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RESUMO

O uso de dietas experimentais para animais de laboratério deve
ocasionar crescimento saudavel e manutencao de peso na fase adulta sem
causar qualquer prejuizo a satde do animal. No entanto, estudos mostram
gue o modelo amplamente utilizado preconizado pela American Institute
of Nutrition (AIN-93) tem causado efeitos indesejaveis em ratos Wistar.
Além disso, os estudos que evidenciaram tais efeitos ndo propuseram
alteragdes na composicdo da dieta para contornar estes prejuizos. Neste
sentido, esta pesquisa objetivou verificar o efeito das dietas AIN-93M,
AIN-93M com modificagdo na fonte proteica sobre pardmetros
sanguineos e hepaticos em ratos Wistar machos.

Ratos Wistar (P60) foram aleatoriamente divididos em 03 grupos
(n= 6 por grupo): C (controle) = racdo comercial padrdo; AIN1 (AIN-
93M); AIN2 (AIN92M modificada) = racdo AIN93 com modificacdo da
fonte proteica. Na fonte proteica, foi substituida a caseina por proteina
isolada de soja (90% de pureza). Todos 0s animais foram pesados
semanalmente. Para avaliar o consumo de ra¢do, a dieta oferecida e sobras
do dia posterior foram pesadas diariamente. Ao final dos tratamentos
dietéticos (12 semanas), 0s animais foram sedados com cetamina e
xilazina e eutanasiados por hipovolemia ao realizar pun¢do cardiaca.
Plasma foi coletado para analise de variaveis sanguineas. Figado e tecido
adiposo foram dissecados e pesados. Foi realizado contagem de infiltrado
gorduroso no tecido hepatico. Na analise estatistica, foi utilizado
ANOVA de uma via e pos-teste de Tukey e Qui quadrado de Pearson
(Protocolo CEUA PP00973).

A média do consumo alimentar dos animais foi diferente entre 0s
trés grupos avaliados, sendo que os animais do AIN2 tiveram o maior
consumo (C=2259g+1,7; AINL=31g£0,7; AIN2=4129g+£43;p
0,0001; F=332,6). Houve diferenca no peso corporal final dos animais,
sendo que os animais AIN1 tiveram o maior peso corporal ao final do
tratamento quando comparado ao grupo C (controle = 360 g + 18,52;
grupo 02 =402 g +42,2; grupo 03 =377,5 + 39,24; p <0,0009; F=11,74).
O delta peso dos grupos AIN93 foram maiores do que o grupo controle
(C =110,42 g + 14,5; AIN1=217,2 g + 23,66; AIN2 = 206 g £28,9; p
<0,0001; F=38,77). O peso do tecido adiposo e do figado do grupo AIN1
foi maior do que o dos animais controles (p<0,05 para ambos). Em relacéo
as varidveis bioquimicas, o triglicerideo plasméatico dos animais
alimentados com a dieta comercial (animais controles) foi maior do que



os demais grupos. Foi verificada diferenca no padrdo de esteatose
hepética entre todos os grupos (p<0,0001). Somente os animais do grupo
AIN1 apresentaram niveis preocupantes de esteatose hepatica.

Nossos achados sdo consistentes com estudos anteriores com
animais alimentados com a dieta AIN-93M. A dieta com substitui¢do da
caseina por proteina isolada de soja protegeu 0s animais da esteatose
hepatica e diminuiu valores de peso (peso corporal, ganho de peso, tecido
adiposo total, peso do figado), sugerindo um beneficio no uso da proteina
vegetal no lugar da proteina animal.

Palavras Chave: AIN-93M, dieta purificada, proteina isolada de
soja, caseina.



ABSTRACT

The use of experimental diets for laboratory animals should cause
healthy growth and weight maintenance in adulthood without causing any
injury to the animals. However, studies have shown that the widely used
dietary model recommended by the American Institute of Nutrition (AIN-
93) has caused undesirable effects in Wistar rats. In addition, studies that
demonstrated such effects did not propose changes in diet composition to
overcame these healthy problems. In this sense, this research aimed to
verify the effect of AIN-93M diet and AIN-93M diet with protein source
modification on plasma metabolic biomarkers and liver parameters in
male Wistar rats.

Wistar rats (P60) were randomly divided into 03 groups (n = 6 per
group): C (control) = standard commercial diet; AIN1 (AIN-93M); AIN2
(AIN92 Modified) = AIN93M diet with modification of the protein
source. Concerning protein source, casein was replaced with isolated soy
protein (90% purity). All animals were weighed weekly. To evaluate feed
intake, the diet offered and leftovers from the later day were weighed
daily. The glucose tolerance test was performed firstly with the animals
fasted and later at the time intervals 30/60/120 minutes after application
of 4 g / kg of intraperitoneal glucose solution. At the end of the dietary
treatments, which lasted 12 weeks, the animals were sedated with
ketamine and xylazine and euthanized by hypovolemia when performing
cardiac puncture. Plasma was collected for analysis of blood variables.
Liver and adipose tissue were dissected and weighed. The presence of
hepatic steatosis was evaluated on liver tissue. Statistical analysis was
performed using one-way ANOVA and Tukey's post-test and Pearson's
Chi-square test. CEUA Protocol PP00973.

The mean intake of the animals was different among the three
groups, with AIN2 animals having the highest consumption (C = 22.5¢g
+17, AIN1=319g+0.7, AIN2 =412 g + 4.3, p 0.0001, F = 332.6).
There was a difference in the final body weight of the animals, and the
AIN1 animals had the highest body weight at the end of the treatment
when compared to group C (control = 360 g + 18.52; AIN1 =402 g *
42.2; AIN2 =377.5 £ 39.24, p <0.0009, F = 11.74). The weight gain (delta
weight) of both AIN93M groups was higher than the control group (C =
110.42g+14.5, AIN1=217.2 g+ 23.66, AIN2 =206 g + 28.9, p <0.0001;
F = 38.77). In the glucose tolerance test, the area under the curve in the



AIN2 group was statistically larger than in the C group (p <0.05). The
weight of adipose tissue and liver of the AIN1 group was higher than that
of the control animals (p <0.05 for both). Regarding the biochemical
variables, the triglycerides of the animals fed the commercial diet (control
animals) were significantly higher. There was a difference in hepatic
steatosis pattern among all groups (p <0.0001). Only the AIN1 group
showed higher hepatic steatosis lesions

Our findings are consistent with previous studies with animals fed
the AIN-93M diet. AIN93M made with isolated soy protein protected the
animals from hepatic steatosis and decreased values of weight (body
weight, weight gain, total adipose tissue, liver weight), suggesting a
benefit in the use of vegetable protein instead of protein animal.
Key words: AIN-93M, purified diet, isolated soy protein, casein.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de animais de laboratério nas pesquisas cientificas
traz diversas vantagens, uma vez que oferece a oportunidade de controlar
variaveis que em humanos seriam muito dificeis ou impossiveis, além do
acesso praticamente irrestrito a tecidos e estruturas corporais. A dieta é
uma dessas varidveis, uma vez que influencia diretamente o crescimento,
a capacidade de reproducdo dos animais e 0 seu estado de salde e
desenvolvimento de doengas (SANTOS et al, 2015a).

Quando o pesquisador opta por realizar um estudo experimental
utilizando modelos animais é fundamental que uma alimentacédo
adequada e sem restrigdes seja oferecida, principalmente quando se refere
a animais de grupo controle. Para isso, deve-se levar em conta as
caracteristicas do ciclo de vida do animal (crescimento, desenvolvimento,
gestacdo) para que a dieta atenda essas necessidades nutricionais e para
gue ndo haja interferéncias indesejaveis na resposta ao experimento que
se deseja realizar (COSTA et al, 2014). Nesse sentido, temos dietas que
tem a principal funcdo manter a saude do animal sem influenciar no
desfecho do estudo. Essas dietas podem ser divididas em dietas
comerciais e dietas purificadas.

O American Institute of Nutrition publicou em 1993, a partir de um
comité, a dieta purificada que considera quatro fases da vida: crescimento,
gestacdo e lactacdo (dando origem a dieta AIN-93G) e manutencdo da
salde na vida adulta (dieta AIN-93M), que sdo utilizadas como dieta
padrdo/controle em diversos estudos na nutrigdo experimental (REEVES,
et al, 1993; LIEN, et al, 2000; SILVA, et al, 2008; MOURA, et al, 2012;
FERREIRA, et al, 2015; SANTOS, et al, 2015; SANTOS, et al, 2015).
Essa dieta foi elaborada basicamente com a finalidade de padronizar as
pesquisas médicas em relacdo a alimentacdo ofertada a animais de grupo
controle e minimizar os vieses dos experimentos que utilizam animais de
laboratério em todo 0o mundo.

Contudo, alguns autores passaram a evidenciar alteracdes
metabdlicas em roedores que eram alimentados com ambas dietas AIN-
93 (AIN-93G e AIN-93M), como alteracdes no perfil lipidico (LIEN et
al., 2001) e esteatose hepatica (SILVA et al., 2008). Santos et al. (2015a)
fizeram a comparacdo da dieta AIN-93 com uma dieta comercial,
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evidenciando o acimulo de acidos graxos no figado dos animais tratados
com AIN-93M ap6s quatro meses de tratamento. Apesar destes achados
recentes, pouco ainda se sabe dos efeitos destas dietas sobre a salde de
roedores em experimentacao animal.

N&o obstante a isso, ndo foram encontrados estudos recentes que
propuseram algum tipo de mudanca de composicéao da dieta AIN-93M de
forma a prevenir estes efeitos deletérios evidenciados nos ratos. Uma das
alternativas seria tornar a composicao da dieta AIN-93M mais préxima a
composicdo encontrada nas dietas comerciais, levando em conta que essas
dietas utilizam preferencialmente ingredientes de fonte vegetal e ndo se
encontram achados negativos sobre o metabolismo dos animais
alimentados com esta dieta.

Neste sentido, por ser uma dieta amplamente utilizada na literatura
cientifica como sendo o padrdo para uma dieta adequada ou como uma
dieta controle, a qual é utilizada de maneira cronica ao longo da vida dos
roedores de laboratdrio, faz-se necessario mais estudos que auxiliem na
investigacdo dos efeitos metabdlicos da AIN-93M, bem como sua
adequacao para a manutencdo da salde destes animais.

1.1 PROBLEMA E JUSTIFICATIVA

Existem alguns estudos que sugerem que as dietas propostas pelo
American Institute of Nutrition (AIN), utilizadas na atualidade para
alimentar animais de laboratério, causam acimulo de gordura no figado
(esteatose hepaética) e alteragdes no perfil lipidico e sanguineo (SANTOS
et al., 2015a; BUENO et al., 2010; SILVA et al., 2008). Este efeito
indesejado pode ser um causador de confusdo nos estudos que almejam
investigar efeitos metabdlicos mediados pela alimentagcdo em roedores,
podendo este estar relacionado a composicao das dietas administradas aos
animais. Os animais de laborat6rio no &mbito da Nutrigdo Experimental
sdo usados em diversas pesquisas para beneficio da sociedade em
pesquisas relacionadas a ingredientes alimentares, produtos ou
substancias que possam ser nocivas a salde. Para tanto, é essencial que a
dieta dos roedores ndo seja um fator interveniente as conclusdes dos
estudos propostos.

Além disso, os estudos que evidenciaram efeitos negativos da dieta
no organismo dos ratos nos experimentos ndo propuseram alteragdes na
dieta para comprovar as possiveis causas para as alteracdes negativas
apresentadas. Neste sentido, esta dissertacdo tem a seguinte pergunta de
partida:
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Qual é o efeito das dietas AIN-93M e AIN-93M com
modificacGes na fonte proteica sobre parametros hepaticos e
sanguineos em ratos Wistar adultos?

1.2 OBJETIVOS

121  Objetivo geral

Avaliar o efeito das dietas AIN-93M e AIN-93M com
modificacdes na fonte proteica sobre parametros hepaticos e sanguineos
em ratos Wistar adultos.

1.2.2  Objetivos especificos

e Implementar o protocolo de dieta AIN-93M e AIN-93M
modificada com proteina isolada de soja;

e Avaliar o desenvolvimento ponderal dos animais tratados com 0s
modelos dietéticos citados semanalmente, bem como o consumo
alimentar diario;

e Avaliar os parametros hepaticos (histologia do figado,
quantidade de &cidos graxos, peso do figado) dos animais adultos
submetidos aos diferentes protocolos de dieta;

e Avaliar os parametros sanguineos (Hemograma, albumina,
proteina  total, creatinina, perfil lipidico, aspartato
aminotransferase e alanina aminotranferase) dos animais adultos
submetidos aos diferentes protocolos de dieta;

e Verificar se existe potencial diferenca entre as diferentes fontes
proteicas sobre os parametros avaliados quando comparados aos
animais que recebem a dieta comercial padrdo disponibilizada
pelo biotério da UFSC.

2 REFERENCIAL TEORICO
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2.1 O USO DE ANIMAIS DE LABORATORIO E A NUTRIGAO
EXPERIMENTAL

O uso de animais de laboratério na pesquisa cientifica visa 0s
avangos nos conhecimentos a respeito de tratamentos ou até mesmo cura
para doencas em seres humanos (GNADT, 2006). Mais de 70% dos
principais avangos biomédicos estdo relacionados a experimentacdo em
modelos animais (COSTA et al., 2014). Dentro das pesquisas biolégias,
a &rea da nutricdo tem relevantes pesquisas experimentais.

Na histéria da nutricdo, os experimentos em animais foram
fundamentais. Muitos alimentos e nutrientes eram testados em animais a
fim de conhecer seu potencial beneficio sobre desordens que os seres
humanos estavam apresentando (WAITZBERG, 2006).

Dentre os animais utilizados em laboratério, os roedores figuram
como 0s mais utilizados em pesquisas cientificas (COSTA et al., 2014).
Seus ciclos vitais curtos e facilidade de reproducéo podem ter contribuido
para a utilizacdo generalizada desses animais (GNADT, 2006). Néo ¢
preciso 0 momento em que o0s roedores comegaram a ser utilizados em
pesquisas experimentais. Aristoteles ja utilizava camundongos albinos
em suas pesquisas cientificas, mas a utilizacdo de ratos tem suas bases
anotadas ha mais de 300 anos atras. (COSTA et al., 2014).

Os roedores permitem ainda uma facil manutencéo e observacao,
onde pode-se trabalhar com padronizagéo de variaveis ambientais, o0 que
é muito dificil de se fazer com seres humanos (COSTA et al., 2014).
Também possuem caracteristicas fisioldgicas e genéticas semelhantes ao
dos humanos, tal como o sistema digestivo em termos de fisiologia e
disposi¢do dos orgdos — sendo que os roedores apenas ndo possuem
visicula biliar (TRAMONTE; SANTOS, 2012; CARVALHO et al,,
2009).

Além das vantagens citadas, ha um fator primordial na utilizacdo
dos roedores em experimentos, que é a mutacdo genética. As alteragdes
genéticas realizadas nestes animais possibilitam que os cientistas gerem
modelos de animais especificos, com doencas semelhantes aos dos seres
humanos, o que possibilita estuda-las com a finalidade de encontrar
tratamentos e avangos para doencas especificas (HEDRICH, 2006).

A nutricdo experimental é uma area muito complexa, uma vez que
envolve variaveis como: espécie genética, categoria zootécnica,
ambiente, etologia, sistema de alimentacdo, composicbes de ragdes e
exigéncias nutricionais (MOURA, 2014). Todas essas varidveis devem
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ser levadas em conta ao decidir trabalhar com nutricdo em modelos
animais.

22 RATOS DE LABORATORIO E SUAS NECESSIDADES
NUTRICIONAIS

Os ratos (Rattus norvegicus) sdo 0s animais mais utilizados como
modelo experimental em nutricdo pelas vantagens ja citadas como
roedores (TRAMONTE; SANTOS, 2012). Sdo animais que consomem
alimentos de origem animal e vegetal (onivoros) e possuem denti¢do
heterodonte, sem presenca dos caninos. Os dentes incisivos possuem
crescimento continuo, por este motivo € necessario que recebam
alimentacdo com dureza suficiente a desgastar seus dentes para que ndo
comprometam sua salde bucal, e consequentemente, sua ingestao
(MOURA, 2014).

A alimentacdo dos animais desempenha papel chave na nutricdo
experimental por oferecer as condi¢des necessarias para que o animal se
desenvolva e mantenha sua saude, respondendo ao maximo aos estimulos
pretendidos (ANDRADE, 2002).

Os nutrientes dos quais 0s animais necessitam sdo classificados por
macronutrientes (proteinas - que incluem amino4cidos essenciais e ndo
essenciais, carboidratos e lipideos) e micronutrientes (vitaminas e
minerais, além de aditivos) (MOURA, 2014).

Em 1972, o Conselho Nacional de Pesquisa (National Research
Council — NRC) publicou um arquivo referente as exigéncias de
nutrientes para roedores, que foram atualizadas até sua Gltima versdo em
1995, a fim de orientar os pesquisadores da area em relacdo a oferta de
energia, proteina, carboidrato, lipideos, fibras e micronutrientes.

2.2.1 Energia

A energia é calculada em quilocaloria por quilo de peso do animal
(Kcal/kg) e varia de acordo com o alimento oferecido (MOURA, 2014).
A energia resultante da queima total dos alimentos é denominada energia
bruta. Porém, ha de se considerar a energia que é perdida pelas fezes,
urina e gases, onde como resultado disso, obtemos a energia liquida
(FARIA, 2010).
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Nos ratos, aproximadamente 60 a 70% da energia metabolizavel
fornecida pela dieta é destinada a exigéncias metabdlicas (respiracéo,
sinapses, equilibrio da temperatura corporal) e 5 a 10% para eventos
associados a digestdo. Para animais alocados em caixas, a necessidade
energética para atividade e exercicios é de apenas 13 a 35% (LLOYD et
al., 1978). Segundo o NRC, a necessidade energética para ratos em
crescimento é de 114 kcal multiplicado pelo seu peso elevado a 0,75
(NRC, 1995).

2.2.2 Proteina

A necessidade proteica dos roedores varia com seu estado
fisiolégico (idade, gestacéo, lactacdo), sendo que a deficiéncia de proteina
resulta em diminuicdo da ingestdo alimentar e menor ganho de peso,
hipoproteinemia, anemia, edema, esgotamento de proteina corporal,
perda de massa muscular e pelagem aspera (LEWIS, et al., 2006).

Em geral, o consumo dos animais é feito a satisfazer as
necessidades energéticas. Assim, se o0 alimento conter uma densidade
energética maior, eles comerdo uma menor quantidade, e assim
consequentemente, uma menor quantidade proteica (NRC, 1995).

A proporcdo e quantidade de amino4cidos absorvidos deve ser
semelhante com a proporcao e quantidade de aminoacidos oferecido ao
organismo. Os aminoacidos em excesso sdo metabolizados e utilizados
como fonte de energia. Porém, a deficiéncia de aminoécido limita a
sintese das proteinas, exigindo que os demais aminoacidos cubram sua
funcdo, prejudicando a sintese proteica no organismo (ANDRIGUETTO,
2002).

Além da importancia na quantidade proteica a ser oferecida aos
animais, é importante que se avalie a qualidade proteica da dieta (LEWIS
et al., 2006). Segundo o National Research Council (NRC) de 1995, os
aminodacidos essenciais para ratos adultos sdo histidina, isoleucina,
leucina, lisina, metionina, fenilalamina, triptofano, treonina, valina. Além
disto, 0 NRC determina que a necessidade de proteina para crescimento e
reproducdo seja de 15% e para manutencao de 5% (NRC, 1995).

A digestibilidade verdadeira é um método que avalia a qualidade
da proteina e consiste numa formula matematica que avalia a medida do
nitrogénio ingerido na dieta e com o nitrogénio eliminado nas fezes.
Segundo estudo, a digestibilidade verdadeira da caseina é de 99%
enquanto que a da proteina de soja é de 96%, demonstrando que apesar
de pouca diferenga, a digestibilidade de proteina de fonte animal é maior



25

que a de fonte vegetal (SARWAR, 1997). O motivo para essa diferenca
pode ser a auséncia de fatores antinutricionais em proteinas de origem
animal (PIRES, 2006).

Para avaliar o coeficiente da eficiéncia proteica de uma dieta, faz-
se a relacdo de ganho de peso relacionado a quantidade de proteina
consumida. Esse coeficiente determina a capacidade de uma proteina
promover o crescimento de ratos. (WAITZBERG, 2006).

2.2.3 Carboidratos

Os carboidratos sdo moléculas organicas que fornecem 4 kcal/g,
sendo principalmente responsaveis pelo fornecimento de energia. Sdo
varios os hidratos de carbono que podem ser utilizados metabolicamente
pelo rato como, por exemplo, a sacarose, glucose, frutose, amido, dextrina
e maltose. Todas essas fontes suportam taxas de crescimento parecidas,
porém, em dietas adequadas, a frutose e sacarose podem desencadear
alteragdes como aumento do peso do figado e esteatose hepatica (NRC,
1995). A sacarose em niveis aumentados na dieta estd relacionada ao
aparecimento de nefrocalcinoses nos ratos (REEVES, 1993). O amido
apresenta-se como fonte de carboidrato mais facilmente metabolizados do
gue a sacarose quando a dieta possui menores taxas de proteina (NRC,
1995).

2.2.4  Lipideos

Os lipideos contém 9 kcal/g, o que significa que € o nutriente mais
calérico da natureza (2,25 vezes mais que um grama de proteina ou
carboidrato) (MOURA, 2014). Além da importante fungdo energética, o
lipideo tem as fungbes de promover o crescimento do animal, auxiliar na
absorcao de vitaminas lipossolUveis para organismo do animal, sintese de
hormdnios, sinalizacdo intra e extracelular e fornecem &cidos graxos
essenciais (NRC, 1995; LEWIS et al., 2006; WAITZBERG, 2006).

Comumente, as dietas apresentam-se com valores entre 5 e 15% de
lipideos para animais adultos, sendo que essa quantidade é suficiente para
absorcdo de caroteno e vitamina A pelo organismo (ROGERS, 1979;
LEWIS et al., 2006). Segundo a NRC, a quantidade recomendada para
esse nutriente nas dietas para ratos é de 5%.
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Os ratos necessitam trés tipos de acidos graxos esséncias, sendo
eles o linoleico 6mega-6, a-linolénico dmega-3. O &cido linoleico é o mais
facilmente encontrado e os ratos podem metaboliza-lo e converté-lo em
acido araquidénico (LEWIS et al., 2006). Portanto, é necessario o
consumo de no minimo 12 g/kg de dieta de &cido linoleico e 2 g/kg de
dieta de &cido a-linolénico para atender as necessidades nutricionais do
rato.

O requerimento lipidico pode ser suprido com o uso de 6leo de soja
na formulacdo da dieta. Esse 6leo possui cerca de 14% de &cidos graxos
saturados, 23% monoinsaturados, 51% de &cido linoleico e 7% de &cido
a-linolénico.

2.2.5 Fibras

Apesar da fibra ndo ser mencionada na literatura com tanta
importancia como outros nutrientes (carboidratos, lipideos, proteinas) e
ndo haver uma padronizacdo a respeito de sua recomendacgdo, a sua
composi¢do pode influenciar na salde gastrointestinal do rato de
laboratério (LEWIS et al., 2006).

As caracteristicas quanto a solubilidade em 4gua sdo as
consideradas mais importantes quando se trata do ponto de vista
bioldgico. Nesse sentido, as fibras sdo divididas em sollveis e insolUveis.
As fibras insollveis sdo aquelas que formam com a agua misturas de
baixa densidade, como € o caso da celulose e lignina. Ja as fibras sollveis
sdo aquelas que apresentam viscosidade alta quando misturadas a agua,
como as pectinas e gomas (EUFRASIO, 2003).

2.2.6  Vitaminas e Minerais

As vitaminas, com excecdo do acido ascérbico (Vitamina C), ndo
sdo sintetizadas pelo organismo dos ratos, portanto devem fazer parte da
dieta. Se configuram por um grupo de compostos organicos que apesar de
serem necessarias em quantidades baixas, desempenham papel primordial
no organismo (LEWIS, et al., 2006; COSTA, et al., 2014).

Como outros nutrientes, vitaminas sd0 necessarios para 0
crescimento, regulagdo do metabolismo (expressdo do gene e cofatores
de enzimas), auxilio na conversdo de hidratos de carbono e gordura para
energia e na formacdo de 0ssos e tecidos. Sao classificadas de acordo com
sua solubilidade em éleo ou &gua (hidrossolliveis ou lipossollveis)
(LEWIS, et al., 2006).
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Os minerais sdo encontrados nas células, tecidos e 6rgdos. Suas
principais func¢6es incluem manutencdo do pH para uma atividade celular
normal, contracdo de musculos, producdo de energia, conferindo dureza
dos ossos e dentes, determinando propriedade osmoética de fluidos
corporais. Uma dieta para ratos que contenha quantidade satisfatdria de
minerais pode ser medida a partir da sua quantidade de cinzas, que vai de
3,5a8,5% (LEWIS, et al., 2006).

2.3 DIETAS UTILIZADAS EM LABORATORIOS DE ANALISE
EXPERIMENTAL

Levando em conta as necessidades nutricionais dos animais, as
dietas utilizadas em laboratorio tém a principal finalidade manter a salide
do animal. Porém encontra-se pouca atualizacdo em relacdo as
necessidades nutricionais dos roedores e esse pode ser um motivo de
guestionamento em relacdo a composicdo das dietas comerciais
(MOURA, 2014)

2.3.1 Dieta comercial padréo peletizada

Formula-se a dieta comercial com alimentos processados, como
gréos de trigo, milho, soja e farinha de peixe (COSTA et al., 2014). Essas
dietas sdo amplamente utilizadas por serem mais econdmicas, terem
grande durabilidade e serem bem aceitas pelos animais. Porém, como a
dieta é fabricada com ingredientes naturais, mesmo a dieta sendo da
mesma marca, nem sempre ela possui a mesma composicao de nutrientes,
levando em consideracdo que podem haver variagdes em relacdo a
espécie, numero e qualidade dos ingredientes utilizados (LEWIS et al.,
2006).

Atualmente em nosso pais, as empresas que formulam as ragdes
comerciais para roedores ndo levam em conta as diferencas nutricionais
gue ha nas diversas etapas da vida dos animais de laboratério, como
recomendado pelo NRC, portanto, essas ragdes devem ser submetidas a
controles quimicos e bioldgicos periédicos (NEVES; FILHO;
MENEZES, 2013).

Outro fator que restringe a utilizagdo deste tipo de dieta em
pesquisas de nutricdo experimental é o fato de que nédo é possivel fazer a
alteracdo de apenas um nutriente na dieta (LEWIS et al., 2006).
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2.3.2 Dieta purificada

As dietas purificadas sdo formuladas com uma combinacéo de
ingredientes purificados, extraidos de alimentos, como, por exemplo, a
caseina ou a albumina (fontes proteicas); a sacarose e 0 amido
(carboidratos) e o 6leo vegetal (lipideo). Pelos tipos de ingredientes
utilizados, essa dieta tem sua composi¢do conhecida e bem estabelecida
(COSTA et al., 2014).

As variacOes entre fabricacdes deste tipo de dieta sdo minimas, ja
gue a padronizacdo da dieta é possivel pelo fato de serem utilizados
apenas ingredientes refinados. A curto prazo, as dietas purificadas séo
muito bem aceitas, porém, sdo poucos estudos que avaliam a repercussao
da dieta purificada a longo prazo (LEWIS et al., 2006). Além disso, as
dietas purificadas sdo passiveis de alteragcdes em fontes alimentares para
situacBes em que ha necessidade de estudo de algum ingrediente
alimentar especifico.

Segundo Faria (2010), é importante que os pesquisadores fiquem
atentos ao utilizar dietas purificadas tendo em vista que seus ingredientes
altamente refinados tém maior digestibilidade e melhor absor¢édo, o que
pode acarretar em problemas fisiolégicos como aumento de colesterol
sanguineo.

Em 1973, o American Institute of Nutrition (AIN) organizou um
comité a fim de identificar uma dieta purificada padréo que fosse adotada
em estudos nutricionais experimentais com roedores em laboratério. A
padronizacgdo era necessaria a fim de reduzir as variacdes nos estudos. Os
resultados das pesquisas desse comité deram origem & publicacéo da dieta
AIN-76 (tabela 1).

A dieta AIN-76 era uma dieta purificada indicada para estudos de
curta duragdo para ratos e camundongos em crescimento, gestacdo e
lactacdo. Essa dieta foi elaborada a partir das recomendagdes nutricionais
do NRC.
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Tabela 1 - Dieta purificada AIN-76! (para ratos e camundongos).

INGREDIENTES %
Caseina? 20
DL- Metionina 0,3
Amido de milho 15
Sacarose 50
Fibra3 5
Oleo de milho* 5
Mix de mineral 3,5
Mix de vitamina 1,0
Bitartarato de colina 0,2

1 Esta dieta é destinada para o crescimento e manutengdo durante o primeiro ano
de vida. Os pesquisadores devem estar cientes de que dietas ricas em sacarose
podem ser carcinogénicas, e que algumas estirpes de ratos alimentados com dietas
podem desenvolver lesGes nos rins depois de periodos prolongados. A dieta foi
considerada satisfatoria para reprodugdo e lactagdo em ratos e camundongos. Se
for utilizada para estudos de deficiéncia, modificagcGes sdo necessérias. Se for
utilizada em ambiente ultra limpo, varios elementos devem ser adicionados
(Federacéo Proc. 33, 1748-1773, 1974). A dieta pode ser peletizada se desejado,
por adigdo de &gua (sem ligante). 2Fonte de proteina, a caseina deve ser pelo
menos 85% pura. *Celulose micro fina de fibra. *Alguns dleos de milho
comerciais contém antioxidantes (maximo 0,02%) Estes aditivos devem ser
indcuos para a maioria dos estudos nutricionais, mas os pesquisadores devem
estar cientes de sua presenca. E recomendado que um 6leo com antioxidante
adicional seja utilizado para evitar o rango. A dieta deve ser armazenada a 4 °C,
e recomenda-se que a dieta ndo seja mantida por mais de 4 meses. A composi¢do
total de alguns minerais da dieta, devido a presenga da caseina, sera um pouco
maior e pode variar de acordo com a caseina utilizada.

Fonte: AIN, 1977.

Em 1980, um segundo relatorio foi publicado mencionando
problemas de oxidagdo na dieta por armazenamento inadequado. Foi
sugerido que uma adicdo de um antioxidante fosse realizada, porém sem
muitos detalhes sobre tipo e quantidade. Além disto, foi questionada a
utilizacdo da sacarose como hidrato de carbono predominante da dieta e
seus riscos metabolicos a longo prazo (AIN, 1977).

A partir dai, iniciaram-se diversas criticas referente & composicdo
da dieta AIN-76, levando a necessidade de se reavaliar a composicao.
Problemas incluindo hiperlipidémica, lesdes hepaticas e problemas
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técnicos com a composicao foram citados em trabalhos que utilizaram a
AIN-76 para alimentagdo dos roedores (FARIA, 2010).

Para o estabelecimento dessa nova recomendacéo, foi organizado,
em 1989, um workshop em Los Angeles, Orleans, durante a reunido da
Federation of the American Societies for Experimental Biology (FASEP),
onde foi elaborado um resumo publicado no Journal of Nutrition
(REEVES et al., 1993). Como resultado do workshop e das sugestdes
enviadas, foi sugerida uma dieta considerando as quatro diferentes fases
de vida do rato. Para o crescimento, a gestacao e a lactacéo se recomendou
a dieta AIN-93G, e para a manutencao da satde do animal adulto, a dieta
AIN-93M (REEVES et al., 1993).

As alteracfes mais significativas nas dietas AIN-93 em relag8o a
AIN-76A foram: 1) para aumento do &cido linoleico, substituiu-se 0s 5 g
de 6leo de milho por 7 g de 6leo de soja para cada 100 g de alimento; 2)
a quantidade de sacarose foi diminuida e amido de milho tornou-se o
hidrato de carbono predominante; 3) a quantidade de fosforo foi reduzida
para eliminar os problemas de calcificacBGes renais em ratos; 4) a DL-
metionina foi substituida por L-cisteina como complemento da caseina; e
5) as quantidades de vitaminas E, K e B12 foram aumentadas, e 0s
minerais litio, vanadio, niquel e molibdénio foram somadas as misturas
dos minerais. Na dieta de manutencdo AIN-93M, para cada kg de
alimento, foram reduzidas as quantidades de lipidios para 40 g e de
caseina para 140 g. Essas dietas apresentam um balanco mais correto de
nutrientes essenciais quando comparados a AIN-76 (FARIA, 2010;
REEVES et al, 1993).

Ainda, segundo a publicagio de Reeves et al (1993), altera¢cdes em
relacdo a fonte proteica ou fonte lipidica para estudos especificos podem
ser realizados. Para esses tipos de alteragdes, no entanto, sdo necessérias
alteragdes a fim de adequar a composicao as necessidades dos animais.
Por exemplo, com a substituicdo da caseina por proteina isolada de soja,
é recomendado que a L-metionina seja adicionada & formulacéo para o
equilibrio dos aminoacidos sulfurados da dieta.

2.4 EFEITOS DA DIETA AIN-93M EM RATOS WISTAR

Apesar das modificacdes realizadas na composi¢do da dieta AIN-
93G e AIN-93M, evidéncias cientificas apontam efeitos negativos em
ratos que sao alimentados com esse tipo de dieta.

Lien et al. (2001) fizeram uma comparacéo entre as dietas AIN-76,
AIN-93G e uma dieta comercial, por um periodo de 13 semanas com
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ratos. Eles encontraram nesse estudo alteracGes no perfil lipidico e
acumulo de &cidos graxos em ambas as dietas do American Institute of
Nutrition.

As alteragdes a nivel hepético quanto a deposicdo de gordura
também foram observadas no estudo de Silva et al. (2008), que avaliaram
efeito hepatoprotetor de dieptanoina e trieptanoina em ratos alimentados
com ambas as dietas AIN-93. Esse estudo corrobora ainda os achados de
Santos et al. (2015a) que compararam a dieta AIN-93M com uma dieta
comercial em ratos. Santos et al. (2015b) avaliaram dietas deficientes em
colina e cistina para inducdo de esteatose hepatica, que evidenciou
acumulo de acidos graxos no figado também na dieta controle AIN-93M
(sem restricdo de proteinas).

Ainda segundo estudo de Ferreira et al. (2006), que avaliaram o
efeito da dieta restrita em calorias e dieta ad libitum AIN-93M, foi
encontrado elevagdo do peso e da glicemia nesses ratos.

De acordo com estudo de Moura et al. (2012), a dieta AIN-93M
provocou aumento de peso, tolerancia a glicose reduzida e conduziu ao
acumulo de gordura no figado, quando comparado com a dieta comercial.

Levando em conta a importancia de ter uma dieta que preserve o
objetivo inicial da pesquisa sem causar interferéncias externas e 0s
achados cientificos recentes que tém demonstrado alteracdes em
parametros hepéticos e sanguineos em ratos, a proposta deste trabalho €
avaliar a dieta AIN-93M, AIN-93M com modificacdo na fonte proteica e
dieta comercial e seus efeitos sobre os parametros ja citados em ratos
Wistar machos.

2.5 USO DE DIETAS COM PROTEINA DE ISOLADA DE SOJA
EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

Segundo Avila (2007), a soja é um alimento com composi¢o
guimica quase completa, sendo fornecedor de proteina, acidos graxos
saturados e insaturados, vitaminas e compostos polifendlicos, como por
exemplo as isoflavonas. Dados experimentais e clinicos tém mostrado que
as isoflavonas representam uma alternativa promissora na prevengdo e/ou
tratamento de muitas doengas hormdnio dependentes, incluindo cancer,
sintomas da menopausa, doencas cardiovasculares e osteoporose
(SETCHELL, 1999). Essas vantagens da proteina de soja para o
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organismo traz a necessidade de investigagbes, primeiramente, em
animais.

Segundo Reeves, et al. (1993), a dieta purificada pode ser
modificada quanto a fonte de lipideos, proteinas ou carboidratos, desde
que os cuidados quanto a necessidades de nutrientes para os roedores
sejam tomados. Neste caso, mesmo que a dieta original indique o uso de
proteina de fonte animal (caseina), é possivel modificar a proteina para
fonte vegetal (proteina de soja isolada), porém, deve-se levar em
consideracdo as deficiéncias quanto aminoacidos desta Gltima fonte e
suplementé-los (REEVES, et al., 1993).

O estudo de Moura et al. (2014), por exemplo, verificou mudancas
positivas na glicemia e biomarcadores de estresse oxidativo da dieta com
proteina de soja isolada, em contraste com a dieta com caseina, em ratos
diabéticos. Outro trabalho, de Hagen et al. (2010), analisou e comparou o
teor de isoflavonas em produtos de soja para verificar a eficacia das
isoflavonas como antioxidantes para ratos com enfarte do miocéardio,
também encontrando resultados favoraveis quando comparados a caseina.

Portanto, ha vantagens na utilizacdo da proteina isolada de soja no
organismo e ha pesquisas experimentais que vem sendo realizadas com
animais utilizando esse tipo de fonte de proteina, o que justifica a
utilizacdo da proteina isolada de soja na dieta AIN-93M modificada deste
projeto.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

O estudo sera analitico experimental, intervencional com animais
e controlado. Os estudos experimentais sdo caracterizados pela
comparacdo do efeito da intervencao entre o grupo controle e 0s grupos
experimentais, possibilitando o estudo de relagBes causais entre os
tratamentos ou intervencfes aplicadas e suas respectivas respostas
observadas (BONITA; BEAGLEHOLE; KJELLSTROM, 2010). A
coleta de dados teve duracdo total de trés meses e foi realizada no
laboratério de Nutricdo Experimental do Departamento de Nutri¢do da
Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC.
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3.2 FORMULACAO DAS RACOES

Com a finalidade de evitar contaminacdes fungicas ou perda das
caracteristicas organolépticas, as dietas foram formuladas a cada sete
dias. As formulagGes AIN-93M e AIN-93M com modificagdes foram
preparadas no Laboratério de Nutricdo Experimental da UFSC,
embaladas em papel aluminio e acondicionadas em sacos plasticos,
armazenadas sob refrigeracdo entre 4 a 6 °C, até que oferecidas aos
animais. Todas as dietas foram oferecidas no mesmo horério, de forma ad
libitum, ao inicio do ciclo escuro a fim de respeitar os habitos noturnos da
espécie.

3.2.1 Composigdo comercial

A dieta comercial foi adquirida da empresa Biobase® e fornecida
pelo biotério central da UFSC. A racdo comercial BIOTEC® é composta
por: Milho moido, farelo de soja, farelo de trigo, DL-metionina, 6leo de
soja degomado, fosfato bicalcico, calcério calcitico, cloreto de sodio (sal
comum), vitamina A, vitamina D, vitamina E, vitamina K, vitamina B1,
vitamina B2, vitamina B6, vitamina B12, biotina, cloreto de colina, acido
folico, acido nicotinico, acido pantoténico, iodato de célcio, selenito de
sodio, éxido de zinco, sulfato de cobalto, sulfato de cobre, sulfato de
manganés, sulfato ferroso, aditivo adsorvente, aditivo antifingico, aditivo
antioxidante, veiculo g.s.p. (conforme fabricante).
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Tabela 2 - Composigéo da dieta comercial.

INGREDIENTES g/kg
Proteina Bruta (Min.) 220,0 g/kg
Célcio (Min.) 10,0 g/kg
Célcio (Max.) 14,0 g/kg
Fasforo (Min.) 8,0 g/kg
Lipideos (Extrato Etéreo) (Min.) 40,0 g/kg
Fibras (Matéria Fibrosa) (Max.) 80,0 g/kg
Matéria Mineral (Max.) 100,0 g/kg
Umidade (Max.) 120,0 g/kg

Fonte: Site Biobase®

3.2.2 Formulagdo AIN-93M e AIN-93M com modificacBes

Para formulag&o da racdo AIN-93M foi levado em consideracéo as
recomendacBes para composicdo da dieta purificada conforme Reeves et
al. (1993). A fim de observar a influéncia de determinados componentes
da dieta sobre parametros de salde dos animais e torna-la semelhante a
dieta comercial, a composicdo da dieta AIN-93M sofreu algumas
modificacdes (conforme tabela 3). A fonte proteica foi substituida por
proteina isolada de soja (marca Solae SUPRO, pureza de no minimo
90%). Foi realizada a adequagdo da quantidade proteica devido a
digestibilidade diferenciada na proteina vegetal a partir do NPU. Outros
estudos que utilizaram dieta modificada com proteina isolada de soja
também utilizaram esses valores (ASSIS et al., 2015; HAGEN et al.,
2009; LONDERO et al.,2013).

Foi adicionada a L-metionina, com a finalidade de completar a
composi¢cdo de aminoacidos da proteina isolada de soja. O amido
dextrinizado foi retirado e a propor¢éo do ingrediente foi acrescentada na
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proporcdo de amido de milho, cujo célculo correspondeu a diferenca
percentual para completar 100%, ou 100 g da racdo. A proporcao de
metionina e cistina foi de 1:1 e foram baseadas no estudo de Byington e
Howe de 1972, uma vez que o fabricante da racdo comercial padrdo ndo
forneceu informagdes sobre a quantidade de metionina disponivel.

Tabela 3 - Composicbes das dietas AIN-93M e AIN-93M

modificada.
INGREDIENTES AIN-93M AIN-93M
(g/kg) MODIFICADA
(9/kg)

Amido de milho 465,692 508,892

Amido Dextrinizado P 155 -

Proteina de soja isolada ? - 250

Caseina ® 140 -

Sacarose 100 100

Oleo de soja (sem aditivos) 40 40

Fibra (celulose micro fina) 50 50

b

Mistura de minerais ° 35 35

Mistura de vitaminas P 10 10

Cistina ® 1,8 1,8

Metionina © - 1,8

Bitartarato de colina P 2,5 2,5

Tetrabutil Hidroquinona ° 0,008 0,008

2 Proteina de soja isolada (ISP SUPRO 783, Tovani Benzaken, Brasil) ® Amido
Dextrinizado, Caseina, Celulose microfina, Mix de vitaminas e minerais AIN-
93M, L-cistina, L-metionina, bitartarato de colina e tetrabutil-hidroguinona

(Rhoster, Brasil).
Fonte: Reeves et al., 1993.
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Tabela 4 - Composi¢do da mistura de minerais constituintes da
dieta AIN-93.

Elementos minerais essenciais (g/kg da mistura)

Carbonato de calcio anidro (40,04% Ca) 357
Fosfato de potassio monobasico (22,76% P; 250
28,73% K)

Citrato de potassio, tripotassio, monoidratado 28
(36,16% K)

Cloreto de sédio (39,34% Na; 60,66% CI) 74
Sulfato de potassio (44,87% K; 18,39% S) 46,60
Oxido de magnésio (60,32% Mg) 24
Citrato de ferro (16,5% Fe) 6,06
Carbonato de zinco (52,14% Zn) 1,65
Carbonato de manganés (47,79% Mn) 0,63
Carbonato de cobre (57,47% Cu) 0,30
lodato de potassio (59,3% I) 0,01
Selenato de sédio anidro (41,79% Se) 0,01025
Paramolibdato de aménio tetraidratado (54,34% 0,00795
Mo)

Elementos minerais potencialmente

benéficos

Metassilicato de sédio nonaidratado (9,88% Si) 1,45
Sulfato de cromo e potassio dodecaidratado 0,275
(10,42% Cr)

Cloreto de litio (16,38% L.i) 0,0174
Acido bérico (17,5% B) 0,0815
Fluoreto de sddio (45,24% F) 0,0635
Carbonato de niguel (45% Ni) 0,0318
Vanadato de aménio (43,55% V) 0,0066
Sacarose 209,806

Fonte: Reeves et al, 1993.
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Tabela 5 - Composi¢do da mistura vitaminica presente nas dietas

AIN-93.

Composicao da mistura vitaminica (g/kg da mistura)

Acido nicotinico 3
Pantotenato de clcio 1,6
Piridoxina-HCI 0,7
Tiamina-HCI 0,6
Riboflavina 0,6
Acido félico 0,2
D-biotina 0,02
Vitamina B12 (cianocobalamina: 0,1% em 2,5
manitol)

Vitamina E (all-rac-a-acetato de tocoferila: 15
500UL/g)

Vitamina A (all-transpalmitato de retinil: 0,8
500.000 UL/g)

Vitamina D (colecalciferol: 400.000UL/qg) 0,25
Vitamina K (fitoquinona) 0,075
Sacarose 974,655

Fonte: Reeves et al, 1993.
3.3 ENSAIOBIOLOGICO

3.3.1 Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) machos da linhagem
Wistar, com idade inicial de 60 dias, idade na qual sdo considerados
adultos jovens (SUCKOW; WEISBROTH; FRANKLIN; 2005). Os
animais foram fornecidos pelo Biotério Central da UFSC e foram
mantidos e tratados no Laboratério de Nutricdo Experimental do
Departamento de Nutrigdo da UFSC. Foram utilizados 6 animais por
grupo, sendo que, habitualmente, em estudos similares de comparacéo
entre diferentes protocolos de dieta, utiliza-se um nlimero de 6 a 12 ratos
para cada tipo de protocolo dietético (SANTOS et al., 2015a; BUENO et

al., 2010; SILVA et al., 2008).
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Os animais foram mantidos em condi¢bes padrdo de luz e
temperatura, com ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura ambiente
de 21 + 1 °C e acondicionados em 3 (trés) animais por caixa, conforme o
estudo de Santos et al., 2015a. Previamente a distribui¢do dos animais nas
caixas, foi realizada a pesagem e distribuicdo homogénea e aleatéria dos
ratos nos diferentes grupos de tratamento de acordo com o peso corporal.

O grupo 01 corresponde ao grupo controle e recebeu ragédo
comercial para ratos e camundongos da empresa BIOBASE® de Aguas
Frias, SC. O grupo 02 recebeu a ra¢do formulada a partir das orientacdes
do American Institute of Nutrition - AIN-93M. O grupo 03 recebeu uma
racdo formulada a partir das orientagbes do Americam Institute of
Nutrition — AIN-93M, porém com adaptagdes referentes a fonte proteica
(proteina de soja isolada) e auséncia de amido dextrinizado, para que a
sua composicdo fique mais préxima possivel da racdo comercial padrao,
onde a fonte proteica é derivada do farelo de soja em sua maior parte, e
auséncia de carboidratos previamente processados, porém sem perder a
caracteristica de ser uma dieta purificada (REEVES et al.,1993).

3.3.2 Peso e consumo

Todos os animais foram pesados semanalmente e simultaneamente
em um dia fixo para avaliar o ganho ponderal de peso. A balanca utilizada
é de precisdo, utilizando um recipiente com tampa que teve seu peso
descontado. Para avaliar o consumo dos animais, a dieta oferecida
também foi pesada, bem como as sobras do dia posterior, para calculo da
diferenca. Para ratos de laboratério, o consumo habitual médio é de 30 g
de racdo por dia, valor qual seré utilizado de base para fornecer a dieta
aos animais. Inicialmente nessa pesquisa foi ofertado 60 g por animal para
garantir o consumo ad libitum (ANDRIGUETO, 2002; GUIMARAES;
MAZZARO, 2004).

3.3.3 Eutanasia

O método de eutanasia proporcionou aos animais 0 minimo de
desconforto possivel e 0 tempo entre a inconsciéncia e a morte foi 0 menor
possivel (COSTA et al., 2014). Ao final dos tratamentos dietéticos, que
duraram 12 semanas, os animais foram sedados com cetamina e xilazina
e eutanasiados por hipovolemia ao realizar puncéo cardiaca.
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34 PARAMETROS SANGUINEOS

3.4.1 Processamento do sangue

O sangue foi obtido por puncéo cardiaca antes do procedimento de
eutanasia com os animais anestesiados e em jejum de 12 horas, e foi
acondicionado em tubo contendo anticoagulante EDTA e centrifugado a
3500 rpm por 10 minutos para obtencdo do plasma. Posteriormente, 0
plasma foi acondicionado em tubos eppendorf e man tidos em freezer a -
80 °C até os procedimentos de analise. Abaixo estdo 0s pardmetrosn
sanguineos que foram avaliados.

3.4.1.1 Albumina

A albumina foi determinada através de kit comercial especifico
da marca Labtest® a partir do plasma obtido por centrifugacdo do sangue.
Esse teste avalia, a partir de um sistema de medicdo, levando em
consideracdo o desvio do pico de absorbancia maxima de um corante
(verde de bromo-cresol) quando ligado a albumina. Para isso, foi utilizado
um espectrofotdbmetro capaz de medir essa absorbancia entre 600 e 640
nm, sendo que os resultados dos valores da albumina foram expressos em
g/dL, conforme estudo de Carvalho et al. (2009).

3.4.1.2 Proteina Total

Foram determinadas proteinas totais a partir do método
calorimétrico utilizando kit Labtest® de proteinas totais para tal.
Utilizando o reagente de Biureto, os ions de cobre (Cu+2) em meio
alcalino reagem com as ligagBes peptidicas das proteinas sericas
formando uma cor purpura. Para tanto, foi utilizado um fotdmetro capaz
de medir a absorbancia entre 510 e 560 nm. Os resultados das proteinas
totais foram expressos em g/dL. (CARVALHO et al., 2009)

3.4.1.3 Creatinina

Foi determinada a partir do método cinético utilizando o kit
Creatinina K Labtest®. A dosagem da creatinina é realizada a partir da
reacdo de Jaffée (MYERS et al., 2006). Sua mensuracdo é realizada a
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partir de uma reacao cinética, onde a creatinina reage com o &cido picrico,
formando um complexo de cor que € lida no espectrofotbmetro em um
comprimento de onda de 500 a 540 nm, sendo que a formacéao desta cor
é proporcional a creatinina da amostra e 0s resultados sdo expressos em
mg/dl (CARVALHO et al., 2009).

3.4.1.4  Perfil lipidico

Para realizacdo do exame de Colesterol HDL foi utilizado o kit
colesterol HDL da Labtest, por meio do sistema para precipitacdo das
lipoproteinas de baixa e de muito baixa densidade (LDL e VLDL), e
determinacdo do colesterol HDL no sobrenadante apds centrifugacdo
(RODRIGUES et al, 2009). O Triacilglicerol foi determinado pelo
método enzimatico colorimétrico, conforme o kit triglicérides da Labtest.
A determinacéo do LDL-colesterol serd por meio do parametro ndo-HDL-
colesterol, obtido pela diferenca entre colesterol total e HDL-colesterol).
Os resultados foram expressos em mg/dl.

3.4.1.5 Aspartato Aminotranferase (AST) e Alanina aminotransferase
(ALT)

Foram utilizados sistemas para determinacdo de transaminases
através da metodologia de cinética UV juntamente com kits AST/GOT
Liquiforme ALT/GPT Liquiform da Labtest. O piruvato e o oxaloacetato
formados pela acdo das aminotransferes foram acoplados a uma segunda
reacdo onde o piruvato (pela acdo da lactato desidrogenase) ou
oxaloacetato (pela acdo da malato desidrogenase) sdo reduzidas
respectivamente a lactato e malato, enquanto que a coenzima NADH é
oxidada a NAD*. Com a oxidacao, a reducdo na absorbancia em 340nm
foi monitorada fotometricamente, sendo diretamente proporcional a
atividade de ALT e AST nas amostras. Os resultados se mostram em U/L.
(PINTO, 2010).

3.5 PARAMETROS HEPATICOS

3.5.1 Histologia do figado

O figado foi dissecado da cavidade abdominal do rato e pesado em
balanga centesimal 0,01 (Kern 440-53). O lobo maior (lobo esquerdo), foi
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seccionado no seu maior diametro e o fragmento obtido foi imerso em
solucéo de formol a 10% para fixac&o.

Subsequentemente, 16bulos cortados foram processados em alcool
70%, embebido em parafina e foi utilizada a coloragcdo pelo método
hematoxilina-eosina (HE) para analise. Os graus de esteatose hepética
foram avaliados de acordo com a porcentagem de hepatdcitos contendo
gordura macrovesicular (grau 1: 0% - 25%; grau 2: 26% — 50%; grau 3:
51% - 75%; grau 4: 76% - 100%) (KIRSCH et al, 2003). A analise das
placas foi realizada por um patologista treinado cegado para 0s grupos
experimentais.
As alteracdes patoldgicas foram avaliadas sob um microscdpio Olympus
BX-41. Os focos de inflamacao, definidos como grupos de cinco ou mais
leucocitos (objetivo de x 40), foram expressos como a média de diferentes
campos dentro de cada slide, sendo classificado como presente ou
ausente.

3.6 PROCESSAMENTO E ANALISE DE DADOS

Os dados foram tabulados no programa Microsoft Office Excel
2010®. A normalidade dos dados foi verificada com o teste de Shapiro-
Wilk, sendo que todos apresentaram distribuicdo normal. A estatistica
descritiva constou do célculo de média, desvio-padrdo, minimo e maximo
para todos os dados continuos e discretos e frequéncias absoluta e relativa
para os dados categdricos. Para as analises foi utilizado o software
estatisticos Prism 5.0 for Windows (GraphPad Software, Inc.).

Para analisar as diferencas entre 0s grupos nos parametros
avaliados para cada dieta, foi utilizado o teste ANOVA (ANalysis Of
VAriance) de uma via seguido da aplicacéo do pos-teste de Tukey.

Para analise do peso dos animais e do consumo alimentar ao longo
do experimento foi utilizado o teste ANOVA de medidas repetidas, no
gual a dieta é o fator e 0 tempo (em semanas) é a medida repetida. Quando
houve diferenca significativa, foi aplicado o teste ANOVA de uma via para
cada ponto do tempo.

Para os dados de contagem de esteatose hepatica do figado foi
realizado teste Qui quadrado de Pearson.

Para todos os testes estatisticos que foram realizados, foi adotado
o nivel de significancia de 95% (p <0,05).
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3.7 PROCEDIMENTOS ETICOS DE PESQUISA

Todos os procedimentos seguiram as normas apresentadas no
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH) e foram
submetidos & apreciacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) vinculada a Pro-Reitoria de Pesquisa da UFSC, sob adendo do
projeto de nimero de protocolo 00973.

4 RESULTADOS — ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados provenientes do projeto de dissertacdo serdo
submetidos na forma de artigo ao periédico Applied Physiology,
Nutrition, and Metabolism, cujo qualis na Nutricdo é B1 e o fator de
impacto (2015) € 2.09. As normas de submissdo ao periodico desejado
estdo disponiveis no seguinte link:
http://www.nrcresearchpress.com/page/apnm/authors



http://www.nrcresearchpress.com/page/apnm/authors
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RESUMO:

Estudos experimentais na area da Nutricdo sdo muito importantes
para o entendimento do papel dos nutrientes no organismo. Estudos
recentes mostram que o protocolo de dieta preconizado pela American
Institute of Nutrition (AIN-93) tem causado efeitos indesejaveis em ratos
Wistar. Neste sentido, esta pesquisa objetivou verificar o efeito da dieta
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AIN-93M, sobre pardmetros sanguineos e hepaticos, hem como se a
modificacao da fonte proteica pode melhorar a resposta metabolica. Ratos
Wistar (P60) foram aleatoriamente divididos em 03 grupos (n= 6 por
grupo): grupo controle (C); grupo AIN93M (AIN1); e grupo AIN93M
com proteina isolada de soja (AIN2). Durante o tratamento (120 dias)
foram obtidos valores de peso corporal semanal e consumo alimentar. Ao
final do tratamento, foram avaliados: o ganho de peso corporal; peso do
figado e tecido adiposo; concentracdo plasmatica de biomarcadores
(glicose, albumina, proteina total, creatinina, colesterol total,
triglicerideos, fosfatase alcalina, AST e ALT); histologia do figado para
verificar presenca de esteatose hepatica. Na analise estatistica, utilizou-se
ANOVA de uma via e pos-teste de Tukey e Qui quadrado de Pearson. Os
animais do grupo AINL1 tiveram maior peso corporal, ganho de peso e
peso dos 6rgdos, apresentando também maiores graus de esteatose
hepética quando comparados ao controle. O grupo controle teve a maior
concentracdo de TG plasmaticos. Pode-se concluir que o protocolo de
dieta AIN93M causa esteatose hepatica em ratos. A substituicdo da
caseina por proteina isolada de soja é uma alternativa para prevenir o
ganho excessivo de peso e o desenvolvimento de esteatose hepatica.

Palavras Chave: AIN-93M; dieta purificada; proteina isolada de
soja; caseina; alteragdes metabdlicas; esteatose hepatica.

1 INTRODUCAO

A utilizagdo de animais de laboratério nas pesquisas cientificas
traz diversas vantagens, uma vez que oferece a oportunidade de controlar
variaveis que em humanos seriam muito dificeis ou impossiveis de
controlar, além do acesso praticamente irrestrito a tecidos e estruturas
corporais. A dieta é uma dessas variaveis, uma vez que influencia
diretamente o crescimento, a capacidade de reproducdo dos animais e 0
seu estado de salde e desenvolvimento de doencas (SANTOS et al,
2015a).

Quando o pesquisador opta por realizar um estudo experimental
utilizando modelos animais, é fundamental que uma alimentacdo
adequada e sem restrigdes seja oferecida, principalmente quando se refere
a animais de grupo controle. Para isso, deve-se levar em conta as
caracteristicas do ciclo de vida do animal (crescimento, desenvolvimento,
gestacdo) para que a dieta atenda essas necessidades nutricionais e para
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gue ndo haja interferéncias indesejaveis na resposta ao experimento que
se deseja realizar (COSTA et al, 2014).

O American Institute of Nutrition publicou em 1993, a partir de um
comité, um protocolo de dieta que considera quatro fases da vida de
roedores: crescimento, gestacdo e lactacdo (dieta AIN-93G), e
manutencado da salde na vida adulta (dieta AIN-93M), que sdo utilizadas
como dieta padrdo/controle em estudos na nutricdo experimental
(REEVES, et al, 1993; LIEN, et al, 2000; SILVA, et al, 2008; MOURA,
etal, 2012; FERREIRA, et al, 2015; SANTOS, et al, 2015a; SANTOS, et
al, 2015b). Essa dieta foi elaborada com a finalidade de padronizar as
pesquisas biomédicas em relacdo a alimentacdo ofertada a animais de
grupo controle e minimizar os vieses dos experimentos que utilizam
animais de laborat6rio em todo o mundo.

Contudo, alguns autores passaram a evidenciar alteragdes
metabolicas em roedores que eram alimentados com ambas dietas AIN-
93 (AIN-93G e AIN-93M), como alteragdes no perfil lipidico (LIEN et
al.,, 2001) e esteatose hepatica (SILVA et al., 2008). Santos e
colaboradores (2015a) fizeram a comparacdo da dieta AIN-93 com uma
dieta comercial, evidenciando o acimulo de &cidos graxos no figado dos
animais tratados com AIN-93M apds quatro meses de tratamento. Apesar
destes achados recentes, pouco ainda se sabe dos efeitos destas dietas
sobre a salde de roedores em experimentacdo animal desde sua
padronizacéo.

Nédo obstante, ndo foram encontrados estudos recentes que
propuseram algum tipo de mudanga de composi¢do no protocolo AIN-
93M com o objetivo de prevenir estes efeitos deletérios evidenciados.
Uma das alternativas propostas seria tornar a composi¢édo da dieta AIN-
93M mais proxima possivel a composi¢do encontrada nas dietas
comerciais padrdo, levando em conta que essas dietas utilizam
preferencialmente ingredientes de fonte vegetal.

Neste sentido, por ser uma dieta amplamente utilizada na literatura
cientifica como sendo o padrdo para uma dieta adequada ou como uma
dieta controle, a qual é utilizada de maneira cronica ao longo da vida dos
roedores de laboratdrio, faz-se necessario mais estudos que auxiliem na
investigacdo dos efeitos metabdlicos da AIN-93M, bem como sua
adequacao para a manutencdo da salde destes animais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1  Animais e dietas

Foram utilizados ratos Wistar machos (n=18) de 60 dias de vida
(peso 194-281 @), provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), mantidos em condic¢Ges de luz e
temperatura controladas (21+1°C, ciclo claro-escuro de 12 horas, acesso
a dgua e comida ad libitum, acondicionados trés animais por caixa). Os
animais foram pesados semanalmente e seu consumo alimentar foi
calculado diariamente. Todos os procedimentos seguiram as normas
apresentadas no Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH)
e foram submetidos & apreciacdo pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) vinculada a Pr6-Reitoria de Pesquisa da UFSC, sob
adendo do projeto de nimero de protocolo 00973.

O tratamento dietético teve duracdo de 12 semanas e 0s animais
foram aleatoriamente divididos em trés grupos: 1) dieta controle (C), onde
0s animais receberam ragdo padrdo comercial (Biobase®, Brasil); 2) dieta
AIN-93M (AIN1), onde os animais receberam a racdo formulada
conforme Reeves e colaboradores (1993); e 3) dieta AIN-93M com
modificacdo de fonte proteica (AIN2), com a substituicdo da caseina por
proteina isolada de soja (Tabela 3). As formulacfes AIN1 e AIN2 foram
preparadas diariamente pelos pesquisadores.

No grupo AIN2, a caseina foi substituida por proteina isolada de
soja (marca Solae SUPRO, pureza de no minimo 90%), na proporcdo
baseada em estudos prévios (ASSIS et al., 2015; HAGEN et al., 2009;
LONDERO et al.,2013). Foi adicionada L-metionina, com a finalidade de
completar a composi¢do de aminodcidos da proteina isolada de soja. A
propor¢do de metionina e cistina foi de 1:1, baseado no estudo de
Byington e Howe de 1972, uma vez que o fabricante da racdo comercial
padrdo ndo forneceu informagfes sobre a quantidade de metionina
disponivel. O amido dextrinizado foi retirado, uma vez que nédo esta
presente na racdo comercial padrdo, e a proporcao deste ingrediente foi
acrescentada na propor¢ao de amido de milho, cujo calculo correspondeu
a diferenca percentual para completar 100%, ou 100 g da ragdo. Ambos
os protocolos AIN eram isocal6ricos.
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Tabela 6. Composicédo da dieta controle.

INGREDIENTES a/kg

Proteina Bruta (Min.) 220,0

Calcio (Min.) 10,0

Calcio (Méax.) 14,0

Fasforo (Min.) 8.000,0

Lipideos (Extrato Etéreo) 40,0
(Min.)

Fibras (Matéria  Fibrosa) 80,0
(Max.)

Fonte: Site Biobase®. Fornecida pelo Biotério Central da UFSC.

Tabela 7. Composicdes das dietas AIN1 e AIN2.

INGREDIENTES AIN1 AIN2
(9/kq) (9/kq)

Amido de milho 465,692 508,892
Amido Dextrinizado ? 155 -
Proteina de soja isolada 2 - 250
Caseina® 140 -
Sacarose 100 100
Oleo de soja (sem 40 40
aditivos)
Fibra (celulose micro 50 50
fina) P
Mistura de minerais ° 35 35
Mistura de vitaminas ® 10 10
Cistina P 1,8 1,8
Metionina ° - 1,8
Bitartarato de colina ® 2,5 2,5
Tetrabutil Hidroguinona 0,008 0,008

b

Sendo que C= Controle; AIN1=AIN-93M; AIN2 = AIN-93M modificada
2 Proteina de soja isolada (ISP SUPRO 783, Tovani Benzaken, Brasil) °
Amido Dextrinizado, Caseina, Celulose microfina, Mix de vitaminas e minerais
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AIN-93M, L-cistina, L-metionina, bitartarato de colina e tetrabutil-hidroquinona
(Rhoster, Brasil).

Apbs as doze semanas de intervencdo, os animais foram
anestesiados com cetamina (100ml/kg intraperitoneal) e xilazina
(10ml/kg intraperitoneal) e eutanasiados por hipovolemia ao realizar
puncdo cardiaca para obtencdo do sangue para analises bioquimicas.

2.2  Parametros sanguineos

2.2.1  Processamento do sangue

O sangue foi obtido por puncéo cardiaca antes do procedimento
de eutanasia, com os animais anestesiados e em jejum de 12 horas, e foi
acondicionado em tubo contendo anticoagulante EDTA e centrifugado a
3500 rpm por 10 minutos para obtencdo do plasma. Posteriormente, o
plasma foi acondicionado em tubos eppendorf e mantidos em freezer a -
80 °C até os procedimentos de andlise. Os parametros sanguineos
avaliados foram glicose, albumina, proteina total, creatinina, colesterol,
triglicerideos, fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT). Para as analises foram usados Kits
comerciais especificos para cada biomarcador (Labtest®, Brasil).

2.2.2  Estruturas anatdmicas

Ap0s eutanasia, foram retiradas e pesadas as estruturas corporais:
figado, tecido adiposo epididimal e retroperitonial para comparacdo de
massa das estruturas entre 0s grupos. A gordura total foi obtida do
somatdrio do peso dos tecidos adiposos epididimal e retroperitoenal.

2.3 Parametros hepaticos

2.3.1 Histologia do figado

O figado foi dissecado da cavidade abdominal do rato e pesado em
balanga centesimal 0,01 (Kern 440-53). O lobo maior (lobo esquerdo), foi
seccionado no seu maior diametro e o fragmento obtido foi imerso em
solucdo de formol a 10% para fixacao.

Subsequentemente, l6bulos cortados foram processados em alcool
70%, embebido em parafina e foi utilizada a coloragdo pelo método
hematoxilina-eosina (HE) para analise. Os graus de esteatose hepética
foram avaliados de acordo com a porcentagem de hepatdcitos contendo
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gordura macrovesicular (grau 1: 0% - 25%; grau 2: 26% — 50%; grau 3:
51% - 75%; grau 4: 76% - 100%) (KIRSCH et al, 2003). A analise das
placas foi realizada por um patologista treinado cegado para 0s grupos
experimentais. As alteragdes patologicas foram avaliadas sob um
microscopio Olympus BX-41. Os focos de inflamagéo, definidos como
grupos de cinco ou mais leucdécitos (objetivo de x 40), foram expressos
como a média de diferentes campos dentro de cada slide

2.4  Estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do programa
estatistico GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
USA). Para analise da normalidade dos dados foi aplicado o teste Shapiro-
Wilk; os dados que apresentaram simetria foram expressos na forma de
média desvio padrdo e, quando assimétricos, foram expressos como
mediana e intervalo interquartil. Para analisar as diferencas de médias
entre 0S grupos nas variaveis bioquimicas, peso corporal e de tecidos
corporais foi utilizado ANOVA de uma via seguido post hoc de Tuckey.
Para analise da variancia do peso dos animais ao longo do experimento
foi utilizado ANOVA de medidas repetidas seguida do post hoc Tuckey.
Para avaliar contagem de células hepaticas com esteatose foi utilizado
teste Qui quadrado Pearson. Para todos os testes estatisticos realizados foi
adotado o nivel de significancia de 95% (p < 0,05).

3 RESULTADOS

3.1  Consumo alimentar e pesagem corporal

A figura 1 traz a média de consumo alimentar semanal dos
animais em experimentagdo. Observa-se que o consumo alimentar dos
animais AIN2 foi maior do que o consumo dos demais grupos (F= 332,6;
p = <0,0001), apesar de ao longo das doze semanas 0 consumo ndo ter
apresentado variaces significativas dentro dos grupos.
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Figura 1. Valores de ingestdo alimentar ao longo das 12 semanas.
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Os valores sdo representados por média de desvio padrdo. * p < 0,05 em
relagdo ao grupo controle utilizando ANOVA com pos teste de Tuckey.

Em relacdo ao peso corporal, a média dos pesos iniciais de todos
0s grupos ndo foram diferentes estatisticamente; porém, ao longo da
intervencdo (figura2A), a variagdo do ganho ponderal foi diferente entre
0s grupos (p<0,0001). Ao avaliar o peso dos animais ao final do
experimento (figura2B), o grupo AIN1 apresentou maior peso
(p=0,0009), diferindo somente do grupo controle. A diferenca entre o
peso final e inicial dos animais (figura2C) foi estatisticamente maior nos
grupos AIN1 e AIN2 quando comparados ao grupo C (Controle: 110 g +
14,5; AIN-93M: 217,2 g + 23,6; AIN-93M modificada: 206 g + 29,9,
F=38,67; p = <0,0001).
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Figura 2. Valores de peso corporal. (A) Pesagem ao longo das 12
semanas de experimento. (B) Pesagem dos animais ao fim do

experimento. (C) Variacao de peso ao longo do experimento (peso final
— peso inicial).
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Os valores sdo representados por média e desvio padrdo. * p < 0,05 em
relacdo ao controle utilizando ANOVA de uma via e pés teste de Tuckey.
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A figura 3 mostra o peso do figado e tecido adiposo dos
animais em experimentacdo. Os tecidos com maior peso foram dos
animais do grupo AIN1, sendo que, tanto no peso do tecido adiposo total
(figura 3A - Controle: 6,5 g £ 1,8; AIN93M: 149 g = 4,7; AIN-93M
modificada: 8,8 g + 4,0; F = 6,489; p = 0,0093) quanto no peso do figado
(figura 3B - Controle: 10,03 g £ 0,5; AIN-93M: 11,83 g + 2,5; AIN-93M
modificada: 10,03 g + 1,5; F= 3,986; p=0,0409) houve diferenca
estatistica em relagdo ao controle. Os animais do grupo AIN2 ndo foram
diferentes estatisticamente dos demais grupos.

Figura 3. Peso do tecido adiposo (A) e do figado (B) dos animais.
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Os valores séo representados por média e desvio padréo.

1Tecido adiposo total = tecido adiposo retroperitoneal + tecido adiposo
epididimal

*p < 0,05 em relacdo ao controle.

3.2 Variaveis bioguimicas

De acordo com as variaveis bioguimicas avaliadas (tabela 8), os
biomarcadores de funcdo renal, creatinina e fosfatase alcalina,
apresentaram-se significativamente elevados no grupo AIN2 em relagéo
ao grupo controle (p<0,0001), porém, sem ultrapassar valores de
referéncia para ratos Wistar (MELO, et al, 2012). As concentracdes de
proteina total para o grupo AIN2 foram significativamente menores
guando comparado aos valores dos outros dois grupos (p<0,0001). Os
resultados de proteina total para todos 0s grupos apresentaram-se



53

elevados para os valores de referéncia de normalidade para ratos (5,4 a
6,6 g/dL) (MELO, et al, 2012).

Tabela 8. Variaveis bioquimicas dos grupos controle, AIN1 e

AIN2.
Variaveis GRUPOS
C AIN1 AIN2

Média | DP Média | DP | Média DP
Glicose 1975 | 39,7 220,7 | 38,4 |1905 | 348
(mg/dL)
Creatinina 0,201 | 0,004 | 0,225 | 0,02 |0,393% | 0,055
(mg/dL)
Colesterol 94,8 16,1 77,1 13,9 | 98,0 24,41
(mg/dL)
Triglicerideos | 224,7° | 32,25 | 150,3 | 52,5 | 87,5 41,56
(mg/dL)
Albumina 3,11 0,27 3,5 03 |28° 0,28
(g/dL)
Proteina 8,7 0,13 9,14 1,1 |7,05% |04
Total (g/dL)
AST* (U/L) | 625 7,7 54,3 9,48 | 84,32 ]199
ALT*(U/L) |66,33"|5,3 29,8 3,81 | 26,6 15,6
Fosfatase 29,3 2,8 28,3 6,6 |9852 |18,1
Alcalina
(U/L)

Sendo que C= Controle; AIN1=AIN-93M; AIN2 = AIN-93M modificada
*AST = Aspartato aminotransferase ALT: Alanina aminotransferase

2p < 0,05 em relacdo ao controle por ANOVA de uma via e p0s teste de Tuckey.
p < 0,05 em relagdo a AINL1.

As concentragdes de albumina se mostrou superior ao indicado
como normalidade por MELO, et al (2012) no grupo AIN1, sendo que o
grupo AIN2 apresentou menor concentragdo quando comparado ao grupo
AIN1 (p=0,0043).
Foram encontradas concentraces elevadas de triglicerideo no
grupo controle, sendo esses valores maiores que os outros dois grupos

(p=0,0002).
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As variaveis de funcdo hepatica apresentaram valores distintos. As
concentracBes de AST se encontram diminuidas quando comparados com
os valores de referéncia para ratos nos grupos C e AIN1. No grupo AIN2,
as concentracGes de AST apresentaram-se significativamente maiores
(p=0,0046) quando comparado aos outros dois grupos. Os valores de ALT
foram menores nos grupos AIN quando comparadas ao controle
(p<0,0001).

3.1  Parametros hepaticos

Foi verificada diferenca no padrdo de esteatose entre todos 0s
grupos (p<0,0001). Os grupos controle e AIN2 mantiveram valores
semelhantes nos graus de esteatose hepatica, sendo classificados como
histologia normal. Ja o grupo AIN1 mostrou focos de esteatose muito
maiores que 0s demais grupos (tabela 9, figura 4).

Foram observados também focos de células inflamatorias (tanto
células monomorfonucleares quanto polimorfonucleares) no tecido dos
animais (tabela 10). A maior prevaléncia foi nos animais no grupo AIN1,
sendo diferente do grupo controle e AIN2 (<0,0001).

Tabela 9. Contagem de campos em tecido hepéatico com células
gordurosas em diferentes graus de esteatose nos grupos controle, AIN1 e
AIN2.

Esteatose Grupos
(%)
C AIN1 AIN2
0-25 394 102 358
26 — 50 11 120 40
51-75 30 212 27
>76 4 14 0
Total 439 448 425

Sendo que C= Controle; AIN1=AIN-93M; AIN2 = AIN-93M modificada
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Tabela 10. Contagem de campos em tecido hepatico com foco de
células inflamatérias nos grupos controle, AIN1 e AIN2

Inflamacéo Grupos
C AIN1 AIN2
Ausente 419 348 410
Presente 20 100 15
Total 439 448 425

Sendo que C= Controle; AIN1=AIN-93M; AIN2 = AIN-93M modificada

Figura 4. Imagens de graus de esteatose hepatica representativos
para cada um dos grupos experimentais. (A) Grupo Controle (B) Grupo
AIN1 (C) Grupo AIN2

(A) Tecido hepéatico do animal representativo do grupo controle
apresentando esteatose hepética grau 1 (0 — 25%); Al aumento 100x; A2
aumento 400x. (B) Tecido hepéatico do animal representativo do grupo
AIN1 apresentando esteatose hepatica de grau 3 (51 - 75%); B1 aumento
100x, B2 Aumento 400x. (C) Animal representativo do grupo AIN2
apresentando esteatose hepética grau 1 (0 — 25%), C1 aumento 100x, C2
aumento 400x.
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4 DISCUSSAO

Existe um interesse muito grande no meio cientifico sobre o estudo
do papel da dieta e padrdes alimentares no desenvolvimento de doengas,
ou mesmo como determinados nutrientes podem atuar como tratamento
para tais males. Desta forma, a dieta do grupo controle deve ser a mais
idénea possivel, com o intuito de ser adequada nutricionalmente e nao
causar efeitos adversos que possam comprometer os resultados de tais
pesquisas. Em nosso estudo, observamos que o protocolo de dieta
AIN93M, frequentemente utilizada como dieta do grupo controle em
estudos experimentais, causou aumento de peso corporal e esteatose
hepética. A substituicdo da caseina por proteina isolada de soja neste
protocolo dietético amenizou algumas destas alteragdes, sugerindo ser
uma alternativa de fonte proteica com menor risco para estes desfechos.

Neste trabalho, ao avaliarmos o consumo alimentar e peso corporal
dos animais tratados com as dietas AIN93M com distintas fontes
proteicas, o grupo AIN1, apesar de ndo ser 0 grupo com maior consumo
alimentar, apresentou os maiores pesos corporais (valores de pesagem
semanal, peso corporal final, variacdo de peso, tecido adiposo e figado)
guando comparado aos demais grupos. Este efeito também foi
evidenciado em outras pesquisas (KOBA et al, 2014; BRANDSCH et al,
2007; CHEN, et al, 2016), onde animais alimentados com dieta a base de
soja tiveram menor peso e menor acumulo de tecido adiposo quando
comparados a animais que foram alimentados com dieta com caseina.
Também ¢é possivel que a qualidade da proteina da dieta tenha
influenciado de alguma forma estes achados. A relacéo de eficiéncia de
proteina (PER) foi calculada no estudo de Han, Chee e Cho (2015) para
dietas com caseina e proteina isolada de soja e obteve-se o valor de 2,58
para dietas com caseina e 1,51 para dietas com proteina isolada de soja.
Esse coeficiente determina a capacidade de uma proteina promover o
crescimento de ratos, evidenciando que, no estudo supracitado, a dieta de
proteina animal teve maior eficiéncia proteica que a dieta com proteina
de origem vegetal. Em nosso estudo, a diferenca de peso corporal parece
estar mais relacionada ao ganho excessivo de peso, principalmente na
forma de gordura, pelo grupo AIN1, pois houve a suplementacdo de
aminoacidos limitantes da proteina vegetal para compensar este efeito.
Porém, ndo podemos descartar que a eficiéncia proteica pode ter
influenciado nossos achados, pois a concentragéo plasmatica de proteinas
totais ficou diminuida no grupo alimentado com a proteina isolada de
soja, mas ainda dentro de valores de referéncia (MELO, et al, 2012).
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O maior consumo alimentar por parte dos grupos que receberam
ambos os protocolos AIN93M podem se dever ao fato destas possuirem
na sua composicdo valores significativos de sacarose e serem
visivelmente mais processadas do que a dieta comercial padréo, tornando-
as mais palataveis que a dieta oferecida ao grupo controle. A
palatabilidade da dieta é um alvo de estudos que tentam relacionar o
ganho de peso e a obesidade com o aumento do consumo de alimentos
mais palataveis. Souza e colaboradores (2014) observaram que 0s animais
alimentados com uma dieta hiperpalatavel rica em sacarose durante
quatro meses tiveram alteragdes no peso final e variagdo de peso,
alteracdo nos niveis de colesterol total, triglicerideos plasmaticos e
hepéticos, corroborando alguns dos nossos achados. Outra situacdo que
pode ter interferido no consumo alimentar dos animais € a consisténcia da
dieta. A dieta purificada (AIN1 e AIN2) tem a ragdo com consisténcia
mais macia que a ra¢do comercial ofertada aos animais controle, sendo
gue, o ato de roer pode promover maior saciedade nos animais.

Nos resultados referentes aos exames bioquimicos plasmaticos,
observou-se poucas diferencgas entre 0s grupos e a maioria dos parametros
avaliados estavam dentro dos valores de referéncia preconizados para
ratos de laboratdrio (MELO, et al, 2012), com excecéo dos triglicerideos
plasmaticos, que estavam aumentados no grupo controle.

Em relacéo ao perfil lipidico plasmatico, ja é estabelecido que os
efeitos da proteina de soja sobre os lipideos plasmaticos sdo, em parte,
atribuiveis ao seu contetido de isoflavonas, como a genisteina e daidzeina.
No estudo de Peluso, et al (2000), os animais alimentados com uma dieta
de proteina isolada de soja enriquecida com isoflavonas (2,89mg/gPTN)
mostrou menores valores de peso do figado, concentracdes de
triglicerideos do figado, colesterol total, éster de colesterol e concentracao
plasmatica de colesterol total quando comparado a ratos Zucker jovens
alimentados com dieta com caseina. Em nosso estudo, os teores de
isoflavonas na dieta com proteina isolada de soja foi de 1,81mg/g PTN
(informacg&o do fabricante da proteina isolada de soja). Essa pode ser a
causa da diminuicdo dos valores de peso de figado e triglicerideos nos
animais alimentados com dieta de proteina isolada de soja, porém, nédo
houve reducédo no colesterol total desses animais.

No estudo de Kritchevsky, Tepper, (2005) os ratos alimentados
com uma dieta AIN93M rica em celulose apresentaram maior teor de
colesterol hepético em comparagédo com ratos alimentados com uma dieta
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AIN93M contendo uma mistura de fibras solGveis e insoliveis. No nosso
estudo, a dieta controle, que contém 80g/kg de racdo de fibras, pode ter
protegido os animais em comparacao aos dos grupos AIN93M, para os
quais a Unica fonte de fibra foi a celulose microcristalina e com o teor de
30,3 g/kg de fibras na ragdo (HENRIQUES, HELM e SIMEONE, 2013).

Os triglicerideos dos animais alimentados com a dieta comercial
(animais controle) ficaram com valores bastante aumentados.
Curiosamente, houve uma reducdo nesses valores nos grupos AIN93M,
primeiramente no grupo AIN1 e com valores ainda menores no grupo
AIN2. A razdo para esses achados ndo é bem esclarecida, e pode estar
relacionada ao contetdo de isoflavonas informado pelo fabricante. Sdo
necessarios maiores estudos para elucidar esses efeitos.

Na anélise de funcdo renal a partir das andlises bioguimicas
coletadas, foram encontradas concentragcdes elevados de creatinina e
fosfatase alcalina no grupo AIN2 em relagdo aos outros grupos. Esta
analise preliminar pode sugerir algum tipo de comprometimento renal
causado pelo consumo de proteina isolada de soja, porém estudos mais
aprofundados com o objetivo especifico de investigar a funcéo renal séo
necessarios. Apesar desta diferenca, cabe salientar que as concentragdes
destes dois biomarcadores estava dentro dos valores de referéncia para
ratos.

Quando avaliado os exames bioquimicos de funcdo hepética, AST
e ALT, tivemos valores elevados de ALT no grupo controle quando
comparado aos demais grupos e AST elevada no grupo AIN2. Sabe-se
gue as concentragdes plasmaticas de AST podem ser oriundas de tecidos
extra-hepaticos (rim, madsculo, coracdo) e que as de ALT sdo mais
especificas para avaliar a funcdo hepatica (Estridge e Reynolds, 2011).
Com base nos resultados obtidos de funcdo renal (creatinina, fosfatase
alcalina), as concentragdes de AST elevadas podem estar relacionadas de
algum comprometimento a nivel renal, e ndo hepatico.

Em nosso estudo, observou-se elevadas taxas de esteatose hepatica
nos animais do grupo AIN1 quando comparado com os demais grupos.
Este resultado corrobora os resultados dos outros estudos (Lien et
al.,2000; Silva et al., 2008; Moura et al., 2012; Santos et al., 2015a; Santos
et al., 2015b). Curiosamente, o grupo alimentado com a dieta AIN93M
com proteina isolada de soja ndo apresentou valores consideraveis de
esteatose hepatica nos animais, se comparado, inclusive, aos animais do
grupo controle. Um estudo realizado por Panneerselvam e colaboradores
(2016) verificou em ratos Wistar alimentados com dieta com alto teor de
gorduras e dieta com isoflavonas provindas da soja, uma melhora nos
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niveis de esteatose hepética e na hipertrigliceridemia em um experimento
de 8 semanas. Além da esteatose hepéatica observada, os animais
alimentados com a dieta AIN1 tiveram focos de inflamagdo no figado,
podendo representar uma progressdo da esteatose hepéatica a
esteatohepatite ndo alcoolica.

Nossos achados sdo consistentes com estudos anteriores que
demostram que o protocolo de dieta AIN93M causa ganho de peso
excessivo e esteatose hepatica em ratos. A substituicdo da caseina por
proteina isolada de soja parece ter prevenido o desenvolvimento da
esteatose hepatica e controlou parcialmente o ganho de peso e de gordura
corporal, sugerindo um beneficio no uso da proteina vegetal no lugar da
proteina animal para estes desfechos.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho auxiliou no entendimento dos efeitos metabélicos de
trés diferentes dietas, utilizadas em laboratorios experimentais, sobre
pardmetros hepéticos e sanguineos em ratos Wistar. O estudo colaborou
com a pesquisa e literatura cientifica a respeito do uso dessas trés dietas
em animais de laboratdrio e em pesquisas cientificas experimentais, tanto
em nutricdo quanto em outras areas do conhecimento, levando em conta
gue, elucidou os efeitos dessas dietas amplamente utilizadas na pesquisa
cientifica.

Nessa pesquisa encontrou-se resultados semelhantes a de outros
achados da literatura que afirmam efeitos negativos, como esteatose
hepaética, hipertrigliceridemia e hiperglicemia nos animais alimentados
pela dieta AIN-93M. Foi possivel verificar um efeito positivo da alteracdo
da fonte proteica sobre parametros sanguineos e hepéticos nos ratos, onde
0S animais se apresentaram pouca esteatose hepatica em proporcédo
parecida com o grupo controle, menor glicemia e menores valores de
triglicerideos plasmaticos. S&o necessarios mais pesquisas relacionando a
dieta AIN93-M sobre parametros renais e de insulina, por exemplo, para
melhor elucidar os achados neste estudo.
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Esta pesquisa pode auxiliar com escolhas mais precisas de
nutrientes e dietas para animais de laboratorio com a finalidade de manter
a saude dos animais a longo prazo. Para melhor elucidas os efeitos das
dietas AIN93 sobre o metabolismo de ratos, sugere-se estudos a nivel
renal. Também investigacfes a respeito da forma de administracdo da
dieta (ad libitum ou controlada) e sua influéncia no consumo alimentar
dos animais. Com base nos achados deste trabalho, sugere-se mais
estudos que avaliem a acéo da dieta AIN93 sobre reducéo dos niveis de
triglicerideos dos animais quando comparados a animais alimentados
com dieta comercial.

Os resultados desse projeto estdo gerando um artigo cientifico que
sera submetido em revisa de qualis B1 de artigo ao periédico Applied
Physiology, Nutrition, and Metabolism, cujo qualis na Nutricdo é Bl e o
fator de impacto (2015) € 2.789
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7 APENDICE

7.1  APENDICE A: Modelo de planilha para calculo da média do
consumo alimentar diério dos animais.

SEMANA 01
DATA CAIXAO01 | CAIXA02 | UMIDADE
Inicial | Final
15/02 | Oferta 180 180
15/02 | Sobra
15/02 | Oferta 180 180
16/02 | Sobra
16/02 | Oferta 180 180
17/02 | Sobra
17/02 | Oferta 180 180
18/02 | Sobra
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7.2 APENDICE B: Modelo para preenchimento de peso
corporal dos animais semanalmente.

SEMA CAIX CAIX
NA A 01 A 02
R1 R2 R3 R1 R2 R3

1 15/fev
2 22/fev
3 29/fev
4 07/mar
5 14/mar
6 21/mar
7 28/mar
8 04/abr
9 11/abr
10 18/abr
11 25/abr
12 02/mal
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7.3 APENDICE C: NOTA A IMPRENSA

Mestranda: Priscila Paola Wildner

Orientadora: Julia Dubois Moreira

Orgéo financiador da bolsa: Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES)

Orgéo financiador do projeto: Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ)

Os resultados da pesquisa do trabalho de Dissertagéo do Programa
de P6s-Graduacdo em Nutricdo da Universidade Federal de Santa
Catarina fazem parte de um projeto universal cujo financiamento foi
concedido pelo CNPq, além disso, a bolsa de mestrado, fornecida durante
vinte e quatro meses, foi fornecida pela CAPES. Juntamente a
dissertagdo, foram desenvolvidos dois Trabalhos de Concluséo de Curso
(TCC) no ano de 2015 e 2016 e mais um trabalho de dissertacdo de
mestrado no ano de 2016.

A utilizacdo de animais de laborat6rio nas pesquisas cientificas
traz diversas vantagens, uma vez que oferece a oportunidade de controlar
variaveis que em humanos seriam muito dificeis ou impossiveis de
controlar, além do acesso praticamente irrestrito a tecidos e estruturas
corporais dos humanos. A dieta € uma dessas variaveis, uma vez que
influencia diretamente o crescimento, a capacidade de reproducdo dos
animais e o seu estado de salde e desenvolvimento de doengas.

Quando se utilizam animais de laboratdrio, é necessario que se
utilizem dietas que mantenham a salide do animal sem serem prejudiciais.
Para isso, existem dois tipos de dieta que sd&o comumente utilizados em
laboratério: Dietas purificadas e dietas comerciais. A primeira utiliza
ingredientes altamente purificados e ¢ manipulada em laboratério, ja a
segunda geralmente é comprada de empresas especializadas e vem
processada e pronta. Ambas dietas devem ser neutras para 0s animais,
causando apenas um crescimento saudavel e uma manutencao de peso ao
longo de suas vidas.

No entanto, estudos mostram que dietas purificadas de um modelo
qgue é amplamente utilizado, preconizado pela American Institute of
Nutrition (AIN-93) tem causado efeitos indesejaveis em ratos Wistar.
Além disso, os estudos que evidenciaram tais efeitos ndo propuseram
alteragdes na composigdo da dieta para contornar estes prejuizos. Neste
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sentido, esta pesquisa objetivou verificar o efeito das dietas AIN-93M,
AIN-93M com modificacdo em pardmetros sanguineos e hepaticos em
ratos Wistar machos.

Para o experimento, foram utilizados ratos Wistar, com idade
inicial de 60 dias, os quais sdo considerados adultos jovens, que foram
divididos em 03 grupos, com 06 animais por grupo: grupo controle (C),
grupo AIN93M (AIN1) e grupo AIN93M modificada (AIN2), onde foi
realizada uma modificacdo na fonte proteica. Essa modificacdo foi a
substituicdo da caseina por proteina isolada de soja (90% de pureza), a
fim de assemelhar essa Ultima dieta com a dieta controle.

Resumidamente, os resultados da pesquisa mostraram que
os animais que foram alimentados com a dieta AIN2 tiveram maior
consumo alimentar de todos 0s grupos, porém sem apresentar o maior
peso corporal. Os animais que tiveram 0 maior peso corporal eram do
grupo AINL1, que tiveram também maior peso de tecido adiposo, maior
peso de figado e maior contagem de esteatose hepatica com infiltrado
inflamatdrio.

Concluimos que os animais alimentados pela dieta AIN93M com
modificacBes na fonte proteica tiveram menor peso corporal e menor
conteldo de tecido adiposo, mesmo sendo 0s que tiveram maior consumo
alimentar, o que sugere um efeito benéfico com a substituicdo da proteina
animal por vegetal.
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8 ANEXOS

ANEXO A. PARECER DO COMITE DE ETICA A RESPEITO
DO PROJETO.

Floriandpolis, 13 de Agosto de 2015.

Srs. Membros da Comisséo de ética no Uso de Animais -
CEUAJ/UFSC

O presente documento trata do parecer de apreciagdo do projeto com
protocolo PP00973 intitulado

Avaliacio dos efeitos da restricdo calorica e dos acidos graxos ®3
sobre parametros

bioquimicos, comportamentais e neuroprotetores em ratos
coordenado pela Profa. Dra.

Leticia Carina Ribeiro da Silva - Departamento de Nutrigdo —
Centro de Ciéncias Biologicas -

UFSC.

Na apreciagdo anterior, surgiram alguns questionamentos, que foram
satisfatoriamente esclarecidos. Dessa forma, sou de parecer favoravel a
aprovacéo do protocolo PP00973.
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ANEXO B. PARECER FAVORAVEL DO COMITE DE ETICA
A RESPEITO DO ADENDO SUBMETIDO.

Resultade de Solicitacdo de Protocole
Protocolo
PPOD973
Titulo
Avaliagio dos efeitos da restrigio caldrica e dos dcidos graxos w3 sobre parSmetros bioguimices, compartarmentais & neuroprotetores em ratos,
Data de Entrada
268/05/2015

Resultado:
Aprovado
DatafPrazo
07/ M/2016

Consideragies

Oficio n® 006/CEUAPROPESQ/2017

Do: Presidente da Comissio de Etica no Uso de Animais- CEUA

Aola): Prof{a) Dr(a), Leticia Carina Ribeiro da Silva, Departamento de Nutrigio - CC3

Prezado(a) Professor(a),
Em relagio ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o seguinte

- APROVADO Adendo

Adita-se o Oficion® 084/’CEUAIPROPESQJ’2015

Do: Fresidente da Comisstio de Etica no Uso de Animais-CEUA

Ao(a): Profia) Dr(a) Leticia Carina Ribeiro da Silva, Departamento de Nutrigio - CC8
Prezadola) Professor(a),

Em relagfo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o seguinte:

- APROVADO, por quatro anos, para a utilizaglio de duzentos e dezesseis ratos (Rattus Norvegicus)



