variam de
acordo com a variavel que diferenciaram as dietas. Pelo critério estabelecido (ponto
de separacgao, PS) para a variavel peso corporal final foram encontrados 20,33% de
falsos DH e 22,06% de falsos DP, totalizando 42,39% de erro total. Em relacao a
gordura absoluta da carcacga, essas probabilidades de erros foram menores do que
as obtidas no peso corporal, ou seja, 12,92%, 18,94% e 31,86%, respectivamente,
para falso DH, falso DP e erro total. Os resultados obtidos para peso corporal e
gordura da carcaca estao de acordo com os dados apresentados por Woods et al.

(2003).114

Como ja mencionado neste trabalho (Material e Métodos), toda decisdao em
experimentacdo bioldgica, envolvendo modelos probabilisticos, esta sujeita a erro.
Neste sentido, a Tabela 4 confirma esta assertiva, mostrando variacdo do erro total

de classificacdo dos animais nas dietas de 31,86 a 66,00%.

A colocagcao de quatro ratos por caixa pode ter conduzido a distor¢cdo dos

resultados, podendo ter interferido na taxa de erro de classificagdo dos animais,
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desde que pode ter ocorrido uma relagdo de hierarquia, dominante e submissa,
entre os ratos da caixa. Esta relacdo pode ser a responsavel pelo menor ganho de
peso de alguns ratos DH e pelo maior incremento de determinados animais DP,

podendo também ter influenciado os perfis lipidico e glicémico dos animais.

Em conclusao, o resultado deste estudo mostra que: 1) o modelo de dieta
hipercalérica promove resposta diferente da dieta padrao e 2) a taxa percentual de

falso DH varia de 12,92 a 33,00% e a de falso DP de 18,94 a 33,00%.
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Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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