UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

CAMPUSDE BOTUCATU

FLEXIBILIDADE FENOTIPICA DO TRATO GASTROINTESTINAL DE RATOS PROPENSOS E
RESISTENTES A OBESIDADE SUBMETIDOS A RESTRICAO ALIMENTAR

LUDIMILA CANUTO CABECO

Dissertacao apresentada ao Instituto de
Biociéncias, Campus de Botucatu,
UNESP, para obtencdo do titulo de
Mestre no Programa de PG em Biologia
Geral e Aplicada

BOTUCATU - SP

2008

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

CAMPUSDE BOTUCATU

FLEXIBILIDADE FENOTIPICA DO TRATO GASTROINTESTINAL DE RATOS PROPENSOS E
RESISTENTES A OBESIDADE SUBMETIDOS A RESTRICAO ALIMENTAR

LUDIMILA CANUTO CABECO

PROFA. DRA MARIA DE LOURDESMENDESVICENTINI PAULINO

Dissertacao apresentada ao Instituto de
Biociéncias, Campus de Botucatu,
UNESP, para obtencdo do titulo de
Mestre no Programa de PG em Biologia
Geral e Aplicada

BOTUCATU - SP

2008

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

Dedicatoria

Dedico esse trabalho ao meu pai José
Carlos Cabeco, a minha mde Maria de
Fatima Canuto Cabego, a minha irma

Janaina Canuto Lima e a Rhonda Byrne.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

Agradeco a minha familia

A0S meus pais, gue me deram a vida e me ensinaram a vivé-la
com dignidade. Vocés iluminaram o0 meu caminho com afeto,
companheirismo e dedicagdo para que eu o trilhasse sem medo. Doaram-
Se inteiros e renunciaram aos Seus sonhos, para que, muitas vezes,

pudéssemos, eu e minhairma, realizar 0S N0Ss0s. Amo VOCES.

A minha irma Janaina pelo amor e carinho e a0 meu cunhado
Danilo pelaamizade e alegria

A toda a minha familia que acredito sempre estar na eterna torcida
pelas minhas conquistas...

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

Agradecimentos

Esse trabalho, embora segja considerado um trabalho individual,
envolveu muitas pessoas que foram muito importantes ao longo desses

dois anos e que guardo boas recordagdes. Agradeco:

A profa. Lourdinha, pela orientagdo, pelo companheirismo, pelo
carinho, pelo exemplo de profissional competente e ético, pela paciéncia,
pela confianga, pelo incentivo e auxilio prestados em todos os momentos.

A Daniela, aquem considero minha co-orientadora na prética, pelo
apoio em todas as ocasides em que precisei e pelo exemplo de
pesquisadora e docente.

Ao Sr. Juninho, técnico do biotéio, que me ajudou com sua
alegria nas horas mais cansativas do experimento.

Ao Delala, técnico do dietério, que me auxiliou com todo empenho

no momento da manipulagdo da dieta.

Ao André Nascimento pelo apoio na hora do desespero em se
atingir uma dietaideal para 0 N0Sso experimento.

A Dona Conceico, a Elaine e a0 Renato, pela enorme colaboragéo
narealizacdo datécnica de digestibilidade de nutrientes.

A equipe do laboratorio da professora Clélia que me auxiliou no
dia do sacrificio dos animais, que por sinal foram muitos. O que seria de
mim sem o Thiago e a Patricia???

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

As queridissimas alunas da nutricdo, da iniciagio cientifica,
Marcela, Mayume e Gisele pelo auxilio constante. Saudades...

A Luciana, secretériado departamento, pela colaboragio em todos
0S meios burocréticos quando precisei e a equipe da secretaria da pés-

graduacao pela gjuda.

A professora Denise Rangel da Silva Sartori pela colaboracio e
preocupacao para que tudo desse certo tanto na minha pesquisa como na

minha formag&o como docente.

A professora e amiga Juliana Irani Fratucci de Gobi que sempre

foi tdo formidéavel e que sempre me incentivou.

Aos membros do Conselho da Pos-Graduacéo em Biologia Geral e
Aplicada pela luta em se construir uma pos-graduacdo de excelente
gualidade e de carater multidisciplinar, nesses Ultimos anos.

Ao pessoal da comissdo do VII Workshop da Pos Graduacdo que
entendeu meu afastamento.

Aos meus companheiros da turma de espanhol que se tornaram
pessoas téo queridas e que sinto falta a todo instante. Ao Luiz e a sua
esposa Camila, aGlaura, Clarianna e ao Jilio.

Ao Leonardo, pessoa maravilhosa que admiro muito e que sempre

da uma passadinha na sala da L ourdinha para me dar um bom dia.

Ao Paulo que sempre me ajudou e me acalmou, com sua calma, na
representacdo dos pos-graduandos.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

As minhas amigas Narjara, Sara e Carolina que sinto muita falta.

A Clarianna, minha amiga que amo tanto e que sempre esta
comigo, me dando forgas, me dando coragem. Agradeco todo momento
pela sua presenca em minha vida, num momento t&o cheio de mudangas.
Amiga, vocé me trouxe muitas alegrias e espero que a distancia que em
breve nos separara ndo nos empecga de continuarmos unidas.

Ao Mércio, uma pessoa muito querida e extraordinaria que nesses
ultimos dias tem sido exemplo de forga, de trabalho, de coragem e que,
mesmo durante uma fase conturbada, esteve me dando apoio e tentando
fazer dos meus dias, dias melhores. Obrigada pela sua importantissima
presenca em minha vida e por mostrar o quanto a familia tem importancia

nas nossas vidas. Guardo lembrangas e um carinho enorme por VOCE.

Enfim, a todos aqueles que durante essa jornada fizeram dos
meus dias, dias mais produtivos e alegres para que eu concluisse esse
trabal ho.

A0S meus mascotes:

e ppets!

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

INDICE

S U 1 PO 2
N = 3 I 7 4 PSP 4
INTRODUGAO.......oueveeeteiiecteeeseessseeses e tesessesssestas st ssss s asssss st sessanssssssessansstsssesssnsssasasensas 5

OBJIETIVOSESPECIFICOS.... .ottt ettt sttt sttt sessss e st ss s stss s stsstesnsreans 8

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..... .ottt ettt sttt st s st ssts s en st st sn b sesnean s 9

REVISAO DA LITERATURA......ooi ittt ettt sttt sttt sb e st ss s st sst s sts e snsrsne s 13
1. - Obesidade € arestriGa0 aliMENTAr..........cccoiiriee i 13
2. - Modelos animais de obesidade. ..........cc.eovieiiiciiece e 15
3. - Flexibilidade fenotipica do trato gastrointestinal: Efeitos darestricdo alimentar........... 18
4. - A importancia das dissacaridases intestinais e da lipase pancredtica para digestéo
de carbOidratoS € AE GOrTUIAL. .........ceueeie ettt sr e eees 22

5.- Regulagdo gastrointestinal da saciedade alimentar...........ccocerieieniinceeie e 26
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ooieeeeeeeeest ettt er st sr st an e 32
(07 = LU 1@ 3 40

Artigo 1- Dieta hipercaldrica tendo farinha de soja como fonte protéica. Utilizacdo na
selecdo de ratos propensos e resistentes a0beSIdade.........ovvveeeeeeeie e 40
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cocouie ettt seetis e seetes s st ssts s snsras e snssass sesssssesns 52

Artigo 2- Trato gagtrointestinal de ratos propensos e resistentes a obesidade e a resposta a
FESLIIGA0 AlIMEIILAN ........eeeeeeeeeeie ettt ettt e et eb e s sr e e sr et er e en e e e en e 56
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ... eeeeeeeeeeeee e e e ves e evene s s s sen s s snnsennenns seeseneens 78

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

RESUMO

Numa populacdo heterogénea de ratos € possivel selecionar animais resistentes e
propensos a obesidade, que apresentam diferencas intrinsecas como no depdsito de gordura
e em parametros metabdlicos, enddcrinos e neurais. No entanto, as caracteristicas do trato
gastrointestinal desses animais e suas respostas a restricdo alimentar sdo pouco estudadas.
O objetivo deste trabalho foi, portanto, estudar parametros morfofuncionais do trato
gastrointestinal de animais propensos e resistentes a obesidade e avaliar os efeitos da
restricéo alimentar sobre tais parametros.

Para tanto, ratos com 54 dias de idade foram inicialmente selecionados quanto a
propensdo e resisténcia a obesidade. Em seguida, todos os animais foram alimentados com
dieta hiperlipidica por 10 semanas, ap0s as quais 0s animais propensos (P) e resistentes a
obesidade (R) foram divididos, sendo metade alimentado ad libitum (controle) e a outra
metade restrito em 55% do ingerido pelo seu controle. Os grupos formados foram: PC =
propenso controle; PR = Propenso Restrito; RC = Resistente Controle e RR = Resistente
Restrito. Foram analisados a atividade enzimadtica intestinal (maltase e sacarase) e
pancredtica (lipase), digestibilidade de nutrientes, eficiéncia alimentar, peso corpora e peso
de 6rgéos do trato gastrointestinal. Também foram quantificadas as gorduras de carcaga,
periepididimal e retroperitoneal. A comparagdo entre grupos P e R foi feita por teste t e
entre os grupos PC, PR, RC e RR, por ANOVA, seguida de teste Tukey, com P<0,05. O
grupo propenso apresentou maior ingestéo de alimentos, maior ganho de peso e maior peso
corpdreo ao final do tratamento do que osresistentes. A eficiéncia alimentar foi similar nos
dois grupos (P>0,05). Quanto aos parametros gastrointestinais analisados, foi verificado
gue apenas o intestino delgado e o figado apresentaram diferencas de peso em funcdo da
propensdo e resisténcia a obesidade, bem como em resposta a restricdo. Porém, as respostas
ocorreram na mesma intensidade em propensos e resistentes, sendo proporcionais ao peso
corpéreo. A quantidade de gordura foi diferente entre propenso e resistente e em ambos
houve diminuicdo da gordura total, periepididimal e de carcaca em resposta a restricao.
Concluimos que animais propensos e resistentes apresentam diferencas nas dimensdes dos
Orgéos gastrointestinais que, na sua maioria, guardam relagdo com as diferencas de peso

corporeo. Excegdo aisso, so os intestinos delgado e grosso, cujos comprimentos relativos
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S80 maiores em animais resistentes. Concluimos também que néo existem diferencas entre
animais propensos e resistentes quando comparadas as respostas do trato gastrointestinal a
restricdo alimentar.
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ABSTRACT

In a heterogeneous population of rats it is possible to select obesity-prone and
obesity-resistant animals that show intrinsic differences in fat deposit and in metabolic,
hormonal and neural parameters. However, the gastrointestinal tract characteristics and its
response to food regtriction are unknown. The aim of the present study was to determine the
morphophysiological gastrointestinal parameters in obesity-prone and -resistant rats and to
evaluate the effect of food restriction on these parameters. For that, 54 days old rats were
analyzed to identify obesity-prone and obesity-resistant animals. After this, both animal
groups were fed ad libitum with a hyperlipidic diet for 10 weeks, after what prone (P) and
resistant (R) animals were divided in two subgroups. one fed ad libitum (control) and the
other, 55 % food-restricted.
Thus, it was studied 4 groups. PC = Prone Control; PR = Prone Restricted; RC = Resistant
Control and RR = Resistant Restricted. The parameters analyzed were: enzymes (maltase,
sucrase and lipase) activity, nutrient digestibility, food efficiency, body weight and
gastrointestinal tract organs weight. Carcass, periepididimal, retroperitoneal and total fats
were also quantified. Prone and resistant groups were compared by t test and PC, PR, RC
and RR groups were compared by ANOV A, followed by Tukey test (P <0,05).
Prone animals showed higher food intake, higher weight gain and heavier body mass than
resistant ones. The food efficiency was similar in two groups (P> 0,05). Small intestine and
liver mass of prone rats were also heavier than resistant animals. However, the mass of
small intestine and liver decrease proportionally to body weight variation after restriction.
There was difference in periepididimal and total fat between prone and resistant rats and
both groups had a reduction in these stores in response to the restriction. We concluded that
prone and resistant animals show differences in the gastrointestinal organs, which are, in
general, proportional to the body weight. Differently of the other organs, the small and
large intestines had their biggest response in resistant rats, when it was considered the
organs length. We also concluded that there was no difference between the responses of
tract gastrointestinal in prone and resistant rats when submitted to food restriction.
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INTRODUCAO

Em uma populacdo heterogénea de ratos submetidos a uma dieta hipercalérica é
possivel identificar um grupo que apresenta maior ingestdo de alimentos, paralela ao maior
ganho de peso corpéreo e de gordura (CHANG, 1990; LEVIN & DUNN-MEYNELL,
2000; MACLEAN et al., 2004b). Esses animais, que sd0 considerados propensos a
obesidade, correspondem ao tergo superior, que ganha mais peso. No outro extremo, no
terco inferior, estéo situados os animais que ganham menos peso e sdo classificados como
resistentes a obesidade.

Animais propensos e resistentes a obesidade podem ser selecionados precocemente,
com apenas uma semana de tratamento com dieta de alto teor energético, sendo que a
diferenca de ganho de peso e de peso corporeo nesses dois grupos é mantida posteriormente
(MACLEAN et al., 2004b).

Na populacdo humana, esse fendbmeno também é observado (BLUNDELL et al.,
2005). De acordo com BLUNDELL et al (2005), o ambiente obesigénico, que €
caracterizado pela abundante oferta de alimento de alto contelido energético, € um fator
potencializador do ganho de peso. Contudo, nem todas as pessoas expostas a esse ambiente
tornam-se obesas, algumas permanecem magras. Essa diferenca € atribuida a variabilidade
biolégica

O desenvolvimento do fenbtipo obeso nos animais propensos a obesidade tem sido
atribuido a predisposicdo genética aliada a0 desencadeador da alteracdo de peso e de
gorduras corporeas, a dieta hipercaldrica. De fato, admite-se que os fatores enddcrinos,
metabolicos, morfoldgicos e neurais que determinam a obesidade ja estejam estabelecidos
geneticamente nesses animais, uma vez que se revelam quando o animal é exposto a dieta
hipercalorica

Além de maior ganho de peso corpdreo e maior aumento de consumo energético,
0S animais propensos apresentam também aumento no volume e na quantidade de células
adiposas, (CHANG et al., 1990), maior eficiéncia energética e maior depdsito das gorduras
perirenal, retroperitonial, mesentérica e epididimal (LEVIN & DUNN-MEYNELL, 2000;
COMMERFORD et a., 2000, COMMERFORD et a., 2001; LEVIN & DUNN-
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MEYNELL, 2002; LEVIN et al., 2003; MACLEAN et a., 2004b; TKAES & LEVIN,
2004) guando comparados aos resistentes.

Além disso, os animais propensos possuem sensibilidade central reduzida a
muitos sinais hormonais e metabdlitos relacionados a homeostasia energética como a
insulina (TKAES & LEVIN, 2004; CLEGG et al., 2005) e a leptina (LEVIN et al., 2003;
LEVIN et a. 2004), como consequéncia da baixa expresséo dos receptores
correspondentes (TKAES & LEVIN, 2004).

CHANG et a. (1990), observaram baixa sensibilidade a insulina nos ratos
propensos alimentados com dieta rica em gordura quando comparados aos resistentes e
associaram a resisténcia a insulina aos altos niveis de acidos graxos plasmaticos
apresentados por este grupo. Foi verificado que animais propensos a obesidade apresentam
baixa taxa de oxidagdo de gorduras em relacéo aos animais resistentes]l COMMENFORD et
al., 2000) e gque nestes animais ndo existe um ajuste entre o que é consumido e o que é
oxidado (CHANG et a.,1990).

Animais propensos e resistentes diferem também quanto a palatabilidade (LEVIN
& DUNN-MEYNELL, 2002). Ratos propensos a obesidade preferem dieta com alto teor de
gordura (DOURMASHKIN et al., 2006). Similarmente, ratos Osborne-Mendel, com
predisposicao para obesidade, preferem alimentos com alto teor de gordura, enquanto ratos
S5B/PL, que sdo resistentes a obesidade quando alimentados com dieta rica em gordura,
preferem alimentos com alto teor de carboidratos. (GREENBERG et al., 1999). Esses dados
demonstram que a palatabilidade tem grande importancia na ingestdo alimentar por esses
animais.

Os ratos propensos e resistentes a obesidade apresentam respostas diferenciadas
quando submetidos a restricdo alimentar e quando sdo re-alimentados ad libitum apds o
periodo de restricdo. Ambos 0s grupos apresentam perda de peso corporeo, com intensidade
semelhante, quando submetidos a restricdo alimentar de 50% (LEVIN & DUNN-
MEYNELL., 2000). Porém, enguanto os animais propensos diminuem depdsitos de
gordura, isso ndo é verificado nos animais resistentes. Animais resistentes a obesidade ndo
apresentam diminuic¢&o dos niveis de leptina apos restricdo, 0 que é coerente com a hipotese
de que a perda de peso nesse grupo se deve a perda de massa magra, ja que os niveis de
leptina sGo proporcionais ao depdsito de gordura corporal (LEVIN & DUNN-MEYNELL .,

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

2000).

Quando os animais propensos sdo realimentados ad libitum apés longo periodo de
restricdo alimentar, € observado aumento da eficiéncia metabdlica e do apetite, o que
contribui para o0 novo ganho de peso (MACLEAN et a., 2004 a).

Pelo exposto, € possivel concluir que alteracbes hormonais, metabdlicas e do
controle da ingestdo podem estar relacionadas com a obesidade observada em animais
propensos e com as respostas desses animais a restricdo alimentar. Porém, outras fungdes
podem estar afetadas nesses animais, principalmente aquelas relacionadas a eficiéncia
aimentar e a0 aproveitamento de alimentos, mais especificamente a funcdo do trato
gastrointestinal.

De fato, sabe-se que o trato digestério é altamente dindmico e pode apresentar
alteracOes morfofuncionais répidas e acentuadas, que tem como consequiéncia variagdes das
proprias fungbes digestivas (FERRARIS et al, 2000). Assim, tem sido descritas alteragdes
de digestdo e absorcdo de nutrientes em funcdo do ritmo circadiano, processos
fisiopatolégicos como diabetes, o estado fisiologico do animal, como gestagdo, lactacdo e
idade, privacdo de vitaminas e, principalmente, em funcdo da restricdo na quantidade e na
composicao dadieta (ZARLING e MOBARHAN, 1987; ORTEGA et al., 1996; WEAVER
et a., 1998; SABAT et al.; 1999; BOZA et a., 1999; VIJAYA-LAKSHMI et al., 2005;
GOMES ¢t al., 2005). Ou sga, as fungdes digestivas ndo apresentam um “padréo fixo” de
resposta, mas sdo alteradas por diferentes estimulos.

AlteracBes do trato digestorio provocadas por fatores ecoldgicos como periodos de
escassez alimentar, migracdo e clima também ja foram descritas em diversos vertebrados,
como mamiferos, aves, anfibios e répteis e esses estudos deram evidéncias de que o trato
gastrointestinal apresenta adaptagdes ou gustes morfofuncionais denominados de
flexibilidade fenotipica (KARASQOV et al., 1992; SABAT et al.; 1999; MCWILLIAMS &
KARASQV, 2001; PIERSMA & DRENT, 2003; NAY A & BOZINQVIC, 2006).

A Flexibilidade fenotipica é considerada um fenbmeno que ocorre quando variaveis
do meio interferem no animal e ele é capaz de apresentar mudangas comportamentais,
fisiolégicas e morfologicas reversiveis que garantam vantagem de sobrevivéncia
(PIERSMA & DRENT, 2003). Esse fendbmeno tem sido estudado, principalmente em
situacOes de jejum e de restricdo alimentar (KARASOV et al., 1992; SECOR et al.,1994;
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STARK et al., 2003).

Nossa hipétese € de que animais propensos e resistentes a obesidade apresentem
diferencas morfofuncionais no trato gastrointestinal e na flexibilidade fenotipica, quando
submetidos arestri¢do alimentar.

Para testa-la, delineamos o presente experimento no qual foram analisados
parametros morfofisiolégicos do trato gastrointestinal em dois grupos de ratos que foram,
primeiramente, selecionados quanto a propensdo e resisténcia a obesidade, em seguida
mantidos em dieta hiperlipidica e, posteriormente, avaliados em suas respostas a restricdo
alimentar de 55%. Na etapa inicial, esbarramos com a dificuldade de encontrar a dieta
adequada, tanto quanto a sua formulacdo propriamente dita, que ndo deveria variar, como
com o custo. A manipulacdo da dieta adequada passou, entdo, a ser também um dos
objetivos do trabalho.

OBJETIVOSESPECIFICOS

1- Propor uma dieta hiperlipidica, de baixo custo, como alternativa as utilizadas para
induzir a obesidade. Para analisar a eficacia da dieta manipulada, foram quantificados o
peso corpdreo e as gorduras retroperitoneal, periepididimal, de carcaca e total nos grupos
formados.

2- Investigar alteracbes em parametros morfofuncionais do trato gastrointestinal de
animais propensos e resistentes a obesidade e sua resposta a restricdo alimentar de 55%.
Para tanto, foram analisados atividade enzimética intestinal (maltase e sacarase) e
pancredtica (lipase), digestibilidade de nutrientes, eficiéncia alimentar, peso corpora e
dimensBes dos 6rgéos do trato gastrointestinal. Também foram quantificadas as gorduras
retroperitoneal, periepididimal e de carcaga.
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REVISAO DA LITERATURA

1- Obesidade earestricao alimentar.

A obesidade ndo é considerada uma desordem singular, mas sim um grupo
heterogéneo de condi¢cbes com mulltiplas causas que, em Ultima andlise, resultam no
fen6tipo de obesidade (FRANCISCHI et a, 2000). Os principios mendelianos e a
influéncia do gendtipo na etiologia desta desordem podem ser atenuadas ou exacerbadas
por fatores ndo-genéticos, como 0 ambiente externo e as interagdes psicossociais que atuam
sobre mediadores fisiolgicos de gasto e de consumo energético (JEBB, 1999).

Estudos recentes consideram a obesidade como um disturbio epidemioldgico que
afeta vérios paises, inclusive o Brasil (MONTEIRO,2000; PINHEIRO et a, 2004;
BERNARD et al., 2005). De fato, em pesguisa realizada no Brasil, no periodo de 1975 a
1997, observou-se aumento significativo do indice de obesidade, independente do nivel
econdmico do grupo estudado (MONTEIRO, 2000). Nos Estados Unidos, em 1999, 64,8%
dos adultos estavam acima do peso, sendo que 30,8% ja eram considerados obesos
(KORNER & ARONNE, 2003).

Deste modo, a obesidade tem sido considerada téo preocupante quanto o estado de
desnutricdo mundial. De fato, até duas décadas atras, a desnutricdo era assumida como um
problema relevante para os paises em crescimento econémico e a obesidade para paises
desenvolvidos (PINHEIRO et al, 2004). Na atualidade, a obesidade € avaliada como um
problema mundial, presente tanto em paises desenvolvidos como em paises ainda em
crescimento (POPKIN & DOAK, 1998).

O aumento significativo de casos de obesidade nos ultimos 20 anos dificilmente
poderia ser explicado por mudancas genéticas que tenham ocorrido nesse intervalo de
tempo. A causa para esse disturbio tem sido atribuida a ingestdo calérica inadequada e
reducdo no gasto caldrico diario, associadas a predisposicdo genética (JEEB, 1999).

Nos seres humanos, a obesidade pode ser definida em termos do IMC (indice de
Massa Corporal) que é calculado pela férmula [peso (Kg)]/[altura(m)?]. O individuo com
IMC menor gue 25 € considerado normal, IMC entre 25 e 29 é considerado com sobrepeso
e acimade 30, como obeso (KORNER & ARONNE, 2003).
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Altos indices de massa corporal (Figura 1) estdo relacionados a algumas das mais
recorrentes doencas da sociedade moderna e ao aumento da mortalidade (KOPELMAN,
2000). Enfermidades como diabetes mellitus, hipertensdo, doencas cardiovasculares,
neoplasias, disfun¢Bes endocrinas, disfungdo da vesicula biliar, artrite 0ssea, problemas
pulmonares, e apnéia do sono sa0 associadas a obesidade (KOPELMAN, 2000;
FRANCISCHI et a., 2000 e KORNER & ARONNE, 2003).

Portanto, préticas que conduzam a diminui¢do do peso corpéreo por meio de um
balanco energético negativo e de exercicios sdo necess&rias. O balanco energético é
considerado positivo, quando o valor calérico ingerido é superior ao gasto, e isso contribui
para o desenvolvimento da obesidade, promovendo aumento nos estogques de energia e peso
corporal (PEREIRA et d., 2003).
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Figura 1. Figura adaptada de KOPELMAN (2000). Relagdo entre doengas e indice de massa

corporea (a) e relacdo entre risco de morte e indice de massa corpérea (b).

Um dos tratamentos mais utilizados pelas pessoas consideradas acima do peso, com
indice de massa corpérea acima de 25kg/n?, é a restricdo da ingestdo energética. Duas
estratégias comumente utilizadas sd0 0 uso das dietas com valor caldrico muito baixo (Very
Low Calorie Diets, VLCD), com consumo energético menor de 800 Kcal/dia e restricdes
energéticas moderadas, com consumo de 1200 Kcal/dia (COWBURN et al., 1997 apud
FRANCISCHI et al., 2000). Embora a perda de peso através da VLCD seja mais rapida,
existe uma maior dificuldade da manutencéo do peso perdido apds o término da dieta.

Esses tratamentos déo resultados em pouco tempo, mas a manutencdo ndo é de fécil
estabelecimento, sendo o ideal a rigorosa e criteriosa mudanca de hébito alimentar e a
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prética de exercicios fisicos para manutencdo do peso perdido. WILLIANS (1996) apud
BERNARD et a (2005) refere que pessoas que persistem em dietas de baixa caloria
perdem grandes quantidades de peso, em média, 20 Kg em 12 a 16 semanas. Contudo, a
maioria destes individuos recupera o peso perdido dentro de um curto periodo de tempo.

Trabalhos recentes mostram que apds restricdo alimentar, 0 organismo se modula
de forma a se tornar mais eficiente na conversdo do que é consumido em estoque
energético. De fato, esse fendbmeno, conhecido também como crescimento compensatorio,
resulta em altaingestdo e conseguiente ganho de gordura corporal (HORNICK et al, 2000).

Como arestricdo alimentar voluntéria &€ uma prética de dificil manutencéo, em casos
extremos, muitos obesos considerados em nivel de morbidez, IMC acima de 30, recorrem
as cirurgias bariatricas e diabsortivas. Estas cirurgias podem desde reduzir o tamanho do
estbmago, como reduzir o intestino delgado, diminuindo, portanto, tanto o espago
disponivel a0 armazenamento inicial do alimento apds ingestdo, como reducdo da
superficie digestiva e absortiva intestinal (VAGE et a., 2002; BUCHWALD et al., 2004).
Estas cirurgias promovem uma restricdo alimentar involuntéria

2. - Modelos animais de obesidade

Em virtude das muitas complicacdes ocasionadas pelo aumento do peso nos seres
humanos, modelos animais de obesidade séo desenvolvidos com o objetivo de possibilitar
maior conhecimento sobre essa doenga, bem como sobre as formas de trata-la.

Muitas investigacOes com animais de laboratorio sdo destinadas a identificagdo de
genes implicados na obesidade e homblogos aos dos seres humanos. Nesses estudos,
observam-se mutagbes monogénicas e poligénicas, a caracterizacdo de loci relacionados
com a obesidade através do cruzamento de animais com genétipo conhecido e fendtipo
obeso e a producdo de animais transgénicos ou knockout de genes relacionados com a
obesidade (MARQUEZ-LOPES ¢t dl., 2004).

Vé&rios modelos animais com mutacdo monogénica sdo utilizados nos estudos de
obesidade, entre eles o rato Zucker (falfa), rato do/db, o rato ob/ob, Tubby e o agouti . A
rato Zucker e o rato db/db apresentam resisténcia a leptina, por consegiiéncia de alteragdes
nos receptores para esse hormonio. Nos ratos ob/ob, a leptina, que € um dos hormdnios

responsaveis pela saciedade alimentar, ou ndo € codificada ou € biologicamente inativa e,
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portanto, embora apresentem receptores normais para esse hormonio, esses animais néo
codificam o sinal de saciedade (GALE et a., 2004; MARQUEZ-LOPES et al., 2004 ).

Os ratos Tubby apresentam obesidade de aparecimento lento, com pequena
resisténcia a insulina, hipoglicemia e transtornos sensoriais (MARQUEZ-LOPES et 4.,
2004). Os ratos agouti apresentam hiperfagia, hipertrofia do tecido adiposo e aumento do
tamanho do animal. Nesses animais, existe a expressao de uma proteina agouti, antagbnica
aacdo do hormdnio melandcito estimulante (MARQUEZ-LOPES et al., 2004).

Também é possivel obter animais poligénicos, como os Oshornel Mendel,
propensos a obesidade quando alimentados com dieta hiperlipidica (GREENBERG et al.,
1999) e os C57BL/6J, resistentes a obesidade quando alimentados com dieta hiperlipidica
(COLLINS et al., 2004), que permitem avaliar as interagdes da susceptibilidade genética
com outras variaveis de interesse (MARQUEZ-LOPES et al., 2004).

Segundo BRAY & BOUCHARD (1997), apud MARQUEZ-LOPES et a. (2004),
também é possivel produzir animais obesos produtos da manipulagdo genética. Nesse caso,
atera-se a fungdo genética relacionada com a obesidade, através da expressdo aumentada,
anulacdo ou regulagdo de diversos genes. Dessa forma, se obtém animais obesos, por
exemplo, por inibicdo do receptor de glicocorticoides, expressdo diminuida de CRH
(hormdnio liberador de corticotrofina) e ACTH (hormonio adrenocorticotrofing), expressao
aumentada da proteina agouti e do receptor GLUT-4, ou por blogqueio da expressao de UCP
(proteina desacopladora mitocondrial) e do receptor adrenérgico B3, bombesina e
serotonina. Em contrapartida, animais knockout para o neuropeptideo Y expressam baixa
quantidade de gordura corporal (MARQUEZ-LOPES ¢t al., 2004).

Outro mecanismo adotado para inducdo a obesidade, que ndo por meio de
manipulacdo e selecdo genética, € por meio de lesdo hipotal@mica, no nlcleo arqueado, que
pode ser provocada, por exemplo, por injecdo subcutdnea de glutamato monossodico
(DOLNIKOFF et al., 1988). Essa regido € conhecida por secretar peptideos e hormdnios
com importantes fun¢fes neuroendocrinas. Quase todos os modelos de lesdo hipotaldmica
causam hiperinsulinemia de jejum, em fungdo da hiperatividade vagal, causando
hipersecrecdo de insulina (SOUZA et al., 2001). A lesdo, também pode ser por estimulo
elétrico no nucleo ventromedial hipotaldmico (KING, 1991).
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Contudo, de acordo com YORK (1992) e FESTING (1979), o uso de dietas com
alta densidade energética € um modelo mais realista e apropriado para os estudos da
obesidade humana do que o emprego de animais manipulados e alterados geneticamente.
De fato, € necessario prestar a atencdo as limitagdes dos modelos transgénicos para validar
a funcdo fisiologica de um determinado gene, pois este pode regular diversas outras vias e
outros tecidos do organismo, assim como ser substituido por algum outro mecanismo
compensatorio (MARQUEZ-LOPES, 2004).

Portanto, muitas dietas sGo manipuladas na tentativa de se alcancar os indices de
gordura e agUcar ideais para inducdo da obesidade em animais de laboratorio. Estudos
apontam que dieta hiperlipidica, de alto teor energético, € importante na etiologia da
obesidade, levando a um excesso de peso em cées, suinos, esquilos, e ratos (WILLET,
1998). Exposicdo prolongada a dietas ricas em gordura resulta num balango energético
positivo e a obesidade em certos modelos de roedores que podem ser considerados modelos
adequados de obesidade humana (ESTADELLA et al., 2004).

Porém, mesmo em trabalhos em que a dieta hiperlipidica é responsavel pelo
aumento de peso corpdreo observa-se que nem todos 0s animais se tornam obesos, apenas
um grupo apresenta peso e parametros metabdlicos alterados, caracteristicos de obesidade
(NASCIMENTO et al., 2005).

Esse fato é coerente com a informagdo de que numa mesma populacdo de ratos é
possivel distinguir animais propensos e resistentes a obesidade. Segundo CHANG et al.
(1990) e MACLEAN et al.(2004) é possivel identificar animais propensos e resistentes a
obesidade apbs curto periodo de tempo de tratamento com dieta de alto conteldo
energético. Depois de uma semana de tratamento, 0s animais sdo separados em 3 subgrupos
de acordo com o ganho de peso obtido (MACLEAN et d., 2004). O terco superior é
considerado propenso a obesidade e o terco inferior, resistente a obesidade. Os animais
propensos continuam a ganhar mais peso e tecido adiposo do que 0s demais animais
resistentes a obesidade ao longo tratamento e, além disso, apresentam parametros
hormonais, metabdlicos e neurais diferenciados que 0s caracterizam como grupos distintos
(DOURMASHKIN et al., 2006). Acreditamos que esse modelo é mais realista, uma vez
gue esse fendbmeno também € observado na populagdo humana. (BLUNDELL et al., 2005).
De acordo com BLUNDELL et al (2005), o ambiente obesigénico, que é caracterizado pela
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abundante oferta de alimento de alto contelido energético, € um fator potencializador do
ganho de peso. Contudo, nem todas as pessoas expodas a esse ambiente tornam-se obesas,

algumas permanecem magras.

3 - Flexibilidade fenotipica das fungdes digestivas: Efeitos da restri¢éo alimentar.

O trato gastrointestinal € um sistema complexo e dindmico capaz de se alterar
conforme a demanda nutricional e sofrer gustes morfofuncionais quando submetido a
situagdes adversas. Esse sistema é responsavel pela digestdo e absor¢do do alimento. Para
tanto, precisa promover a mistura do bolo alimentar com as secregdes digestivas as quais,
junto com os movimentos, promovem reducdo do alimento em moléculas passiveis de
serem absorvidas para 0 sangue. Para os processos de digestdo e absor¢do é necessério
também que o trato gastrointestinal seja capaz de expressar enzimas e transportadores em
nimero e especificidade variaveis (BERNE et al., 2004).

O intestino delgado, responsavel pela maior parte da digestdo quimica e absor¢éo
alimentar, apresenta vilosidades e criptas, onde ocorre proliferacéo celular. Nas criptas, os
enterdcitos, ainda imaturos, se multiplicam e migram para as vilosidades. Durante o trajeto,
algumas deles expressam componentes, como 0s transportadores e as enzimas de
membrana, que os caracterizam como células maduras e capazes de exercer fungdes (BUTS
et a., 1993; PACHA, 2000). Diferentes células iniciam a secrecio de hormonios, peptideos
e muco (PACHA, 2000). As células, apds exercerem suas funcdes, sofrem apoptose,
completando um ciclo de vida.

O processo de renovagdo celular ndo é lento, as células mais superficiais das
vilosidades se renovam rapidamente. Tanto ataxa da proliferacéo celular nas criptas quanto
a apoptose das células maduras é alta (BUTS et al., 1993).

As células do intestino delgado apresentam membrana apical com microvilosidades,
organizadas de forma a aumentar a superficie de contato do alimento com enzimas, como a
sacarase e maltase, que se encontram na membrana do enterécito, bem como aumentar o
contato das moléculas provenientes da digestdo com a superficie absortiva e com 0s
transportadores, como por exemplo, de glicose com SGLT1 ou de frutose com GLUT 5 (
PACHA, 2000; THOMSON et al., 2001; BERNE et al., 2004).

Portanto, o trato gagtrointestinal é altamente dindmico e pode apresentar ateragdes
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morfofuncionais rdpidas e acentuadas, que tem como consequiéncia variacfes das proprias
funcdes digestivas (FERRARIS et al, 2000).

Entre os fatores que influenciam a digestdo e absor¢do de nutrientes estéo o ritmo
circadiano, processos fisiopatoldgicos como diabetes, o estado fisiolégico do animal, como
gestacdo, lactacdo e idade, a privagdo de vitaminas e proteinas e a quantidade da dieta entre
outros (ZARLING e MOBARHAN, 1987; ORTEGA et al., 1996; WEAVER et al., 1998;
BOZA et d., 1999; VIJAY A-LAKSHMI et al., 2005; GOMES et al., 2005).

Foi observado que o ciclo diério de fases clara e escura pode influenciar os niveis de
proliferacdo celular do epitelial intestinal (GOMES et al., 2005) e que os niveis de RNAm
dos transportadores SGLT-1, GLUT-2 e GLUT-5 também se ateram durante o dia,
aumentando de duas a oito vezes antes do animal iniciar 0 seu periodo de alimentagdo
(CORPE & BURANT, 1996).

Quanto a processos fisiopatologicos que podem afetar as funcBes digestivas,
podemos citar a diabetes, na qual € observada alteracdo da expressdo de transportadores de
frutose na membrana em escova. De fato, foi relatado aumento de 80% nos niveis de
RNAmM do GLUT-5, o transportador envolvido na absorcdo deste monossacarideo
(CASTELLO et al,. 1995).

Pode-se observar que ao longo do desenvolvimento ontogenético 0S processos
morfofisiolégicos do animal se alteram. Na fase pré-natal, ja se observa, por exemplo, a
expressao de RNAm da enzima lactase, a enzima preponderante apds nascimento, visto que
o leite materno, rico em lactose, é a principal fonte de alimento do animal. Conforme o
animal se desenvolve, ha declinio da lactase e aumento da producdo das enzimas maltase e
sacarase. Foi relatado ainda aumento da atividade das hidrolases intestinais com o
envelhecimento do animal, o que pode ser consequéncia de uma maturagdo celular
prolongada a0 longo da vilosidade do intestino proximal e de adaptagbes a ata
concentracdo intraluminal de substratos na porcdo distal (GOSSE et al, 1988;
BUDDINGTON, 1994). Isso mostra que a idade do animal também influi na atividade
digestiva.

Quanto a composi¢do do aimento, foi observado que a privagdo de vitaminas pode
aumentar os indices de apoptose celular no epitélio intestinal, enquanto a privagdo de
proteina pode afetar a estrutura e funcdo das vilosidades (VIJAY A-LAKSHMI et al., 2005).
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Ja foi observado também que dieta livre de proteina altera a arquitetura intestinal, com
diminuicdo da superficie mucosa e de enzimas digestivas (MONTOY A et al., 2006).

Em relacdo a quantidade da dieta, a restricdo e o jejum alimentar estdo entre 0s
fatores mais estudados. No entanto, € possivel encontrar resultados muitas vezes
contraditorios que podem ser atribuidos a diferencas quanto a intensidade de restricdo, o
tipo (protéica e protéicalenergética), a duracéo e a fase do desenvolvimento em que ela é
imposta (ORTEGA et al., 1996; WEAVER et al., 1998, DUNEL-ERB ¢t al.,2003; VICK et
al., 2003).

O gue se pode observar, na maioria desses trabalhos, é que o trato gastrointestinal é
extremamente sensivel ao estresse nutricional. O jejum, de modo geral, provoca respostas
gue podem ser consideradas restritivas a funcdo gastrointestinal (ORTEGA et al., 1996;
DUNEL-ERB et a.,2003; VICKY et al., 2004) enquanto que na restricao as respostas sao
variadas, podendo ocorrer aumento de algumas atividades ou fungdes gastrointestinais e
diminuicéo de outras (WEAVER et al., 1998; CASSIROLA et a., 1996, FERRARIS et al.,
2000).

De fato, foi observado que o jejum provoca diminui¢do das dissacaridases maltase e
sacarase em todas as fases do desenvolvimento do rato (ORTEGA et al., 1996), além de
reducdo no peso conjunto de intestino e estdmago e da mucosa do jejuno (DUNEL-ERB et
al.,2003). Também ocorre diminuicdo da proliferacdo celular intestinal em camundongos
submetidos arestricdo de 75, 50 e 25% de alimento, por 48 horas (VICK et a., 2004).

Contudo, a restricdo alimentar por periodo de dois dias provocou aumento na
digestibilidade aparente de proteina bruta em ratos adultos, indicando maior absor¢do do
nitrogénio da dieta (VERNON et al, 1981). Também, foi observado a preservacdo do
transporte de glicose intestinal durante restricBo protéica- energética em coelhos
(BUTZNER et a.,1990) e aumento do transporte de glicose e frutose, por miligrama de
tecido intestinal, em camundongos submetidos a restricdo energética de 30% (FERRARIS
et al, 2000). Além disso, a diminui¢do na oferta de energia a camundongos de 9 a 24 meses
de idade ndo afetou 0 peso dos 6rgdos do trato digestivo nem a capacidade absortiva
(CASSIROLA et al., 1996). Resultados como estes ultimos tém levado a hipo6tese de que o
trato digestivo pode, por meio de mecanismos adaptativos, ser poupado dos efeitos da

restricdo alimentar quando os animais s mantidos por longo tempo nessa condicdo
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(FERRARIS e DIAMOND, 1997; FERRARIS et d., 2000).

Em seres humanos obesos submetidos a técnica Small Bowel Bypass também é
possivel observar adaptacGes do trato gastrointestinal. Essa técnica também conhecida
como diabsortiva, € uma forma de restricdo involuntéria, pois impede que o alimento sgja
digerido totalmente por interrupcdo do intestino delgado, por consequéncia diminui a
absorcdo. Em 4 pacientes, cuja tempo de cirurgia prescrevia de 11 a 22 meses, foram
analisados quanto a atividade das dissacaridades em regides especificas do jejuno e do ileo.
O trabalho mostrou que o ileo sofre maior adaptacdo morfolégica (hipertrofia) e bioquimica
(aumento das dissacaridases) do gque o0 jejuno, e gue os nutrientes intraluminais e do quimo
parecem ser essenciais para essa maxima adaptacéo intestinal (DUDRICK et at., 1977).

O aumento ou a manutencéo da atividade digestiva e absortiva, observados durante
restricdo alimentar, parecem néo guardar relacdo com a superficie mucosa. De fato, ratos
recém desmamados submetidos a restricdo alimentar por cinco semanas mostram aumento
da atividade de lactase e sacarase, embora apresentem diminui¢do da altura das vilosidades
e da profundidade das criptas intestinais (ZARLING & MOBARHAN, 1987). Por outro
lado, em ratos recém-nascidos, cuja desnutricdo foi obtida por expansdo da ninhada, foi
verificado aumento da atividade da lactase, mas diminuicdo do peso do intestino e da
atividade das enzimas sacarase e maltase (HATCH, 1979). Além disso, o transporte de
acucar intestinal na restricdo alimentar aumenta mesmo com baixas concentragdes luminal
e independe da diminui¢cdo da massa da mucosa intestinal (BUTZNES et al.,1990).

A restricdo materna, imposta durante gestacdo e lactagdo também é capaz de afetar as
funcbes do trato gastrointestinal da prole. De fato, ocorre diminuicdo da altura e do
didmetro das vilosidades do duodeno e jejuno em ratos recém desmamados cujas maes
sofreram restricdo protéica durante gestagdo e amamentacdo (SUBRAMONIAM, 1979).
Verifica-se também diminuicdo do peso corpdreo, do conteldo de DNA e do peso do
intestino, além de deficiéncia na atividade enzimética intestinal e pancredtica em ratos
recém-nascidos em consequiéncia de restricdo protéico-energética de 50% imposta as ratas-
mée (YOUNG et al., 1987). Em leitbes, cujas mées foram submetidas a restricéo alimentar
de 80%, foi observado alteracdo na composicdo lipidica da membrana celular do jejuno e
ileo, com rearranjo de fosfolipidios, tornando a membrana mais permeavel (LOPEZ-
PEDROZA et a.,1998). Por outro lado, a producéo da lactase foi aumentada em animais
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desmamados cujas mées foram submetidas a restricdo protéica de 40% (WEAVER et d.,
1998).

Todos esses trabalhos demonstram a alta capacidade do sistema gastrointestinal se
modular em funcéo do estado nutricional do animal. De fato, desde a década de 90, sabe-se
gue as funcgdes digestivas ndo apresentam um “padréo fixo” de resposta, mas sdo alteradas
por diferentes estimulos, dentre eles, fatores ecolégicos como periodo de escassez
alimentar, migracdo e clima. Essas alteragbes, que ja foram descritas em diversos
vertebrados, como mamiferos, aves, anfibios e réptels, evidenciam que o trato
gastrointestinal  apresenta uma flexibilidade fenotipica (KARASOV et a, 1992
McWILLIAMS & KARASOVE, 2001, PIERSMA & DRENT, 2003; NAYA &
BOZINOVIC, 2006). A Flexibilidade fenotipica € considerada um fendmeno que ocorre
guando variaveis do meio interferem no animal de forma a torn&-lo capaz de apresentar
mudancas comportamentais, fisiolégicas e morfologicas reversiveis que garantam
vantagem de sobrevivéncia (PIERSMA & DRENT, 2003). Esse fenOmeno tem sido
estudado, principalmente em situagdes de jejum e de restricdo alimentar (KARASOV et al,
1992; SECOR et a.,1994; STARK et al., 2003).

Embora as adaptacdes do trato gastrointestinal possam ocorrer em situacoes diversas,
0s animais de uma mesma populagcdo podem responder a um mesmo estimulo de forma
variada por apresentarem fenétipo diferenciado, exemplo disso S0 0s animais propensos e
resistentes a obesidade que apresentam padrées metabdlicos, enddcrino, comportamentais e
neurais alterados. Numa situacdo de restricdo alimentar, espera-se que estes grupos

apresentem também flexibilidade fenotipica diferenciada.

4.- A importancia das dissacaridases intestinais e da lipase pancreatica para digestao
decarboidratos e de gordura.

Aproximadamente metade das calorias da ingestdo média norte-americana €
proveniente de carboidratos, sendo o amido sua maior fonte (BERNE et al., 2004). Além do
carboidrato, alto teor energético de gordura € encontrado nos alimentos comercializados na
atualidade. Existe uma tendéncia crescente para o consumo de alimentos, promovido pela
industria alimenticia através da abundante producdo de alimentos saborosos, de dta
densidade energética e de custo relativamente baixo (GARCIA, 2003).
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Ambos, carboidrato e gordura, s80 0s maiores responsaveis pelo aumento de peso
na obesidade. O entendimento sobre os processos de digestdo desses nutrientes é
fundamental, j& que o trato gastrointestinal € o primeiro dentre os sistemas de 6rgéos
responsaveis pelos processos iniciais de captacdo energética

Os carboidratos dietéticos incluem os polissacarideos de glicose (amido, celulose e
glicogénio), os dissacarideos (sacarose, maltose e lactose) e aglcares simples como 0s
monossacarideos glicose, frutose e galactose. Estes Ultimos sd0 0s Unicos passiveis de
serem absorvidos no processo absortivo intestinal sem auxilio da agdo enzimética (BERNE
et al., 2004).

Celulose, glicogénio e amido sdo chamados de carboidratos complexos. A celulose,
polimero com ligacBes B-glicosidases, ndo € degradada em humanos, pela auséncia de
enzimas especificas que quebrem ligacdes B-glicosidases e, por consequiéncia, passa a ser
classificada como fibra ou substéncia ndo digerivel da nossa dieta (BERNE et al., 2004). O
glicogénio proveniente principalmente das carnes € degradado por processo semelhante ao
do amido.

O amido é um polimero de glicose, que pode se apresentar na forma de cadeia
retilinea, chamada amilose ou de cadeia ramificada, chamada de amilopectina. A amilose
consiste de cadeias de unidades de glicose unidas por ligacBes glicosidicas a-1,4. Na
amilopectina as cadeias formadas por ligagbes a-1,4 apresentam pontos de ramificagdo
formados por ligacbes o-1,6 e, portanto, congtitui-se em uma molécula atamente
ramificada

A digestdo do amido € iniciada na boca pela enzima salivar a-amilase, sendo
inativada no estdmago onde o pH é &cido. Mas, a digestdo do amido é continuada por meio
da o-amilase pancredtica no duodeno. Ambas amilases realizam as mesmas hidrélises e
agem nas ligagdes a-1,4. As amilases ndo conseguem hidrolisar as ligagdes a-1,6 das
ramificagdes, as ligacOes terminais a-1,4 ou as ligagdes a-1,4 adjacentes a pontos de
ramificagdo a-1,6.

O produto da hidrélise do amido pelas amilases sGo0 maltose, maltotriose e malto-
oligossacarideos e dextrinas de limite — a. A digestdo desses oligossacarideos se da por
enzimas localizadas na bordadura em escova da membrana epitelial dos enterécitos no

duodeno e do jejuno, que sdo conhecidas por maltase ou glicoamilase e a-dextrinase.
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As dextrinas de limite a sdo clivadas nas ligagdes a-1,6 nos pontos de ramificagdo
pela o-dextrinase. A maltose, maltotriose e malto-oligossacarideos sdo hidrolisadas pela
maltase ou glicoamilase. O produto da agdo dessas enzimas é unicamente glicose (BERNE
et al., 2004).

O dissacarideo sacarose € hidrolisado pela sacarase, também conhecida com
isomaltase, formando glicose e frutose. Essa enzima € produzida no intestino delgado e se
encontra inserida também na bordadura em escova das células epiteliais intestinais. A
sacarase e a-dextrinase sd0 subunidades associadas de forma ndo covalente de uma Unica
proteina. Depois que esta proteina é inserida na membrana em escova, ela é clivada em dois
polipeptidios que formam duas enzimas diferentes e que permanecem associadas atraves da
ligac&o n&o covalente.

A lactose, também conhecida como agUcar do leite, € composta pelos
monossacarideos galactose e glicose. As duas moléculas sdo conectadas por uma ligagdo -
1,4 e sua clivagem se da pela atividade da enzima lactase.

Segundo FLORES et al (1986), a administragdo de dieta rica em dextrose aumenta a
atividade da sacarase e da maltase tanto em animais obesos C57/BL como em ratos
normais, quando comparado com a administracéo de dieta baixa em dextrose. Contudo, o
maior aumento dessas dissacaridades se deu nos animais obesos C57/BL (FLORES et al.,
1986). Segundo MOZES (2004), néo existe diferenca na atividade da maltase intestinal
entre ratos obesos tratados com glutamato monossddico no pos natal e animais controles,
mas foi observado em ratos Zucker, 0 aumento da atividade da sacarase e maltase no jejuno
(MATSUO et d., 1992).

Outras enzimas importantes para a digestdo sao as secretadas pelo pancreas exocrino.
Alteraces na atividade das enzimas pancredticas afetam a digestdo de lipidios, proteinas e
de carboidrato. O pancreas é responsavel pela produgcdo da maior parte das enzimas
envolvidas na digestdo de gorduras ( BERNE et a., 2004)

Dentre as enzimas secretadas pelas células acinares pancreéticas estdo a a-amilase, ja
descrita anteriormente, que cliva amido em oligossacarideos, as enzimas proteoliticas pro-
carboxipeptidases, tripsiniogénio, quimiotripsinogénios e proelastases que clivam proteinas
em oligopeptideos e as enzimas lipoliticas, chamadas lipases.
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As lipases pancredticas podem ser classificadas como hidrolase de éster de glicerol
(carboxil esterase- PTL -lipase pancredtica), hidrolase de éster do colesterol (carboxil ester
lipase) e fosfolipase A2, cujas agdes resultam geralmente na reducéo de lipidios em &cido
graxos mais monogliceridios ou colesterol livre (BERNE et d., 2004; WHITCOMB &
LOWE, 2006).

Hidrolase de éster de glicerol ou Lipase pancreatica de triglicerideo (PTL)

A lipase pancredtica de triglicerideo (PTL) € a mais conhecida e estudada das lipases.
A expressdo de mRNA da PTL em vertebrados adultos é mantida alta pelo péncreas
exocrino e pode ser detectada em baixos niveis em outros tecidos. Em contraste, € pouco
expressa em recém nascidos e comega a ser expressa a partir dos dois anos de idade
(WHITCOMB & LOWE, 2006).

O mRNA da PTL codifica uma proteina de 465 aminoécidos. Os primeiros 16
aminoacidos compreendem os peptideos sinalizadores que a mantém inativada. PTL
humana isolada apresenta massa molecular de 48 KDa e um uma cadeia simples de
oligossacarideos( WHITCOMB & LOWE, 2006).

A estrutura cristalogréfica da PTL demonstra que a proteina tem dois dominios. O
dominio N-terminal tem uma o/ hidrolase dobrada que esta presente nas outras lipases e
esterases. Esse dominio contém um trio catalitico Ser-His-Asp que, como a lipase gastrica,
esta na alga abaixo da superficie, no dominio préoximo a superficie, definido por pontes
disulfeto entre Cys238 e Cys262. Nessa posicao, a alga esta numa conformagdo inativa da
PTL o que impede o acesso ao substrato (WHITCOMB & LOWE, 2006).

A PTL é uma carboxil esterase que hidrolisa acilglicerideos, mas ndo fosfolipidios,
éster de colesterol ou galactolipidios. Cliva extensas cadeias de acil nas posi¢cdes o dos
triglicérides mostrando uma preferéncia por cadeias acil nas posi¢des sn-1 e sn-2. Por ser
produzida em larga escala pelo pancreas, a PTL cliva cadeias longas de triglicérides da
dieta eficientemente (WHITCOMB & LOWE, 2006) .

Hidrolase de éster de colesterol- Lipase carboxil esterase (CEL)

Sua atividade lipolitica foi distinguida da PTL alguns anos atras. Essa enzima (CEL)
foi purificada do suco pancredtico e esteve presente em 4 % do total de proteina
quantificada. A CEL tem peso molecular de 100KDa e é uma glicoproteina. O cDNA

prediz uma proteina de 722 aminoécidos incluindo 20 aminoécidos de peptideo sinal.
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Apresenta alto conteido de prolina, localizadas nos 25% final da proteina (WHITCOMB &
LOWE, 2006).

As CELs pertencem a familia o/p hidrolase. Apresentam triade Ser-His-As cataliticae
como a PTL tém uma al¢a na superficie que abriga o sitio ativo.

Sao conhecidas como colesterol esterase ou lipase dependente de sal biliar. In vitro,
hidrolizam triglicérides, éster de colesterol, fosfolipideos, lisofosfolipideos, ceramidas,
éster de vitaminas e galactolipideos. Apresentam duas fungdes potencialmente importantes
de hidrolisar o monoacilglicerol e os glicerolipideos contendo cadeias longas de &cido
graxo poliendico.

Fosfolipase A2 pancreética (PLA2)

Essa enzima tem peso molecular de 14KDa. Apresenta uma sequéncia de 125
aminoécidos, incluindo o peptideo sinal e cataliza a hidrélise do éster sn2-acyl do
fosfolipideo.

Existem evidéncias de que o pancreas exdcrino em animais obesos mostra atividade
enziméatica diferenciada. Em ratas Zucker, foi verificado aumento da atividade da lipase, da
amilase e datripsina (SCHNEEMAN et al., 1983).

Segundo KARASOV & HUME (1997), a producdo das enzimas sofrem alteracoes,
chamadas de adaptacOes, de acordo com a necessidade do organismo e do nutriente
ingerido.

3. - Regulacgao gastrointestinal da saciedade alimentar .

O comportamento alimentar € controlado pelas sensacBes de fome e saciedade e
estas sdo decorrentes da interagdo de diversos fatores tais como o hébito, disponibilidade de
alimentos, fatores sociais e culturais e da interacdo de diversos sinais fisiologicos de
regulagdo (CUMMINGS & OVERDUIN, 2007).

A saciedade € a sensacdo que se faz necesséria para terminar a ingestéo alimentar
durante a refeicdo e resulta de uma série coordenada de sinais hormonais €/ou neurais que
sd0 liberados pelo sistema digestorio em resposta a propriedades da dieta ingerida e a
distensdo do trato gastrointestinal. Esses sinais otimizam a digest&o e absorcéo eficiente dos
nutrientes por atuar na motilidade e secrecéo do trato gadtrointestinal. A funcdo da

saciedade € evitar uma ingestdo exagerada acarretando em digestdo incompleta e distUrbios
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por excessivos niveis de glicose e outros nutrientes (CHAUDHRI et a., 2008;

CUMMINGS & OVERDUIN, 2007).

Os sinais de saciedade sdo produzidos em diversos sitios do sistema gastrointestinal

em resposta a presenca de nutrientes. Entre esses locais sdo incluidos estdmago, intestino

delgado proximal e distal, colon e pancreas (Figura 2).
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Figura 2. Figura adaptada de Cummings & Overduin (2007). Sitios

de producéo de sinais de saciedade do trato gastrointestinal.

Sinais Gastricos

O estdbmago, como outros Orgaos do trato gastrointestinal, produz fatores que

participam da saciedade alimentar. Dentre os fatores enddcrinos estéo a greling, a leptinae

abombesina (RITTER, 2004).
Grelina:

Um importante regulador de ingestdo aimentar ou fome é um peptideo de 28

aminoécidos com uma cadeia &cida octandica labil no residuo trés de serina, sendo

secretado em células enterocromafins especializadas, localizadas principal mente na mucosa
do estbmago (KOJMA et al., 1999; WREN et al., 2000). A grelina estimula a secregcéo de

&cido géstrico e pode induzir & formagdo excessiva de tecido adiposo ao aivar um

mecanismo central para aumentar a ingestdo de alimentos e diminuir o uso de gorduras

(SANTORO et al., 2003).
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Niveis altos de grelina tém sido encontrados em homens, antes de cada refeicao,
caindo para niveis baixos imediatamente apos alimentacdo (GALEL et al., 2004), fazendo
assim parte do controle da fome.

Embora, a grelina induza a hiperfagia e ao aumento de peso quando administrada
em ratos (WREN et al., 2001), altos niveis de grelina ndo sdo causas freguentes de
obesidade, pois nos individuos obesos 0s niveis de grelina se apresentam baixos
(SANTORO €t d., 2003; LEVIN et a., 2003). Contudo, quando ocorre perda de peso, 0s
niveis de grelina aumentam e estimulam a fome, o que acarreta novo ganho de peso
(SANTORO et d., 2003).

Tem sido demonstrado que a administracéo periférica ou central desse peptideo nos
ventriculos cerebrais induz ganho de peso em roedores, indicando fungdo orexigena desse
peptideo (WREN et al., 2000). O consumo induzido pela grelina é em parte mediado e
controlado pelos peptideos Y (NPY) e agouti (AGRP) (GALEL & CASTRACANE, 2004).

Leptina

E uma proteina sintetizada principal mente pelo tecido adiposo, mas ja foi detectada
também em outros tecidos, como no epitélio géstrico. E uma proteina glicolisada com 16
KDa e apresenta 146 aminoacidos. Tem papel em diversos processos fisioldgicos, mas esta
principalmente relacionada a homeostase energética e a saciedade alimentar (GALEL &
CASTRACANE, 2004). No estdbmago, a leptina é liberada em resposta a ingestéo de
alimentos e segundo PETERS et a (2004) contribui para sensacdo de saciedade, um efeito
mediado por vias vagais aferentes.

A leptina age sobre o sistema de neurbénios neuropeptideos Y (NPY) e os pro-
opiomelanocortina (POMC) presentes no hipotaldmico, no nicleo arqueado (BECK, 2000)

Ja é sabido que a leptina reduz a sensacdo de fome a partir da inibi¢éo da formagdo
de neuropeptideos relacionados ao apetite, como o neuropeptideo Y (FRIEDMAN &
HALAAS, 1998). Estudos sugerem que a CCK atua juntamente com a leptina sobre a
inervacdo aferente, considerando uma atuagdo sinérgica entre os dois peptideos (RITTER,
2004). Em ratos propensos a obesidade, a leptina estéd aumentada (LEVIN et a., 2003),
embora ndo haja inibindo o apetite.

Bombesina
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S80 peptideos localizados nos neurdnios intrinsecos do estémago, que atuam na
saciedade, promovendo a reducdo do consumo alimentar. Esse controle é via inervacéo
vagal e espinhal aferente (RITTER, 2004).

Sinaisintestinais

Mediadores intestinais da saciedade, produzidos por células enteroendécrinas, so
liberados em resposta a presenca de alimentos (Figura 3). Esses mensageiros sdo liberados
no liquido intersticial para ativar fibras nervosas ou entrar em contato com a corrente
sanguinea (CUMMINGS & OVERDUIN, 2007) Dentre esses mediadores, estéo
colecistocinina (CCK), a apoliproteina Al-V (APO AlV), GLP-1, PYY e Oxintomodulina.
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Figura 3. Figura adaptada de Cummings & Overduin (2007) Mediadores
intestinais da saciedade liberados em resposta a presenca de alimentos,
agindo em neurdnios €/ou entrando em contato com a corrente sanguinea.

Colecistocinina (CCK)

E produzida pelas células | da mucosa do duodeno e do jejuno e também por
neurdnios cerebrais. No trato gastrointestinal é secretada em resposta a nutrientes luminais
(RITTER, 2004). Os mecanismos enddcrinos e neurais da CCK regulam muitas fungdes do
trato gastrointestinal, incluindo a saciedade. A CCK induz a saciedade em parte por inibir o
evaziamento géstrico, aumentando a estimulagdo de mecanoreceptores gastricos e em parte
por agir via nervo vago aferente (CHAUDHRI et al., 2008; CUMMINGS & OVERDUIN,
2007).
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Apoliproteina A-1V

E uma glicoproteina secretada pelo intestino em resposta & absor¢do de gordura e &
formacdo de quilomicrons. Também é produzida pelo nacleo arqueado hipotaldmico. A
administragdo exégena da apoliproteina A-1V diminui o tamanho da refeicdo ingerida, o
consumo alimentar e o ganho de peso (CUMMINGS & OVERDUIN, 2007). Ja é sabido
que a diminuicdo da ingestdo pelo gordura intestinal € mediada por neurénios sensitivos
vagais (RITTER, 2004).

GLP-1

O peptideo glucagon-like (GLP-1) é sintetizado e liberado pelas células L intestinais
e também por populagdo de neurdnios cerebrais. No intestino é produzido
predominantemente no intestino delgado distal e o colon (RITTER, 2004; CHAUDHRI et
a., 2008; CUMMINGS & OVERDUIN, 2007). Administragdo de GLP-1 periférico
diminui o consumo alimentar em seres humanos e outros animais (CHAUDHRI et al.,
2008). Também existem evidéncias de que a GLP-1 ativa neurbnios aferentes vagais
atuando assim na saciedade (RITTER, 2004).

Oxintomodulina

Como o GLP-1,a oxintomodulina é um peptidio derivado do pré-glucagon e é
secretado pelas células L intestinais em proporcédo a ingestéo caldrica. Ativa neurénios no
hipotdlamo. Sua administracdo induz a diminuicdo no consumo alimentar, enquanto
aumenta a energia expendida e reduz o ganho de peso (RITTER, 2004; CHAUDHRI et al.,
2008; CUMMINGS & OVERDUIN, 2007).

PYY

E um polipeptideo de 36 amino&cidos, orexigénico hipotaldmico, produzido pelas
células L intestinais distais, localizadas no ileo e célon. E secretado em resposta a ingest&o
caldrica, potencialmente pela ingestdo de gordura. A administracdo do PYY reduz a
ingestdo alimentar e ganho de peso em ratos. Em pessoas obesas, os niveis de PYY se
apresentam diminuidos em relagcdo as pessoas normais. Diversos experimentos sugerem seu
envolvimento na saciedade (RITTER, 2004; CUMMINGS & OVERDUIN, 2007).

Sinais pancreaticos

Peptideo pancreético de saciedade — PP
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E produzido pelas células das ilhotas pancredticas e sua secrecdo é estimulada pela
ingestdo alimentar. Agem em receptores para peptideo Y'Y, influenciam a funcdo exdcrina
pancredtica e biliar, a secrecéo de acido gastrico e a motilidade. I1njecdo periférica de PP
reduz consumo e ganho de peso em animais normais e geneticamente modificado, os
obesos ob/ob. Em humanos, a administracdo diminui o apetite, independentemente do
esvaziamento gastrico (CHAUDHRI et al., 2008; CUMMINGS & OVERDUIN, 2007).

Enterostatina

E um pentapeptideo clivado pela pro-colipase, que é secretado pelo pancreas
exocrino em resposta a ingestdo de gorduras para facilitar sua digestdo. A prolipase é
secretada pelo intestino e por areas cerebrais pertinentes a homeostasia energética. Injecdo
de enterogtatina por via central e periférica reduzem a ingestéo de gorduras (MANCINI &
HALPERN, 2002; CUMMINGS & OVERDUIN, 2007).

Insulina

A insulina € um dos horménios mais importantes do processo alimentar e é o Unico
hormonio fisioldgico que reduz significativamente os niveis de glicose sangiiineos. E um
horménio produzido por células especificas das ilhotas pancredticas, as células p.
Inicialmente é sintetizada como um pré-horménio de 12 KDa, o qual , por processo
intracelular , forma um pré-hormdnio de 9 KDa com 86 aminoacidos, sendo
subseqiientemente empacotado em granulos de armazenamento. Dentro destes granulos,
ligagOes dissulfeto sdo formadas entre as cadeias A e B da molécula de insulina e a regido
do peptideo C que ao ser clivada, resulta na molécula funcional de insulina que passa ater 6
KDa e apresentar 51 aminoacidos (BERNE et al.; 2004). Como a leptina, a insulina age
sobre o sistema de neurénios neuropeptideos Y (NPY) e os pro-opiomelanocortina (POMC)
presentes no hipotaldmico, no nucleo arqueado, reduzindo a ingestdo (BECK, 2000) Em
ratos propensos a obesidade, a insulina tem efeito anoréxico reduzido (CLEGG et al.,
2005).

Amilina

E um peptideo secretado pelas células B apos a refeicdo, juntamente com a insulina.
Inibe 0 esvaziamento gédtrico, a secrecdo écida e de glucagon. Pode também diminuir o
consumo alimentar apos administragdo centra e periférica (CUMMINGS & OVERDUIN,
2007).
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Dieta hiperlipidica tendo farinha de soja como fonte protéica. Utilizagdo na selecéo de
ratos propensos e resistentes a obesidade.
Cabego, L.C.Y; Akiba, M% Calsa, M. S% Pinheiro, D.F?, Vicentini-Paulino, M. L. M ®

Curso de Pés Graduagio em Biologia Geral e Aplicada, Unesp, Botucatu, SP.
2Curso de Nutricéo do Instituto de Biociéncias, Unesp, Botucatu, SP
3Departamento de Fisiologia, Instituto de Biociéncias, Unesp, Botucatu, SP.

RESUMO

Estudos experimentais de obesidade podem exigir o emprego de dietas hipercaléricas,
com composi¢do que varia de acordo com 0s objetivos. Porém, a maior parte delas emprega
componente de alto custo, principalmente com relagcdo a utilizac&o de caseina como fonte
protéica. O objetivo desse trabalho foi propor uma dieta hiperlipidica de facil manipulacdo
e baixo custo, como alternativa as dietas utilizadas na literatura e testar sua eficiéncia na
selecdo de ratos propensos e resistentes a obesidade. A dieta propogta foi constituida por
leite condensado (15,5%), amendoim (18,5%), farinha de soja (20%), 6leo de milho (6%),
racdo Bio Tec (30%) e bolacha Wafer de chocolate (10%). Essa dieta teve por base a
desenvolvida por Nascimento (2005), com a introducdo de farinha de soja no lugar da
caseina. A misturaresultante foi peletizada e submetida a andlise bromatologica. Verificou-
Se que a dieta apresentava 5,31 Kcal/g, com a seguinte composi¢ao: 22,3% de gordura,
22,2% de proteina, 15,9% de fibra, estimando-se 35,7% de carboidrato. O emprego da
farinha de soja no lugar da caseina reduziu o custo da fonte protéica em torno de 96% por
quilo de dieta manipulada. Quanto a sua eficacia, foi capaz de selecionar ratos propensos e
resistentes a obesidade. Ratos propensos a obesidade, alimentados por 87 dias com a dieta
hipercalérica apresentaram peso corpéreo, gorduras retroperitoneal, periepididimal e
gorduras totais significativamente maiores do que animais resistentes a obesidade (P<0,05).
A eficiéncia alimentar foi similar nos dois grupos (P>0,05), embora o consumo dos animais
propensos fosse maior do que os resistentes. Concluimos que a dieta hipercalérica
manipulada mostrou-se de baixo custo e apropriada para ser utilizada na identificacéo de

animais propensos e resistentes a obesidade.
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Artigo | - Introducéo

INTRODUCAO

A obesidade ja é considerada uma epidemia mundial, cujas causas sdo atribuidas
aos hébitos modernos, como consumo de alimentos altamente caléricos e sedentarismo,
associados a predisposicéo genética do individuo. Muitas enfermidades, como hipertensdo,
diabetes, doencas cardiovasculares, apnéia, neoplasias, doencas enddcrinas e problemas
pulmonares, estéo relacionadas a0 sobrepeso (PEREIRA et al., 2003; KORNER &
ARONNE, 2003).

Por esse motivo, a obesidade se tornou alvo de muitos trabalhos cientificos e hoje é
extensamente estudada, sendo que muitos dos estudos experimentais exigem o emprego de
dietas altamente energéticas (HARRIS, 1994; ESTEVE & a., 1994; AKIYAMA et al.,
1996; CHANG et al., 1990; WOODS et al., 2002; DUARTE et al., 2001; ESTADELLA et
al., 2004; DUARTE &t al., 2006).

A utilizagdo de dietas de alta densidade energética pode ser justificada pelo fato de
que a dieta, associada a predisposicdo genética, seja um modelo mais realista e apropriado
para estudos da obesidade do que modelos alterados geneticamente (FESTING, 1979,
YORK, 1992; MARQUEZ-LOPES &t ., 2004).

Muitas dietas sdo manipuladas na tentativa de se alcancar os indices de gordura e
acUcar ideais para inducdo da obesidade em animais de laboratério. Estudos apontam que a
dieta hiperlipidica é importante na etiologia da obesidade, levando a um excesso de peso
em caes, suinos, esquilos, e ratos (WILLET, 1998). A exposicéo prolongada a dietas ricas
em gordura, que resulta em balanco energético positivo e obesidade em certos roedores,
tem sido considerada modelo adequado de obesidade humana (ESTADELLA et a., 2004).

No entanto, ao se propor uma dieta experimental hiperlipidica deve ser levado em
consideracdo ndo so a quantidade de calorias, mas também suas caracteristicas fisicas e de
palatabilidade. De fato, existem evidéncias de que as propriedades fisicas da dieta podem
influenciar no consumo de alimentos. Embora alimentos pastosos, com alto teor de gordura
e carboidratos, e alimentos hidratados sejam muito bem aceitos pelos ratos (LUCAS et
al., 1989, ACKROFF et a.,2005), deve-se levar em conta o habito alimentar dos
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animais, principalmente em experimentos de longo prazo. Assim, € importante que ratos,
por serem roedores, sejam alimentados com pellets, para que mantenham seu hébito
alimentar e ndo passem a apresentar comportamentos indesejaveis, como o de roer partes da
gaiola de manutencdo. A peletizagdo de ragdo tem sido utilizada, mesmo em experimentos
gue empregam dieta de cafeteria (NASCIMENTO et al., 2005 e DUARTE et al. 2006), na
gual diversos alimentos com alto teor energético ficam disponiveis, a0 mesmo tempo, para
serem escolhidos pelos animais (ESTEVE et a., 1994).

A dta palatabilidade da dieta hiperlipidica é considerada um dos fatores
desencadeadores da hiperfagia dos animais tratados com esse tipo de ragdo (PRENTICE,
apud PEREIRA et al., 2003). No entanto, existem diferencas na preferéncia alimentar entre
ratos propensos e resistentes a obesidade. De fato, ratos Osborne-Mendel, propensos a
desenvolver a obesidade, tem maior palatibilidade por alimentos ricos em gordura,
enguanto os ratos S5B/PL, resistentes a desenvolver a obesidade com dieta rica em gordura,
preferem alimentos com alto contelido de carboidrato (GREENBERG et al., 1999).
Também dentro de uma populacdo de animais aparentemente homogénea, cujos individuos
ndo tenham sofrido manipulagdo genética, € possivel observar consumo diferenciado
(CHANG et a., 1990).

Mesmo com a escolha de uma dieta altamente palatavel e caldrica, em diversos
trabalhos, os resultados esperados sdo garantidos somente apés longos periodos de tempo,
sejam os animais alimentados por sistemas de cafeteria (ESTEVE et a., 1994; DUARTE et
al., 2001) ou mesmo por periodos continuos de dietas hipercaléricas (WOODS et al., 2002;
DUARTE et al., 2006).

As dietas hiperlipidicas mais fregientemente utilizadas sdo formuladas com o
acréscimo de itens lipidicos e caléricos a racéo padréo. Entre esses itens estd 0 amendoim,
acrescido de leite condensado, bolacha tipo “wafer”, caseina, premix mineral, premix
vitaminico e 6leo (NASCIMENTO et al., 2005) ou acrescido de chocolate ao leite e
biscoito tipo “maizena’ (ESTADELLA et al., 2004; DUARTE et a., 2006). O uso dessas
dietas tem levado ao pronunciado ganho de peso corpéreo e aumento das gorduras
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retroperitoneal, periepididimal e de carcaca (ESTADELLA et a, 2004; NASCIMENTO et
al., 2005; DUARTE et al., 2006).

Porém, em trabalhos com emprego de dieta hiperlipidica observa-se que nem todos
0S animais se tornam obesos, apenasum grupo gpresenta peso e parametros metabolicos
aterados, caracteristicos de obesidade (NASCIMENTO et al, 2005).

Esse fato é coerente com a informagdo de que numa mesma populagdo de ratos €
possivel distinguir animais propensos e resistentes a obesidade. MacLEAN et al (2004)
propuseram identificar animais propensos e resistentes a obesidade ap6s uma semana de
tratamento com dieta de alto contelido de gordura. Depois deste periodo de tratamento, 0s
animais sdo separados em 3 subgrupos de acordo com o ganho de peso obtido. O terco
superior é considerado propenso a obesidade e o terco inferior, resistente a obesidade. Os
animals propensos ganham mais peso e acumulam mais tecido adiposo do que 0s animais
resistentes a obesidade, com a continuidade do tratamento.

Existem muitas dietas hiperlipidicas formuladas para inducdo de obesidade
(HARRIS, 1994; ESTEVE € d, 1994; AKIYAMA et a, 1996, WOODS et al, 2002;
ESTADELLA et al, 2004; NASCIMENTO et al, 2005). Na maioria, a caseina € um dos
componentes utilizado como fonte protéica (HARRIS, 1994; WOODS et a, 2002,
NASCIMENTO, 2005). Contudo, sua utilizagao torna a dieta de ato custo.

Um outro problema a ser enfrentado € a rejeicdo de dieta hiperlipidica Unica pelos
animais, que muitas vezes leva os pesgquisadores a utilizacdo da dieta de cafeteria. No
entanto, em estudos de fungdes gastrointestinais, que € a linha de nosso laboratorio, é
necess&ria a manutencdo de uma mesma dieta, uma vez que os processos de digestdo e
absorcao podem se alterar em fungéo do nutriente ingerido.

Tendo em vista o interesse na utilizagdo de racdo de preco mais acessivel e a
dificuldade de se obter 100% de ratos obesos no final do tratamento, desenvolvemos uma
dieta hiperlipidica, tendo farinha de soja como fonte protéica, para selecdo e
estabelecimento de ratos propensos e resistentes a obesidade. Além desses requisitos, a

dieta deveria ser palatével e ndo rejeitada a curto prazo pelo animal.
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Portanto, nosso objetivo foi determinar o efeito da dieta sobre a ingestdo de

alimentos, ganho de peso, €ficiéncia alimentar e depdsitos de gorduras retroperitoneal,

periepididimal, de carcaga e total.

MATERAIS E METODOS
Manipulacao da dieta

A manipulagdo da dieta foi realizada no dietario no Laboratorio Experimental do
Departamento de Clinica MédicasUNESP-Botucatu. A dieta proposta foi baseada na

formulada por Nascimento (2005), com a introducdo de farinha de soja como fonte

protéica. Portanto, a dieta foi constituida por leite condensado, amendoim, farinha de soja,

0leo de milho, racdo para Roedores Bio Teca, bolacha de chocolate tipo Wafer, na

propor¢do indicada na Tabela 1. O amendoim foi torrado em forno e posteriormente

triturado. A ragéo Bio TecA e abolacha Wafer também foram trituradas previamente.

Todos os ingredientes foram misturados numa misturadeira elétrica. Para cada 12

Kg de dieta manipulada, foi adicionado 700 ml de agua. Apds a mistura, a dieta pastosa foi

colocada numa maquina peletizadora (Figura 1). Os pellets formados foram entdo

colocados na estufa por periodo de 24 horas para secagem.

Tabela 1. Congtituicdo da dieta hiperlipidica

Ingredientes (%)

Amendoim 18,5
Bolacha Wafer 10,0
L. Condensado 15,5
Farinha de soja 20,0
Oleo de milho 6,0
Racdo Bio-Tec 30,0
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A rag@o peletizada foi submetida & andlise bromatolégica, segundo método de
WEENDE (AOAC, 1990), no Laboratério de Bromatologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da UNESP-Botucatu. A quantidade de calorias foi determinada
por bomba calorimétrica no laboratério de Quimica do Departamento de Bioquimica do
Instituto de Biociéncias UNESP-Botucatu. A dieta foi ofertada a ratos Wistar,
inicialmente na selecdo de animais propensos e resistentes a obesidade e, depois, ao
longo do tratamento.

Figura 1. Manipulacdo da dieta.

Grupo Experimental

Para a selegdo, 48 ratos Wistar machos, com 54 dias de idade, pesando em
média 258,43+28g, foram alimentados ad libitum com dieta hiperlipidica (Tabela 1) por
um periodo de 7 dias, ap6s o qual foi avaliado o ganho de peso dos animais. Os 16
animais que ganharam mais peso (terco superior) foram classificados como propensos a
obesidade, enquanto os 16 animais que ganharam menos peso (tergo inferior) foram
classificados como resistentes (CHANG, 1990; MACLEAN et al, 2004).

Apbs a selecdo, os animais de ambos os grupos foram alimentados ad libitum
por 80 dias com a dieta hiperlipidica (Figura 2B).

Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em gaiolas individuais
(Figura 2A), em ambiente com controle de temperatura (24 + 2° C) e fotoperiodo
(12h:12h), com livre acesso a &gua e a dieta hiperlipidica (Figura 2C). O peso corporeo

foi quantificado semana mente e o consumo, de 3 em 3 dias. Ap6s 10 semanas de
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fornecimento da dieta, foi calculada a eficiéncia alimentar abrangendo todo o periodo

experimental.

Figura 2. Mangjo dos animais.

Quantificacéo do tecido adiposo

Apobs sacrificio dos animais, por decapitacdo, o abdémen foi aberto, as visceras e
as gorduras periepididimal e retroperitoneal foram retiradas e pesadas. Em seguida, o
contetido de gordura de carcaca foi determinado gravimetricamente, apos extracdo pelo
método de JANSEN et al (1966).

Andlise Estatistica
Os grupos foram comparados por teste t, para duas amostras independentes. O

nivel de significancia adotado foi de 5%.
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RESULTADOS

Analise bromatol 6gica da dieta

Através da andlise bromatologica foi verificado que a dieta apresentava 5,31
Kcal/g, com a seguinte composi¢do: 22,3% de gordura, 22,2% de proteina, 15,9% de
fibra, estimando-se 35,7% de carboidrato (Tabela 2).

Tabela 2 — Composi ¢do bromatol égica da dieta hiperlipidica.

Composicao (%)
Gordura 22,3
Proteina 22,2
Carboidrato* 357
Fibra 15,9
Cinzas 3,9
Calorias 5,31 Kcal/g

* Estimativa

Custo da ragéo
O emprego da farinha de soja no lugar da caseinareduziu o custo da fonte protéca
em torno de 96%, por quilo de dieta manipulada, visto que o kilograma da caseina custa

em torna de R$ 82,00 e o kilograma de farinha de sojaem torno de R$ 3,60.

Ganho de peso em animais sel ecionados como propensos e res sentes a obesidade.

O ganho de peso, apds consumo de dieta hiperlipidica por uma semana, foi
diferente entre os grupos selecionados quanto a propensdo (P) e resisténcia (R) a
obesidade (Tabela 3). O grupo propenso (P) apresentou maior ganho de peso em gramas
e em porcentagem do que o grupo resistente (R) a obesidade (P<0,05).
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Tabela 3. Ganho de peso corpdreo em animais selecionados quanto a

propenséo (P) e resisténcia a obesidade (R).

Grupos Ganho de peso (g) Ganho de peso (%)
P (n=16) 61,38+ 7,6° 2258+352
R (n=16) 42,61+82" 16,11+ 4,7°

Médias seguidas de | etras diferentes, em cada coluna, diferem entre si (p<0,05).

Peso corpdreo durante o tratamento com dieta hiperlipidica por 10 semanas

Ao longo das 10 semanas de tratamento com a dieta hiperlipidica, os grupos
propenso e resistente & obesidade apresentaram peso corpdreo diferenciado, sendo o
peso dos animais propensos superiores aos dos animais resistentes a obesidade em todos
0s momentos aferidos, P<0,05 (Figura 3).
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Figura 3. Média * desvio padr&o do peso corporeo (g) de animais propensos
(P) e resistentes (R) a obesidade. Asteriscos indicam diferenca significativa
entre grupos (P<0,05).

Ao final do tratamento, o grupo propenso apresentou peso corpéreo médio de
530,6+58 g que foi estatisticamente maior do apresentado pelo grupo resistente,
436,7+33.
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O ganho de peso desde o inicio do consumo da dieta hiperlipidica, totalizando
11 semanas, foi de 256,24+40 g para 0s animais propensos e de 187,84 +35 g para 0s

animais resistentes, uma diferenca também estatisticamente significativa, P<0,05.

Ingestéo de alimentos e eficiéncia alimentar consderando as 10 semanas de dieta
hipercalrica.

Os animais propensos a obesidade apresentaram maior ingestéo total de
alimento, P<0,05, do que os animais resistentes a obesidade (Tabela 4). Ambos os
grupos apresentaram peguena variabilidade na ingestéo da dieta durante o tratamento,
exceto quando o biotério teve problema com o controle de temperatura e 0s animais
ficaram expostos ao frio, apresentando maior consumo neste periodo (Figura 4). Quanto
a eficiéncia alimentar, ndo foi observado diferenca (P>0,05) entre os grupos no final do
tratamento (Tabela 4).

Tabela 4. Ingestdo de alimentos total e Eficiéncia alimentar em animais
propensos (P) e resistentes (R) a obesidade tratados durante 10 semanas

com dieta hiperlipidica.

Grupos I ngestdo alimentar Eficiéncia alimentar
total (g) (ganho de peso/ingestéo)

P (n=16) 1385,94+122° 0,13+ 0,022

R (n=16) 1192,94+ 99° 0,12+ 0,02%

Médias seguidas de letras diferentes, em cada coluna, diferementre si (P<0,05).
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Influéncia ambiental
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Figura 4. Média + desvio padrdo da ingestao alimentar (g) ao longo do
tempo de animais propensos (P) e resistentes (R) a obesidade. Consumo
acumulado a cada 3 dias. Asteriscos indicam diferenca significativa entre
grupos (P<0,05).
Quantificacdo de tecido adiposo considerando 87 dias de dieta hiperlipidica
A comparagdo entre grupos (Figura 5), considerando as gorduras
retroperitoneal, periepididimal e a soma de todas elas (gorduras retroperitoneal,
periepididimal e de carcaga), mostrou que 0 grupo propenso apresentou maior valor

(P<0,05) do que os animais resistentes.
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Figura 5. Peso em gramas das gorduras retroperitoneal, de carcaca,
periepididimal e soma das gorduras. Letras minGsculas indicam
diferenca significativa entre grupos (P<0,05), P= Ratos propensos e

R= Ratos resistentes.
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DISCUSSAO

A dieta hiperlipidica, manipulada com farinha de soja como fonte protéica,
permitiu a identificacdo de animais propensos (P) e resistentes (R) a obesidade, como
relatado na literatura quando do emprego de dietas com outras composigoes (CHANG et
al, 1990; LEVIN & DUNN-MEYNELL, 2000; COMMERFORD et al, 2001; LEVIN &
DUNN-MEYNELL, 2002; LEVIN et a, 2003; MacLEAN et al, 2004; TKAES &
LEVIN, 2004).

O maior peso corpéreo, de gorduras totais, gordura periepididimal e
retroperitoneal apresentado pelo grupo propenso s&o sinais indicadores de que a dieta
permitiu o0 desenvolvimento do fen6tipo obeso. O aumento desses mesmos tecidos foi
observado em trabalhos similares da literatura (LEVIN & DUNN-MEYNELL, 2000;
COMMERFORD et al, 2001; LEVIN & DUNN-MEYNELL, 2002; LEVIN et d, 2003;
MACLEAN et d, 2004; TKAES & LEVIN, 2004).

A pequena variabilidade na ingest&o, dentro de cada grupo, em maior parte do
tempo de tratamento, revela que a dieta foi bem aceita e que é palatével para os animais
tratados. Esse resultado reforca a viabilidade do emprego da dieta por nos formulada em
estudos de obesidade, uma vez que ndo provoca inibigdo da ingestdo. De fato, ja foi
demonstrado que a dieta hiperlipidica pode levar a diminuico da ingestdo, uma vez que
a saciedade é mais rapidamente alcancada e que o tempo de saciagcdo é maior
(HIMAYA et a, 1997).

A soja tem sido introduzida na aimentacdo de humana, sendo seus produtos
inclusive utilizados na preparagéo de dietas enterais (MONTEIRO et al., 2004). Seu uso
se judtifica principalmente pelo alto valor nutritivo devido ao contelido de proteinas
adequadas as necessidades nutricionais de adultos.

Também na racdo animal, a soja e seus sub-produtos tem sido grandemente
utilizados, tendo a vantagem de baratear 0 custo das ragoes. Inicialmente utilizada na
alimentagdo de animais ruminantes, passou a ser usada também para animais
monogéstricos (SILVA et al., 2006), com os cuidados necessérios para neutralizar os
fatores antinutricionais presentes no gréo ndo processado, como o fator inibidor de

tripsina. De fato, no processamento, como 0 que ocorre na extracdo de 6leo, que gera
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como subproduto a farinha de soja, ocorre a neutralizagdo dos fatores antinutricionais
(SILVA et d., 2006).

Em trabalho comparando ragOes para ratos, manipuladas com gréos ou com
farinha de soja, foi verificado que a Ultima apresenta maior contelido protéico e menor
teor energético e que a digestibilidade de proteina em ambas € de 88%, valor
estatisticamente diferente da digestibilidade da caseina, que é de 96,5% (SILVA et al.,
2006). No entanto, ndo existem trabalhos que relatam o uso de farinha de soja em dietas
hipercaldricas.

Com relacdo a composicéo da dieta, verificamos que foi possivel alcangar niveis
de 20% de gordura e 20% de proteina, valores semelhantes ao das dietas utilizadas por
outros pesquisadores, que variam entre 20 a 32,7% de gordura (CHANG et al., 1990,
LEVIN et al, 2003; DUARTE et al., 2006) e 20 a 29,3% de proteina (CHANG et 4d.,
1990 e DUARTE ¢ d., 2006).

Concluimos que a dieta proposta pode ser utilizada como alternativa as dietas
hipercaldricas encontradas na literatura, uma vez que promoveu o ganho de peso e de
tecido gorduroso de animais propensos, além de nd diminuir a ingestdo de alimentos.
Além do mais, o emprego de farinha de soja como fonte protéica, no lugar de caseina,

permitiu significativa redugdo do custo da dieta.
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Trato gastrointestinal de ratos propensos eresistentes & obesidade ea resposta a
restrigéo alimentar
Cabeco, L.C.%; Sartori, D.R*; Pinheiro, D.F*; Vicentini-Paulino, M. L.M.*

lDepartamento de Fisiologia, UNESP, Botucatu, 18618-000, Sdo Paulo, Brazl

RESUMO

Numa populacéo heterogénea de ratos € possivel selecionar animais resistentes e
propensos a obesidade, que apresentam diferengas intrinsecas como no deposito de
gordura e em pardmetros metabdlicos, endécrinos e neurais. No entanto, as
caracteristicas do trato gastrointestinal desses animais e suas respostas a restricéo
alimentar s80 pouco estudadas. O objetivo deste trabalho foi, portanto, estudar
parémetros morfofuncionais do trato gastrointestinal de animais propensos e resistentes
aobesidade e avaliar os efeitos da restricdo aimentar sobre tais parémetros.

Para tanto, ratos com 54 dias de idade foram inicialmente selecionados quanto a
propensdo e resisténcia a obesidade. Em seguida, todos os animais foram alimentados
com dieta hiperlipidica por 10 semanas, ap0s as quais 0s animais propensos (P) e
resistentes a obesidade (R) foram divididos, sendo metade de cada grupo alimentado ad
libitum (controle) e a outra metade restrito em 55% do ingerido pelo seu controle. Os
grupos formados foram: PC = Propenso Controle; PR = Propenso Restrito; RC =
Resistente Controle e RR = Resigente Restrito. Foram analisados a atividade
enzimética intestinal (maltase e sacarase) e pancredtica (lipase), digestibilidade de
nutrientes, eficiéncia alimentar, peso corporal e peso de 6rgdos do trato gastrointestinal.
Também foram quantificadas as gorduras de carcaga, periepididimal e retroperitoneal. A
comparagdo entre grupos P e R foi feita por teste t e entre os grupos PC, PR, RC e RR,
por ANOV A, seguida de teste Tukey, com P<0,05. O grupo propenso apresentou maior
ingestdo de alimentos, maior ganho de peso e maior peso corpéreo a final do
tratamento do que os resistentes. A eficiéncia alimentar foi similar nos dois grupos
(P>0,05). Quanto aos parametros gastrointestinais analisados, foi verificado que apenas
o intestino delgado e o figado apresentaram diferencas de peso em fungéo da propensio

e resisténcia a obesidade, bem como em resposta a restricdo. Porém, as respostas
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ocorreram na mesma intensidade em propensos e resistentes, sendo proporcionais ao
peso corpdreo. A quantidade de gordura foi diferente entre propenso e resistente e em
ambos houve diminui¢do da gordura total, periepididimal e de carcaga em resposta a
restricdo. Concluimos que animais propensos e resistentes apresentam diferengas nas
dimensdes dos 0rgdos gastrointestinais que, na sua maioria, guardam relagdo com as
diferencas de peso corporeo. Excecdo aisso, foram os intestinos delgado e grosso, cujos
comprimentos relativos sdo maiores em animais resistentes. Concluimos também que
ndo existem diferencas entre animais propensos e resistentes quando comparadas as

respostas do trato gastrointestinal arestricao alimentar.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

58

Artigo Il - Introducdo

INTRODUCAO

Numa populagdo de ratos submetidos a dieta hipercaldrica é possivel identificar,
por meio de quantificagdo do ganho de peso, um grupo de animais propenso e outro
resistente a obesidade, que apresentam diferencas na ingest@o de alimentos e na
deposicdo de gordura corpérea (CHANG,1990; MACLEAN et a., 2004b). Na
populagdo humana, esse fendmeno, também é observado (BLUNDELL et al., 2005).

Estudos experimentais realizados com esses grupos tém apontado ateragdes
metabdlicas, enddcrinas, neurais e comportamentais como causa e consequéncia dessas
diferencas. Animais propensos apresentam sensibilidade reduzida a leptina e & insulina,
menor taxa de oxidac&o de gordura, maior eficiéncia metabdlica, maior depésito de
gordura retroperitoneal, periepididimal, mesentérica e de carcaga, maior peso corporeo,
além de palatibilidade aumentada para alimentos ricos em gordura quando comparados
aos animais resistentes a obesidade (CHANG, 1990; LEVIN & KEESEY, 1998;
GREENBERG et a., 1999; COMMENFORD et al., 2000, COMMENFORD et 4.,
2001; LEVIN & DUNN-MEYNELL, 2000; LEVIN et a., 2003; LEVIN et al., 2004;
MACLEAN et al.,, 2004a ; MACLEAN e al., 2004b; CLEGG et d., 2005;
DOURMASHKIN et a., 2006). No entanto, até o presente momento, ndo foi
considerado o possivel envolvimento do trato gastrointestinal nas alteracdes
apresentadas por esses dois grupos.

Isso é surpreendente quando € sabido que o trato gastrointestinal € um sistema
complexo e dindmico capaz de se alterar conforme a demanda nutricional e sofrer
gjustes morfofuncionais quando submetido a ateragdes na quantidade e qualidade da
dieta (KARASQV et d., 1992; McWILLIAMS & KARASOV, 2001; PIERSMA &
DRENT, 2003; NAYA & BOZINOVIC, 2006).

De fato, o trao gastrointestinal ndo apresenta um padréo estével de
funcionamento, podendo variar suas funcbes digestivas e absortivas em funcéo da
alteragdo no nimero e especificidade de enzimas e transportadores, além de dimensdes
dos 6rgéos (FERRARIS et d., 2000).

Assim, tem sido relatado aumento da expressdo de enzimas intestinais e

pancresticas, proporcional a presenca de nutrientes do limen intestina (KARASOV &
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HUME, 1997). Também, tem sido observadas respostas adaptativas a restricdo
alimentar que levam & preservacdo das funcdes gastrointestinais.

Assim, ja foram observados, em resposta a restricdo alimentar, aumento da
digestibilidade aparente de proteina (VERNON et al., 1981) e aumento da atividade de
lactase e sacarase (ZARLING & MOBARHAN, 1987) em ratos, aém de aumento do
trangporte de glicose e frutose por miligrama de tecido intestinal em camundongos
(BUTZNER et d., 1996;FERRARIS €t al., 2000).

Também foi verificado que o peso dos 6rgéos do trato gastrointestinal se
mantém a despeito da restricdo alimentar e da perda de peso corpdreo (CASSIROLA et
al., 1996; FERRARIS & DIAMOND, 1997; FERRARIS et a., 2000)

Porém, pouco s sabe sobre a influéncia da restricdo alimentar sobre a
flexibilidade fenotipica do sistema gastrointestinal em animais propensos e resistentes a
obesidade. Estudos j& apontam, nestes dois grupos, diferengas nas respostas metabdlicas
e na deposicdo de gorduras frente a restrico alimentar (LEVIN & DUNN-MEYNELL,
2000; MACLEAN et al., 2004a; MACLEAN et al., 2004b). Acreditamos que alteracdes
nas funcdes digestivas podem contribuir para o estabelecimento de diferengas de peso
corpéreo e do tecido adiposo quando se comparam animais propensos e resistentes
submetidos arestricdo alimentar.

Nossa hipotese é de que animais propensos e resistentes a obesidade apresentam
diferencas no sistema gastrointestinal e nas respostas deste sistema a restricdo alimentar.
Para test&la, analisamos a atividade de enzimas intestinais e pancredtica, a
digestibilidade de nutrientes, as dimensdes dos Orgdos do trato gastrointestinal, a

ingest&o de alimentos e a eficiéncia alimentar.
MATERIAISE METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fisiologia do Sistema

Digestorio do Ingtituto de Biociénciass UNESP-Botucatu, em 3 etapas consecutivas.
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Fase 1. Selecio de animais propensos e resistentes & obesidade.
Fase 2 . Manutencdo de animais em dieta hiperlipidica por 10 semanas.
Fase 3. Redirigdo alimentar por 10 dias.
Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em gaiolas individuais,
em ambiente com controle de temperatura (24 + 2° C) e de fotoperiodo (12h:12h) e com

livre acesso a &gua.

Delineamento Experimental

Fase 1. Selecdo de animais propensos e resistentes a obesidade.

Foram utilizados dois grupos de 16 animais, selecionados quanto a propensdo e
resisténecia a obesidade. Para a selecdo, 48 ratos Wistar machos com 54 dias de idade e
com peso corpéreo médio de 258,43 + 28g foram alimentados ad libitum com dieta
hiperlipidica (Tabela 1) por um periodo de 7 dias, apds o qual foi avaliado o ganho de
peso dos animais. Os 16 animais que ganharam mais peso (tergo superior) foram
classificados como propensos a obesidade (P), enquanto os 16 animais que ganharam
menos peso (terco inferior) foram classificados como resistentes (R). O grupo com
ganho de peso intermediario, entre o tergo superior e inferior, ndo foi utilizado no
experimento (CHANG, 1990; MACLEAN et al., 2004b).

Fase 2. Manutencéo de animais em dieta hiperlipidica por 10 semanas.

ApoGs a selecdo, os animais de ambos os grupos foram alimentados ad libitum
por 10 semanas com dieta hiperlipidica, 5,31 Kcal/g (Tabela 2). Durante esse periodo, 0
peso corporal dos animais foi quantificado semanalmente e o consumo alimentar a cada
3 dias. Foi avaliada também a eficiéncia alimentar total final. Dez dias antes do periodo

de restricdo, os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas para adaptaco.

Fase 3. Restricéo alimentar por 10 dias
Apos as 10 semanas de tratamento, cada grupo foi subdividido em 2 outros: um
alimentado com dieta hipercalérica ad libitum, como controle, e outro restrito em 55%

do consumido pelo seu controle. Os grupos ficaram assim constituidos:
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Grupo PC (Propenso Controle): animais propensos a obesidade alimentados ad libitum
com dieta hiperlipidica (n=8); Grupo PR (Propenso Restrito): animais propensos a
obesidade aos quais foram oferecidos 45% da quantidade da dieta hiperlipidica
consumida pelo controle (n=8); Grupo RC (Resistente Controle): animais resistentes a
obesidade aimentados ad libitum com hiperlipidica (n=8); Grupo RR (Resistente
Restrito): animais resistentes a obesidade aos quais foram oferecidos 45% da quantidade
da dieta hiperlipidica consumida pelo controle (n=8). O consumo de alimento foi
quantificado diariamente e os ratos pesados no 1°, 5° e 10° dia de restri¢do. Os animais
de todos os grupos foram sacrificados 10 dias apds o inicio da restri¢cdo. Os pardmetros
avaliados foram: peso corpdreo, ganho de peso, ingestdo de aimentos, €ficiéncia
alimentar, atividade da enzimas lipase pancredtica e das enzimas maltase e sacarase
intestinais e digestibilidade de nutrientes. Também foram determinados os pesos de
0rgéos gastrointestinais, das gorduras retroperitoneal, periepididimal, de carcaga e totais
(a soma de todas elas). Os resultados desses Ultimos sdo apresentados em valores

absolutos e valores relativos ao peso corporeo.

Dieta Hipercal6rica

A dieta hipercaldrica (5,31 Kcal/g) utilizada teve seus ingredientes baseados em
dieta proposta por Nascimento (2005), com a substituicdo de caseina por farinha de soja
e com alteragdo nas proporgdes dos ingredientes. A manipulagéo e peletizagdo da dieta
foram feitas no Laboratério de Clinica Médica Experimental da Faculdade de Medicina
de Botucatu. Os congtituintes da dieta hipercalérica estdo apresentados na Tabela 1 e a

composi¢do caldrica e bromatoldgica, na Tabela 2.

Tabela.l Constituintesda dieta Tabela.2 Andlise bromatoldgica
Ingredientes (%) Composicdo (%)
Amendoim torrado 18,5 Gordura 22,3
Bolacha Wafer 10,0 Proteina 22,2
Leite Condensado 15,5 Carboidrato* 35,7
Farinha de soja 20,0 Fibra 15,9
Oleo de milho 6,0 Cinzas 3,9
Racdo Bio-Tec 30,0 Calorias 5,31 Kcallg
* Estimativa
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Parametros avaliados

Medidas de 6rgaos do sistema gastrointestinal

Apos sacrificio por decapitagdo, foram retirados estdbmago, intestinos delgado e
grosso, pancreas e figado para determinacdo de peso de todos os 6rgéos e do
comprimento dos intestinos. Antes das medidas, os trés primeiros 6rgéos foram lavados
internamente com solucdo fisiologica 0,9%. Apds, 0 estdmago e o intestino grosso
foram descartados e os demais utilizados em diferentes andlises.

Dissacaridases intestinais (maltase e sacarase)

A mucosa do intestino delgado foi raspada com o auxilio de uma lamina de
vidro e acondicionada em frascos previamente identificados, sendo imediatamente ap6s
estocada em freezer a-20°C. A determinagdo das dissacaridases foi realizada de acordo
com o0 método de DAHLQVIST (1964) que consiste, resumidamente, em determinar a
quantidade de glicose formada a partir da incubagdo, em banho-maria, da mucosa
intestinal com um substrato conhecido (maltose ou sacarose). A atividade enzimética foi
determinada por meio do kit de glicose enzimatico LABORLAB e a leiturafoi feita por
espectrofotdmetro a 505 nm.

Lipase Pancreatica

O péncreas de cada animal foi congelado em nitrogénio liquido e estocado a —
20°C para posterior andlise. Para a determinagdo da atividade da lipase pancredtica (EC
3.1.1.3) o pancress foi inicialmente descongelado e, apds, homogeneizado em &gua na
proporcéo de 1/20 e centrifugado. Uma aliquota do sobrenadante, de 0,025 ml, foi
novamente diluida em 0,5 ml de &gua e entdo utilizada na andlise. A atividade da lipase
foi determinada por método colorimétrico (SARDA & DESNUELLE, 1958), no qual a
lipase hidroliza o tioéster produzindo um tioalcool, que reage com &cido nitrobenzdico
liberando um é&nion de cor amarela A intensidade da coloragdo € proporcional a
concentracdo daenzima. A leiturafoi feita em espectrofotdmetro a421 nm.

Digestibilidade de nutrientes

Foram feitas coletas totais de fezes para determinacéo da digestibilidade dos
nutrientes durante trés dias que antecederam o sacrificio. As amostras de fezes coletadas
foram secas em estufa de circulacdo forcada, a 55°C, até atingir peso constante. Apos

esse procedimento, chamado de pré-secagem, as amostras foram mantidas por 24 horas
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na temperatura ambiente para atingir o equilibrio com a umidade atmosférica e serem
novamente pesadas.

Em seguida, amostras de fezes secas e de ragdo foram moidas para determinagdo
da digetibilidade aparente de extrato etéreo, proteina bruta, matéria seca, fibra, segundo
método de WEENDE (AOAC, 1990). O calculo da digestibilidade aparente foi obtido
seguindo aférmulaabaixo (ANDRIGUETTO et al., 1989):

DA =[1 - nutriente das fezes x MS fezes] x 100
nutriente da dietax MS dieta
onde DA = digestibilidade aparente

MS = matéria seca
Eficiéncia alimentar:
O coeficiente de eficiéncia alimentar foi calculado segundo aformula: (P -
P)/S 1A, onde: P;= Peso no final do experimento, P, = Peso no inicio do

experimento, |A = ingest&o de alimentos

Quantificacéo de gorduras:

Apos sacrificio dos animais, por decapitacdo, o abddémen foi aberto, as visceras e
as gorduras periepididimal e retroperitoneal foram retiradas e pesadas. Em seguida, o
contetido de gordura de carcaga foi determinado gravimetricamente, apds extracéo pelo
método de JANSEN et al (1966).

Andlise Estatistica

A comparagdo entre grupos propensos e resistentes foi feita por meio do teste t
para duas amostras independentes. Na comparagé@o entre os 4 grupos formados por
animais propensos controles, propensos restritos, resistentes controles e resistentes
restritos foi utilizada andlise de variancia (ANOVA), seguida de teste de Tukey. O nivel
de significancia adotado foi de 0,05.

RESULTADOS

Fase 1. Selecdo de animais propensos e res stentes & obesidade
Na comparagéo entre ganho de peso, foi observado que o valor médio alcangado

pelo terco de animais que apresentaram maior resposta (propensos) foi estatisticamente
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diferente do observado no tergo que apresentou menor resposta (resistentes). Os valores
de peso corporeo obtidos antes e apds selecdo, bem como o ganho de peso estéo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Peso corpéreo e Ganho de peso em animais selecionados quanto a

propensao (P) eresisténcia (R) a obesidade.

Grupos Peso Inicial Peso Final Ganhodepeso Ganho de peso
)] )] )] (%)

P(n=16) | 274,4+28% 3358+ 282 61,4+7,62 22,6 +352

R (n=16) | 2489+24° 2915+ 26" 426+82° 16,1 +4,7°

Médias seguidas de |etras diferentes, em cada coluna, diferementre si (P<0,05).

Fase 2 . Manutenc&o de animais em dieta hiperlipidica por 10 semanas

No final do tratamento de 10 semanas, 0 peso corpéreo do grupo propenso foi
maior (P<0,05) do que do resistente (Tabela 4). Também foram observados maior
ganho de peso (P<0,05) e maior ingest&o alimentar (P<0,05) pelos animais propensos
(Tabela 4). No entanto, ndo houve diferenca (P>0,05) entre a eficiéncia alimentar de
ambos os grupos (Tabela 4).

Tabela 4. Peso corpéreo, Ingestdo de alimentos e Eficiéncia alimentar em animais

propensos (P) eresistentes (R) a obesidade tratados com dieta hiperlipidica.

Grupos |Pesolnicial PesoFinal Ganho I ngestdo Eficiéncia
(9) (9) de peso alimentar alimentar
(9 9
P (n=16) | 335,8+28% 530,5#58% 194,8+39%  1385,9+122° 0,13+ 0,02
R (n=16) | 291,5+26° 436,7+33" 1452+34"  1192,9+ 99° 0,12+ 0,022

Médias seguidas de | etras diferentes, em cada coluna, diferementre si (P<0,05).

Fase 3. Restricéo alimentar por 10 dias

Peso corporeo e €ficiéncia alimentar
Ambos os grupos, propenso e resistente a obesidade (PR e RR), apresentaram
significativa diminui¢&o do peso corpdreo (P<0,05) em resposta arestricdo dimentar
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(Figura 1A). Contudo, essa diminuigdo ndo se apresentou diferente entre os dois grupos
(P>0,05), uma vez que ambos perderam em torno de 13 % do peso corpdreo.

Quanto & eficiéncia alimentar referente ao periodo total de restricdo alimentar,
foi observado reducgdo significativa (P<0,05) nos grupos restritos (PR e RR), sem haver
diferenca entre eles (P>0,05). Os animais controles (PC e RC) também ndo

apresentaram diferenca (P>0,05) entre s (Figura 1B).
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Figura 1. Efeito da restricdo alimentar de 55% sobre o peso corpéreo
(A) e a eficiéncia alimentar (B). Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre grupos (P<0,05). PC= Ratos propensos controles,
PR= Ratos propensos submetidos a restricdo alimentar de 55%, RC=
Ratos resistentes controles e RR= Ratos resgtentes submetidos a

restricéo alimentar de 55%.
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Depositos de gordura

A comparagdo entre grupos (Figura 2A), considerando o tota das gorduras
estimadas (retroperitoneal, periepididimal e de carcaga somadas), mostrou que 0 grupo
propenso controle apresentou maior valor (P<0,05) do que os demais, que ndo diferiram
entres (P>0,05).
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Figura 2. Peso absoluto (A) e Peso relativo (B) das gorduras retroperitoneal, de
carcaca, periepididimal e soma das gorduras. Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre grupos (ANOVA e TUKEY, P<0,05). PC= Ratos
propensos controles, PR= ratos propensos submetidos a restricdo alimentar de
55%, RC= Ratos resistentes controles e RR= Ratos resistentes submetidos a
restricdo alimentar de 55%.
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Quando foi feita a comparagéo entre os diferentes tecidos adiposos (Figura 2A),
houve diferenca edtatistica significativa entre 0s grupos propenso e resistente controles
(PC e RC) apenas para a gordura periepedidimal, sendo o maior valor apresentado pelos
animais propensos (P<0,05). O grupo propenso restrito (PR) apresentou redugéo do
peso desse tipo de gordura na restricdo alimentar de 55%, enquanto isso ndo foi
observado no grupo de animais resistente restrito (RR).

A gordura de carcaga foi igua (P>0,05) para os dois grupos controles (PC e
RC), porém maior que dos grupos redtritos (PR e RR), que ndo diferiram entre si.
Resultado semelhante foi obtido na comparagéo entre as gorduras relativas de carcaga
(Figura 2B).

A comparagdo entre grupos, considerando o total das gorduras relativas
estimadas (retroperitoneal, periepididimal e de carcaga somadas), mostrou que 0 grupo
propenso controle apresentou maior valor (P<0,05) do que os demais grupos. A
restricdo provocou diminuigdo de peso relativo de gorduras totais somente no grupo
propenso (PR), ndo havendo diferenca entre grupos controle e restrito quando avaliados

0S animais resistentes.

Peso absoluto e relativo dos érgdos do trato gastrointestinal
N&o houve diferenca estatistica (P>0,05) do peso absoluto do péancreas, do

estdbmago e do intestino grosso entre 0S grupos propensos e resistentes a obesidade
submetidos (PR e RR) ou ndo (PC e RC) a restricdo alimentar (Figura 3A). Ja o
intestino delgado do grupo propenso controle (PC) foi maior (P<0,05) que o do grupo
resistente (RC). No entanto, nos grupos que sofreram restricdo de 55% foi observada a
diminuicdo significativa (P<0,05) do peso intestinal nos dois grupos (PR e RR).

Foi observado maior peso do figado no grupo propenso (PC) quando comparado
ao grupo resistente (RC), sendo que a restricdo provocou diminui¢éo de peso (P<0,05)
desse 6rgéo em ambos os grupos restritos (PR e RR; Figura 3A).

Quando os érgéos de cada grupo foram relacionados ao peso corporeo (Figura
3B) houve diferencas edatigticas entre grupos para todos 0s 0rgéos, exceto para o

pancreas. O peso relativo do intestino delgado foi similar entre os grupos controle (PC e
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RC), similar entre grupo propenso (PC) e resistente restrito (RR) e similar entre grupo
propenso e resistente restritos (PR e RR).

O peso relativo do figado ndo diferiu entre os grupos controles (PC e RC), sendo
maior (P<0,05) que dos grupos redtritos (PR e RR). O peso relativo do estdmago e do
intestino grosso foi menor (P<0,05) nos grupos propenso controle (PC), propenso

restrito (PR) eresistente controle (RC), sendo iguaisentre si (Figura 3B).

18 - a PC
16 A o O PR
cil b - e
l% 12 — |~ c . RR
g 10 5
Xe) 81 3
6 3
35
2 E;:ﬁ
0 £ | CIT R B

Péancreas  |.Delgado Figado Estomago  |. Grosso

@ PC
§004* B PR
29 B a ORC
S8
& 3003 ba B RR
S g B
s dooo ¥
® ©
T2 ab
o001 - ab ab bab> @
23 -erm IR
- FECA L

Pancreas  |.Delgado Figado Estomago |. Grosso

Figura 3. Peso absoluto (A) e relativo (B) dos 6érgéos do trato gastrointestinal.
Letras minusculas indicam diferenca significativa entre grupos (ANOVA e TUKEY,
P<0,05). PC= Ratos propensos controles, PR= ratos propensos submetidos a
restricdo alimentar de 55%, RC= Ratos resisgentes controles e RR= Ratos

resistentes submetidos a restri¢éo alimentar de 55%.
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Comprimento absol uto e relativo dos intestinos grosso e delgado
O comprimento do intestino grosso e delgado (Figura 4A) do grupo propenso

controle (PC) foi igual ao do grupo resistente (RC), P>0,05, sendo que ambos 0s grupos
nédo foram afetados pela restricdo aimentar (PR e RR), P>0,05.

Houve diferenca (P<0,05) do comprimento relativo de intestino grosso e delgado
quando comparados os grupos controles propenso (PC) e resistente (PR). A restricdo

ndo afetou este parametro (Figura 4B).

ab
a
150 by B pPC
A @ PR
’g 120 ORC
S 2 HRR
!
5 & ab ab b
5§ ®
0
|.Grosso |.Delgado
’é\ 0,4, a a B pPC
IR @ PR
Z O
_gg 0,3 ORC
o B RR
gl o
E 9
g ]
EE 01
SE
8

|.Grosso |.Delgado

Figura 4. Comprimento absoluto (A) e relativo (B) dos intestinos grosso e
delgado. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre grupos (ANOVA
e TUKEY, P<0,05). PC= Ratos propensos controles, PR= ratos propensos
submetidos a restricdo alimentar de 55%, RC= Ratos resistentes controles e

RR= Ratos resistentes submetidos a restricdo alimentar de 55%.
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Atividade enzimética intestinal (Maltase e Sacarase)

A atividade enzimética especifica da sacarase e da maltase (Figura 5A), expressas
em unidade por grama de mucosa intestinal (u/g), ndo diferiu entre os grupos estudados
(P>0,05). Quando foi determinada a atividade enzimética total (Figura 5B),
considerando o peso total da mucosa, ndo foi observada diferenca estatistica entre o

grupo propenso e resistente controle (P>0,05).
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Figura 5. Atividade enzimatica especifica (uw/g), em unidade por grama de
mucosa intestinal, (A) e Atividade enzimédtica total (u), por peso da mucosa
total em gramas (B). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre
grupos (ANOVA e TUKEY, P<0,05). PC= Ratos propensos controles, PR=
ratos propensos submetidos a restricdo alimentar de 55%, RC= Ratos

resistentes controles e RR= Ratos resistentes submetidos a restricao
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Atividade enzimética pancreética (lipase).

N&o houve diferenca significativa entre grupos (P>0,05) para atividade da lipase
pancredtica (Ul) (Figura 6). Também ndo foi observada diferenca entre grupos
(P>0,05), quando foi determinada a atividade enziméticatotal (Ul x peso pancreas).
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Figura 6. Atividade da lipase pancreatica (Ul). PC= Ratos propensos controles,
PR=ratos propensos submetidos a restricao alimentar de 55%, RC=Ratos resistentes

controles e RR= Ratos res stentes submetidos a restricdo alimentar de 55%.

Efeito sobre a digestibilidade de nutrientes.
N&o houve diferenca significativa entre grupos (P>0,05) para digestibilidade de
de matéria seca, proteina, gordura e carboidrato estimado (Figura 7).
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Figura 7. Digestibilidade de nutrientes. PC= Ratos propensos controles, PR= ratos
propensos submetidos a restricado alimentar de 55%, RC= Ratos resistentes controles

e RR= Ratos resistentes submetidos a restricdo alimentar de 55%.
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DISCUSSAO

No presente trabalho foram observadas diferengas significativas entre animais
propensos e resistentes a obesidade, quanto a ingestéo de alimentos, peso corpéreo e
quantidade de tecido gorduroso, parametros estes que caracterizam o estabelecimento da
obesidade.

De fato, os animais propensos a obesidade, tratados com a dieta hipercalérica
com alto teor de gordura durante 10 semanas, apresentaram maior consumo alimentar,
maior ganho de peso e maior peso corpdreo do que 0s animais selecionados como
resistentes. A resposta de massa corporal confirma dados da literatura que evidenciam
respostas diferenciadas entre animais que, tratados com uma mesma dieta, desenvolvem
diferentes fenétipos e podem ser identificados como propensos ou resistentes a
obesidade (CHANG e a, 1990; LEVIN & DUNN-MEYNELL, 2000;
COMMERFORD et al, 2000; LEVIN & DUNN-MEYNELL, 2002; LEVIN et d, 2003;
MACLEAN et d, 2004 aeb; TKAES & LEVIN, 2004).

Os resultados obtidos de aumento de gordura total e periepididimal também
reforcam as caracteristicas diferenciadas de animais propensos e resistentes e sdo
compardveis aos achados da literatura (LEVIN & DUNN-MEYNELL, 2000;
COMMERFORD et al, 2000; LEVIN & DUNN-MEYNELL, 2002; LEVIN et d, 2003;
MACLEAN et al, 2004 a e b; TKAES & LEVIN, 2004). Nossos resultados,
diferentemente da literatura, ndo mostraram aumento de gorduras retroperitoneal e de
carcaga, quando a andlise considerou o conjunto dos quatro grupos, propensos controle
e restrito e resigentes controle e restrito (CHANG et a, 1990; LEVIN & DUNN-
MEYNELL, 2000; COMMERFORD et al, 2001; LEVIN & DUNN-MEYNELL, 2002;
LEVIN et al, 2003; MACLEAN et al, 2004; TKAES & LEVIN, 2004). Porém, a
diferenca na gordura retroperitoneal passa a ser significativa se a comparagdo for apenas
entre 0s grupos controles, resistente e propenso, ndo envolvendo 0s grupos restritos.
Isso pode indicar que interferéncias pontuais, como o nimero de animais e o
consequente desvio da média tenham impedido que fosse alcancado o nivel de
significancia estabelecido.

Embora o ganho de peso tenha sido diferente entre propensos e resistentes, a

eficiéncia alimentar foi similar entre grupos. Ou sgja, existe a mesma relagéo entre a
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quantidade de alimento ingerido e o ganho de peso em ambos oS grupos. Estes
resultados indicam que a quantidade de alimento consumido, que foi diferente entre
grupos, pode ter tido grande influéncia sobre o ganho de peso. Essa concluséo é
diferente da apresentada por CHANG et al. (1990) que, ao avaliarem a eficiéncia
energética (energia de carcaga/consumo energético) em animais propensos e resistentes,
sugeriram que o consumo de dieta hipercalrica ndo era o Unico determinante para o
rato se tornar obeso. Essa concluséo foi alcangada quando observaram que animais
obesos, que apresentavam ganho de peso 68% maior, tinham uma eficiéncia 85% maior,
paralela & uma ingestao 24% maior. Por outro lado, SEFICIKOVA et al. (2008) atribui a
ingest&o de alimentos a diferenca de obesidade entre ratos propensos e resistentes.

O aumento da ingest&o apresentado pelos ratos propensos no presente trabalho,
pode ter sido influenciado pela palatibilidade, uma vez que existem evidéncias de que
animais propensos tem preferéncia por dietas ricas em gordura (DOURMASHKIN et
al., 2006). De fato, também ja foi verificado que ratos Oshorne-Mendel, propensos a
desenvolver obesidade, tem maior palatibilidade por alimentos ricos em gordura,
enquanto os ratos S5B/PL, resistentes a desenvolver a obesidade quando alimentados
com dieta rica em gordura, preferem alimentos com alto contelido de carboidrato
(GREENBERG et d, 1999).

Além da palatibilidade, a maior ingestdo alimentar no grupo propenso pode ser
atribuida também ao controle da ingest&o regulado pelo neuropeptideo Y (NPY). Jafoi
verificado que a expressdo de NPY esta aumentada nos animais propensos a obesidade,
0 que provoca aumento do consumo de alimentos e diminuigdo da oxidag&o de gordura
(LEVIN & KEESEY, 1998).

O efeito da restricdo alimentar sobre peso corpdreo e tecido adiposo variou
quando comparados animais propensos e resistentes a obesidade. A perda de peso foi
semelhante em ambos 0s grupos, enquanto que a resposta dos tecidos adiposos foi
diferente. De fato, embora ambos os grupos tenham alcangado pesos diferentes no final
da restricéo, a perda foi de aproximadamente 13% em cada grupo. Por outro lado,
animais propensos apresentaram maior facilidade em perder gorduras totais e gordura

periepididimal do que os resistentes.
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Resultado similar foi obtido em trabalho em que animais propensos e resistentes
foram submetidos a restricdo caldrica de 50% por 14 semanas (LEVIN & DUNN-
MEYNELL, 2000). Nesse trabalho foi verificado que animais propensos, mas ndo 0s
resistentes, apresentavam reducdo da leptina apos restricdo. Com base nesses achados,
0s autores concluiram que a redugéo de peso corpdreo nos resistentes se deve a redugdo
da massa magra, uma vez que esses animais ndo apresentam diminui¢do dos niveis de
leptina e que é sabido que os niveis desse hormdnio sdo proporcionais a quantidade de
tecido adiposo no organismo.

Em relagdo aos parametros gastrointestinais avaliados, foi observado que os
grupos propensos e resistentes a obesidade (PC e RC) apresentam diferengas nas
dimensdes de alguns 6rgéos, mas ndo na atividade enzimética e na digestibilidade de
nutrientes. Porém, a resposta a restricdo alimentar se da de forma similar nos dois
grupos, sem evidenciar flexibilidade fenotipica das fungdes.

De fato, 0 peso absoluto do figado e do intestino delgado foram maiores no
grupo propenso controle (PC) em relagcdo a0 grupo resistente controle (RC), mas
semelhantes entre si, quando considerados os pesos relativos. A restrigdo provocou
diminuicdo desses 6rgdos tanto em animais propensos como em animais resistentes a
obesidade, sendo aresposta proporcional & diminuicéo do peso corporeo.

O aumento do peso do figado pode ser atribuido & maior deposicéo de gordura
nesse 0rgdo. De fato, em ratas Zucker (obesas) foi observado aumento do peso do
figado, que foi acompanhado pelo aumento de gordura nesse 6rgdo (GARCIA-
MARTINEZ et a, 1993). O acimulo de gordura no figado também foi observado em
76% de individuos obesos (BELLANTANI et al, 2000). Foi mostrado também que a
deposi¢cdo de gordura no figado pode ocorrer rapidamente em ratos submetidos a 8
semanas de dieta hiperlipidica (GAUTHIER et a, 2003). Em outro trabalho, foi
demonstrado que o peso do figado guarda umarelagdo direta com o peso corporeo, uma
vez gque ndo se observa aumento de peso relativo do figado em ratos Sprague-Dawley,
mesmo com alto teor de gordura hepética (LAVOIE et a, 2005).

Talvez, o maior peso do intestino delgado apresentado pelos ratos propensos
possa ser aribuido & grande quantidade de gordura aderida a esse 6rgéo, principalmente
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gordura mesentérica. Porém, ndo podemos descartar uma resposta diferenciada, mesmo
porgue existem evidéncias de hiperplasia da mucosa em ratos obesos (ESTORNELL et
al., 1995).

Também, j& foi mostrado aumento do peso do pancreas em ratas Zucker (fa/fa),
com 3 meses de idade (SCHNEEMAN et al, 1983), um achado n&o corroborado pelos
dados aqui apresentados. De fato, 0s pesos do pancreas, do edmago e do intestino
grosso ndo diferiram entre animais propensos e resistentes, nem mesmo apds restricéo.

Com relagdo a0 comprimento dos intestinos, observamos resultados
surpreendentes apds restricdo, principalmente quando os valores foram analisados em
funcdo do peso corporeo. De fato, foi observado que o comprimento relativo dos
intestinos grosso e delgado nos animais resistentes foram maiores do que em animais
propensos a obesidade. Resultado similar, em que a resposta intestinal € maior em ratos
resistentes a obesidade, foi observada por SEFICIKOVA et al. (2008), em trabalho
bastante recente. Esses autores verificaram aumento da atividade enzimética intestinal,
induzido pela dieta, em animais resistentes a obesidade, mas ndo em animais propensos.
Frente a esses resultados, os autores propuseram que a manutengdo da obesidade em
ratos propensos se devia a uma maior efetividade na absorgdo de nutrientes, embora ndo
tivessem quantificado esse parametro.

Se assim for, poderiamos inferir que essa maior efetividade pode ocorrer sem
correspondente aumento na extensdo dos intestinos, ja que ndo existe umarelagdo direta
entre superficie e absor¢do, uma vez que os transportadores da membrana em escova
ndo séo fixos, podendo se alterar de acordo com a demanda nutricional (BUTS et d.,
1993; SECOR et a, 1994).

A resposta enzimética observada por nos é coerente com a observada por
por MOZES et al (2004) que n&o encontrou alteragdo na atividade da maltase intestinal
em ratos obesos tratados com glutamato monossodico. Porém, é contraria ao que seria
esperado, quando s tem a informagdo de que as enzimas digestivas podem ser
influenciadas pela composi¢do da dieta e pela demanda nutricional (KARASOV &
HUME, 1997). No presente trabalho, a demanda nutricional pode ser caracterizada pelo

alto consumo de alimentos, consequiente dos estimulos que levam a manutencdo da
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obesidade, como a resisténcia a leptina e a alteracdo do equilibrio energético presentes
Nos animais obesos.

Coerente com a influéncia da dieta sobre a atividade enzimética sdo os achados
de que a producdo da maltase e sacarase intestinais aumenta de maneira proporcional a
presenca de carboidrato na dieta e que padréo semelhante de mudangas ocorre nos
niveis das enzimas digestivas pancredticas, proteases, amilase e lipase em resposta a
presenca de seus respectivos substratos (KARASOV & HUME, 1997).

Por outro lado, ja foi demonstrado alteragdo de enzimas dissociada da presenca
do substrato especifico, como a diminuicdo das dissacaridases intestinais pela presenca
de gordura na dieta (GODA & TAKASE, 199%4a).

A proporcéo de gordura e de carboidratos na dieta podem ter contribuido paraa
resposta obtida no presente trabalho e para a diferengca de resultados quando
comparados com o realizado por SEFICIKOVA et al. (2008), que encontraram resposta
diferenciada de maltase entre animais propensos e resistentes. A maior propor¢éo de
carboidrato na dieta (55,5%) utilizada por estes autores, em relagdo & formulada por nés
(35,5%), pode ter contribuido para que houvesse maior expressdo de maltase que, assim,
superaria a possivel inibigdo exercida pela grande quantidade de gordura da dieta.

Também, na explicagdo das diferencas de resultados tem que se levar em
consideragéo que a atividade da maltase no trabalho aqui realizado foi estimada com
base na mucosa de todo o intestino delgado, enquanto o aumento observado por
SEFICIKOVA et al. (2008), refere-se exclusivamente a0 jejuno, uma vez que tal
resposta ndo foi observada no duodeno.

N&o exisem informagdes sobre a possivel relacdo entre a preferéncia de ratos
resistentes por alimentos ricos em carboidratos e a quantidade de maltase no intestino
desses animais (DOURMASHKIN et al., 2006). No entanto, podemos aventar a
hip6tese de que esses animais, por serem metabolicamente mais ativos do que 0s
propensos, necessitam ser mais eficientes na captagéo de carboidrato, uma fonte de
energia mais prontamente utilizada do que a gordura. O aumento na digestdo de
carboidratos pelas dissacaridases intestinais contribuiria para maior absor¢do de
carboidratos. E sabido também que ratos obesos Zucker apresentam menor transporte de
glicose do que ratos normais (GARCIA-MARTINEZ et d., 1993).
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A atividade enzimética nos animais aqui estudados, pode também ter sido
influenciada pelas alteragdes morfofisiolégicas do intestino, uma vez que foi
demonstrado que a dieta hiperlipidica provoca diminui¢do da area de superficie das
microvilosidades, com diminuicdo da quantidade de proteinas e da atividade das
dissacaridases (GODA & TAKASE, 1994b).

Na obesidade experimental alcancada por manipulagdo genética, foi verificado
aumento de dissacaridases em resposta a dieta rica em carboidrato. Por exemplo, foi
observado aumento da maltase e da sacarase, paralelo a0 aumento do tamanho
intestinal, em ratos ob/ob tratados com dieta rica em dextrose (FLORES et al, 1986) e
aumento da atividade da sacarase e maltase no jejuno de ratas Zucker (MATSUO et al,
1992).

Também as enzimas pancredticas, diferentemente do que foi aqui observado, sdo
aumentadas em animais geneticamente modificados. De fato, em ratas Zucker, a
atividade enzimética da lipase, da amilase e da tripsina foram maiores do que em
animais controles normais (SCHNEEMAN et al., 1983).

Quanto a digestibilidade de nutrientes, ndo diferiu entre grupos, demonstrando que
animais propensos e resistentes, selecionados e tratados com dieta hiperlipidica,
apresentam capacidade similar de digerir gordura, proteina e carboidrato. N&o
encontramos na literatura nenhum estudo da digestibilidade em animais obesos, para
fazer comparagdo. No entanto, os resultados obtidos sdo coerentes com a resposta
enzimatica observada.

Chama a ateng@o o fato de que apenas intestino delgado e figado sofreram efeito
da restricdo. Porém, a regposta ocorreu com a mesma intensidade em ambos os grupos,
ndo caracterizando diferenca na capacidade adaptativa entre propensos e resistentes.

A atividade enzimética, a digegtibilidade e a eficiéncia alimentar ndo se alteraram
com arestricdo. Estas respostas diferem da obtida com animais alimentados com dieta
padrdo, nos quais a restricdo é um estimulo para aumentar pardmetros associados a uma
maior digestdo e absor¢do de nutrientes. De fato, os trabalhos da literatura mostram

aumento na atividade enzimética e na expresséo de transportadores, além de hipertrofia
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mucosa em animais restritos (KARASOV & HUME, 1997). Ou sgja, o trato, frente a
restri¢céo, aumenta sua capacidade de aproveitamento de alimentos, caracterizando uma
flexibilidade fenotipica

Talvez o tempo de restricéo utilizado no presente trabalho n&o tenha sido
suficiente para provocar adaptacoes. Diferencas significativas na adaptacéo intestinal j&
foram observadas quando comparadas restri¢cdo cronica e aguda sobre o transporte de
nutrientes em camundongos (FERRARIS et a., 2000).

Também ndo podemos excluir a hipétese de que outras enzimas, que ndo foram
estudadas, ou mesmo que os transportadores intestinais possam apresentar respostas
diferentes das que foram encontradas e que poderiam contribuir para o estabelecimento

da obesidade e para resposta arestrigéo.

A partir desse trabalho, concluimos que animais propensos e resistentes
apresentam diferencas nas dimensdes dos 6rgdos gastrointestinais que, na sua maioria,
guardam relagdo direta com o peso corpdreo. Excegdo aisso sdo os intestinos delgado e
grosso, cujos comprimentos relativos s8o maiores em animais resigentes. Concluimos
também que os tratos gastrointestinais de animais propensos e resistentes apresentam

respostas similares a restricéo alimentar.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANDRIGUETTO, JM.; PERLY, L.; MINARDI, I. Nutricdo Animal. Sdo Paulo,
Nobel, v. 1, 1989.

A.O.A.C. ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official
M ethods of Analysis. 1990, 15%, Arlington, Virginia, Washington, v.128, 1990

BELLANTANI, S.; SACCOCCIO, G. MASUTTI, F.; CROCE, L.S.; BRANDI, G.;
SASSO, F.; CRISTANINI, G.; TIRIBELLI, C. Prevalence and risk factors for
hepatic steatosis in Northern Italy. Annals Internal Medicine, v.132, p.112-117,
2000.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

79

Artigo |1 — Referéncias Bibliogréficas

BLUNDELL, JE.; STUBBS, RJ; GOLDING, C. CRODEN, F; ALAM, R;
WHYBROW, S,; NOURY, JLE, LAWTON, C.L. Resistance and susceptibility
to weight gain: Individual variability in response to a high-fat diet. Physiology &
Behavior, v.86, p.614-622, 2005.

BUTS, J.P., KEYSER, N., KOLANOWSKI,.J, SOKAL,.E, VAN HOOF, F. Maturation
of villus and crypt cell functions in rat small intestine. Digestive Diseases and
Sciences, v.38, p.1091-1098, 1993.

BUTZNER, JD., BROCKWAY, P.D, MEEDINGS, JB. Effects of malnutrition on
microvillus membrane glucose trangport and physical properties. American
Journal Physiology, v.259, p.940-946, 1990.

CASSIROLA, D.M., RIFIKIN, B.,TSAI ,W., FERRARIS, R.P. (1996) Adaptations of
intestinal nutrient transport to chronic caloric restriction in mice. American
Journal Physiology, v. 271, p.192-200, 1996.

CHANG, B. GRAHAM, F. YAKUBU, D. LIN, J. C. PETERS and J. O. HILL.
Metabolic differences between obesity-prone and obesity-resistant rats. American
Journal of Physiology Regulatory Integrative & Comparative, v. 259, p.1103-
R1110,1990.

CLEGG, D.J, BENOIT S.C; REED JA; WOODS S.C;, DUNN-MEYNELL A; LEVIN
B.E. Reduced anorexic effects of insulin in obesity-prone rats fed a moderate fat
diet. American Journal of Physiology Regulatory Integrative & Comparative
v.288, p.R981-R986, 2005.

COMMENFORD, S.R; PAGLIASSOTTI, M.J, MELBY C.L; WEI Y; GAYLES E.C,
HILL J.O. Inherent capacity for lipogenesis or dietary fat retention is not increased
in obesity-prone rats. American Journal of Physiology Regulatory Integrative
& Comparative, v.280, p.R1680-R1687, 2001.

COMMENFORD, S.R; PAGLIASSOTTI, M.J, MELBY C.L; WEI Y; GAYLES E.C,
HILL J.O. Fat oxidation, lipolysis, and free fatty acid cycling in obesity-prone and
obesity and obesity-resistant rats. American Journal of Physiology
Endocrinology & M etabolism, v. 279, p.E875-E885, 2000.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

80

Artigo |1 — Referéncias Bibliogréficas

DAHLQUIST, A. Method for assay of intestinal disaccharidases. Analytical
Biochemistry, v.7, p.447-54, 1964.

DOURMASHKIN, JT.; CHANG, G.Q.; HILL, JO.; GAYLES, E.C.; FRIED, SK.;
LEIBOWITZ, S.F. Moddl for predicting and phenotyping at normal weight the
long-term propensity for obesity in Sprague-Dawley rats. Physiology &
Behavior, v.87, p.666-678, 2006

ESTORNELL, E.; CABO, J; BARBER, T. Protein synthesis is stimulated in
nutritionally obese rats. Journal of Nutrition, v.125, p.1309-1315, 1995.

FERRARIS, R.P; DIAMOND, J. Regulation of intestinal sugar transport. Physiological
Reviews, v. 77:p. 257-302, 1997.

FERRARIS,R. P., CAO, Q.X., PRABHAKARAM, S .Chronic but not acute energy
restriction increases intestinal nutrient transport in mice. Journal Nutrition,
v.131, p. 779-786, 2000.

FLORES, C.A.; BEZERRA, J.; BUSTAMANTE, S.; MACDONALD, M.P; KAPLAN,
M. KOLDOVSKY, O. Effect of a high-dextrose diet on sucrase and lactase
activity in jejunum of obese mice (C57BL/6J obob). Journal American College
Nutrition, v.5, p.565-575, 1986.

GARCIA-MARTINEZ, C.; LOPEZ-SORIANO, J.; ARGILES, JM. Intestinal glucose
absortion is lower in obese than in lean zucker rats. Journal Nutrition, v. 123, p.
1062-1967, 1993.

GAUTHIER, M.S,; COUTURIER, K.; LATOUR, JG.; LAVOIE, JM. Concurrent
exercise prevents high-fat-diet-induced macrovesicular hepatic steatosis. Journal
Applied Physiology, v.94, p. 2127-2134, 2003.

GODA, T.; TAKASE,.S. Dietary Carbohidrate and fat independently modulate
disaccharidase activities in rat jequnum. Journal of Nutrition, v.124, p.2233-
2239, 1994a.

GODA, T.; TAKASE,.S. Effect of dietary fat content on microvillus in rat jejunum.
Journal of Nutritional Science and Vitaminology, v.40, p. 127-136, 1994b.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

81

Artigo |1 — Referéncias Bibliogréficas

GREENBERG, D.; MCCAFFERY, J; POTACK, JZ.; BRAY, G.A.; YORK, D.A.
Differential satiating effects of fats in the small intestine of obesity-resistant and
obesity- pronerats. Physiology & Behavior, v.66, p.621-626, 1999.

JANSEN, G.R.; ZANETTI, M.E.; HUTCHISON, C.F. Studies in lipogenesis in vivo.
Fatty acid and cholesterol synthesis during starvation and refeeding.
Biochemistry, v.101, p.811-818, 1966.

KARASQOV, W. H. Tests of the adaptive modulation hypothesis for dietary control of
intestinal nutrient transport. American Journal of Physology, v.263, p.R496-
502, 1992.

KARASOV, W.; HUME, J.D. Handbook of Comparative physiology. In. Dantzler, w
editor. Vertebrate gastrointestinal sysem. American Physiology Society,
Capitulo 7, p. 409-480, 1997.

LAVOIE, JM.; YASARI, S.; ABDENNADHER, M.; PAQUETTE, A. Effect of
alteration (10 days) of high-fat with normal diet on liver lipid infiltration, fat gain,
and plasma metabolic profile in rats. Physiology & Behavior, v.85, p.442-448,
2005.

LEVIN, B.E.; KEESEY, RE. Defense of differing body weight set-points in diet-
induced obese and resistant rats. American Journal of Physiology Regulatory
Integrative & Comparative, v. 274, p.412-419, 1998.

LEVIN, B.E. & DUNN-MEYNELL, A.D.M . Defense o body weight depends on
dietary composition and palatability in rats with diet-induced obesity. American
Journal of Physiology Regulatory Integrative & Comparative, v. 282, p.R46-
R54, 2002.

LEVIN, B.E. & DUNN-MEYNELL, A.D.M. Defense of body weight against chronic
caloric restriction in obesity-prone and -resistant rats. American Journal of
Physology Regulatory Integrative & Comparative, v.278, R231-R237, 2000.

LEVIN, B.E; DUNN-MEYNELL A.A; BANKS W.A. Obesity-prone rats have normal
blood-brain barrier transport but defective central leptin signaling before obesity
onset. American Journal of Physiology Regulatory Integrative &
Comparative, v.286, R143-R150, 2004.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

82

Artigo |1 — Referéncias Bibliogréficas

LEVIN, B.E.; DUNN-MEYNELL, A.D.M.; RICCI, M.R.; CUMMINGS, D.E.
Abnormalities of leptin and ghrelin regulation in obesity-prone juvenile rats.
American Journal Endocrinology M etabolic, v. 285, p.E949-E957, 2003.

MACLEAN, P.S.; HIGGINS, JA.; JOHNSON, G.C.; ELDER-FLEMING, B.K;
DONAHOO, W.T; MELANSON, E.L.; HILL, JO. Enhanced metabolic
efficiency contributes to weight regain after weight loss in obesity-prone rats.
American Journal of Physiology Regulatory Integrative & Comparative,
v.287, p.R1306-R1315, 2004 a

MACLEAN, P.S; HIGGINS, JA.; JOHNSON, G.C.; FLEMING-ELDER, B.K;
PETERS, J.C.; HILL, JO.Metabolic adjustments with the development, treatment,
and recurrence of obesity in obesity-prone rats. American Journal of Physiology
Regulatory Integrative & Comparative, v.287, p.R288-R297, 2004 b.

MATSUO, T.; ODAKA, H.; IKEDA, H. Effect of intestinal disaccharidase inhibitor
(AO-128) on obesity and diabetes. American Journal Clinical Nutrition, v55,
p.314S-317S, 1992.

MCcWILLIAMS, SR; KARASOV, W.H. Phenotypic flexibility in digestive system
dructure and function in migratory birds and its ecological significance.
Comparative Biochemistry Physiology, v.128, p.579-593, 2001.

MOZES, S.; SEFCIKOVA, Z.; LENHARDT, L., RACEK, L. Effect of
adrenalectomy on the activity of small intestine enzymes in monosodium
glutamate obese rats. Physiological Research, v 53, p. 415-422, 2004.

NASCIMENTO,A.F. et a. Modelo de dieta hipercadrica para indugdo da
obesidade. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia e M etabologia. v.49, n.4
(suplemento 1), p.528-528, 2005

NAYA, D.E.; BOZINOVIC,F. The role of ecological interactions on the physiological
flexibility of lizards. Functional Ecology, v.20(4), p.601-608, 2006.

PIERSMA, T; DRENT, J. Phenotypic flexibility and the evolution of organismal
design. Trendsin Ecology and Evolution, v.18, p.228-233, 2003.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

83

Artigo |1 — Referéncias Bibliogréficas

SCHNEEMAN, B.O, INMAN, M.D; STERNAN, J.S. Pancreatic enzyme activity in
obese and lean Zucker rats. A development study. Journal Nutrition, v.113,
p.921-925, 1983.

SEFCIKOVA, Z.; HAJEK, T; LENHARDTY, L., RACEK, L. AND MOZES, S.
Different functional responsibility of the small intestine to high-fat/high-energy
diet determined the expression of obesity-prone and obesity-resistant phenotypes
in rats. Physological Research, in press, 2008 .

SECOR, S.M; STEIN, E.D; DIAMOND, J. Rapid upregulation of snake intestine in
response to feeding: a new model of intestinal adaptation. American Journal
Physology, v. 266: p. 695-705, 1994.

TKAES, N.; LEVIN, B.E. Obesity-prone rats have preexisting defects in their
counterregulatory response to insulin-induced hypoglycemia. American Journal
Physology Regulatory, Integrative and Comparative Physiology, v.287, p.
R1110-R1115, 2004.

VERNON J. W.;SENIOR.W. Effects of food restriction and body weight loss on
metabolic fecal nitrogen excretion in the rat. Journal Nutrition, v.111, p.:581-
585, 1981.

ZARLING, E.J.; MOBARHAN, S. Effect of restricting a balanced diet on rat intestinal
disaccharidase activity and intestinal architecture. Journal Laboratory Clinical
M edicine, v.109: p.556-559, 1987.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
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



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

