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RESUMO

SAITO, Marcio Koiti. Efeitos da dieta de cafeteria no tecido 6sseo de ratos em
crescimento. 2020. 32p. Trabalho de Conclusdo de Curso (Nutrigdo e Metabolismo) —

Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto, Ribeirdao Preto, 2020.

A obesidade ¢ um problema de saude publica que aumenta no decorrer dos anos,
principalmente pelo consumo excessivo de alimentos hipercaloricos, tipicos do padrdo
alimentar ocidental. O acumulo excessivo de tecido adiposo pode causar diversas
comorbidades associadas, por exemplo a resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 1l e
dislipidemias que prejudicam a qualidade de vida da populagdo. A relacdo entre o tecido
adiposo e 0sseo ainda ¢ controversa na literatura, especialmente entre as criangas. Uma
nutricdo adequada na infancia ¢ importante para o acimulo da massa dssea, prevenindo
futuramente fraturas decorrentes de doengas dsseas, como a osteoporose. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da dieta de cafeteria na qualidade dssea de
ratos em crescimento. Para tanto, foram utilizados 18 ratos machos da linhagem Wistar,
distribuidos em dois grupos (n=9), sendo: animais alimentados com dieta de cafeteria
(DC) e animais alimentados com dieta padrao (CONT). Foram avaliados semanalmente
0 peso e o consumo de ragdo dos animais individualmente. Dois dias precedentes a
eutandsia foi realizado o teste de tolerancia a insulina em todos os animais. Ap6s 10
semanas experimentais os animais foram submetidos a eutandsia. O tecido 6sseo foi
avaliado pela densitometria 0ssea, ensaio mecanico € microtomografia computadorizada
(micro-CT). Foram analisadas também o indice de lee, colesterol total e peso do tecido
adiposo branco. Como resultado, a dieta de cafeteria ndo alterou o peso dos animais e
tiveram um indice de lee semelhante ao grupo controle, porém aumentou a quantidade do
tecido adiposo e os niveis de colesterol total. Além disso, essa dieta diminuiu a
sensibilidade a insulina, densidade mineral 6ssea (DMO), rigidez relativa e espessura
trabecular. Com isso, foi possivel concluir que a dieta de cafeteria apesar de nao ter
alterado o peso, foi capaz de provocar alteragdes no perfil glicidico e lipidico e na saude

Ossea, prejudicando a microarquitetura e rigidez do osso.

Palavras-chave: dieta hipercalorica; obesidade; osso; osteoporose
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1. INTRODUCAO

Atualmente, vivemos em uma sociedade moderna, na qual as pessoas dao
preferéncia as comidas industrializadas e aos fast-food, devido a praticidade destes
alimentos. Esse tipo de habito alimentar ocidental, com caracteristica hipercaldrica pode
causar um desequilibrio entre o consumo e o gasto energético, e desencadear a obesidade
(SEAMAN, 2013).

A obesidade ¢ considerada uma epidemia mundial de carater multifatorial,
influenciada por fatores genéticos, ambientais, comportamentais e o estilo de vida
(BARLOW, 2007). Essa doenga ¢ um sério problema de satide publica (MONTEIRO et
al., 2004), pois geralmente ¢ associada com varias comorbidades, como a diabetes
mellitus tipo 11 (DM2) e dislipidemias (NATHAN; MORAN, 2008).

Ao longo dos ultimos 30 anos, a prevaléncia de sobrepeso e obesidade infantil
dobrou ou triplicou nos paises em baixa, média e alta renda (LOBSTEIN et al., 2015). De
acordo com o Fundo das Nagdes Unidas para a Infaincia (UNICEF), Organizagcdo Mundial
da Saude (OMS) e Grupo Banco Mundial, estimativas realizadas para 2019, sugeriam a
existéncia de cerca de 38,3 milhdes de criangas abaixo de 5 anos com sobrepeso ou
obesidade. E uma tendéncia a crescer, principalmente pelo aumento do consumo de
alimentos hipercaldricos e praticas sedentdrias, comprometendo o crescimento saudavel
durante a infancia e tornando-se obesos adultos.

A obesidade infantil estd associada ao risco aumentado de fraturas, devido a maior
propensao a quedas, a uma alimentacdo desequilibrada e ao estilo de vida sedentaria
(DIMITRI, 2018). O consumo alimentar hipercalorico durante a infancia e adolescéncia,
pode prejudicar a aquisi¢do de massa Ossea e a estrutura do osso, sendo nesta fase
constantemente remodelada em conteudo mineral e tamanho, com o objetivo de suprir as
demandas mecanicas (CRABTREE et al., 2004). Desta forma, uma alimentacao adequada
na infancia pode proteger de doengas cronicas ndo transmissiveis, bem como de doengas

osteometabdlicas em idades mais avangadas.

1.1. Tecido dsseo
O osso ¢ um tecido dindmico, que tem como funcdo a prote¢dao, locomocao e
suporte, além de ser um reservatdrio de célcio, promovendo a homeostase mineral
(ELIAZ; METOKI, 2017; RALSTON, 2005). O tecido 6sseo tem constante atividade
durante a infancia com crescimento longitudinal do osso, periodo pelo qual ele cresce. Na

fase adulta ha o equilibrio entre a formagdo e a reabsor¢ao dssea, enquanto na velhice hé



um predominio da reabsor¢do 6ssea, sendo que em mulheres na pds-menopausa a perda
Ossea ¢ acentuada devido a reducgdo dos niveis de estrogénio (AIRES, 2012).

A homeostase 0ssea depende do equilibrio entre a formagao, promovida pelos
osteoblastos, e a reabsorcdo, pelos osteoclastos. Sdo controladas por fatores locais e
fatores sistémicos (ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006).

O osso ¢ um tecido metabolicamente ativo, portanto ¢ sensivel a mudangas
nutricionais, metabolicas e hormonais (BRANDAO; VIEIRA, 1999). Por isso as
alteracdes internas e externas ao individuo podem afetar tanto a aquisi¢do da massa dssea,
quanto o equilibrio da homeostase 6ssea, ou ainda acelerar o processo de perda dssea
natural, levando a doengas osteometabolicas e aumentando o risco de fraturas

osteoporoticas.

1.2. Dieta de cafeteria

Modelos experimentais em animais sdo uma alternativa importante no estudo de
diversas condi¢des clinicas e seus efeitos sobre 6rgaos e tecidos. Neste sentido, a dieta de
cafeteria ¢ um modelo de inducdo a obesidade composta por alimentos de alta densidade
energética e altamente palataveis, podendo ser utilizados ingredientes como refrigerante,
chocolate, biscoito, leite condensado, entre outros produtos ultraprocessados (SHAFAT;
MURRAY; RUMSEY, 2009). Este tipo de dieta, diferentemente da dieta hiperlipidica,
assemelha-se mais a génese da obesidade e sindrome metabodlica, pois em sua composicao
contém carboidratos simples e gordura saturada, provenientes dos alimentos
industrializados que a populacdo consome, tipicos do padrdo alimentar ocidental

(BUYUKDERE; GULEC; AKYOL, 2019; SAMPEY et al., 2011).

1.3. Tecido adiposo e osso

A relacdo entre tecido adiposo e osso ainda € pouco esclarecida e contraditoria.
A obesidade foi considerada, por muito tempo, como protetora 6ssea, devido a sua
correlacdo entre o peso corporal e a densidade mineral 6ssea (DMO), por meio do
aumento da sobrecarga mecanica estatica (PAULA; ROSEN, 2010). Todavia, dados mais
recentes mostram que essa correlacdo positiva € inexistente e pode ainda representar uma
correlacdo negativa (BARTELT et al., 2010; ZHAO et al., 2007).

A idade e a maturacdo esquelética e hormonal sdo fatores que influenciam
diretamente no metabolismo 0sseo, por isso os relatos na literatura envolvendo dietas

hiperlipidicas ou dietas hipercaldricas sdo conflitantes. O processo de aquisi¢do e



manutengdo 6ssea se difere nos diferentes estdgios da vida, por isso a importancia de se
investigar o efeito do consumo hipercalérico durante a infancia e adolescéncia, periodo

critico para a qualidade dssea, com repercussdes nas idades mais avangadas.

1.4. Propriedades 0sseas
O processo de perda 6ssea ¢ assintomatico e pode ser influenciado pelo contetido
e metabolismo 6sseo, sendo necessarias medi¢cdes para detectar possiveis alteracdes.
Conbhecer e avaliar as propriedades 0sseas ¢ de suma importancia pois permite prevenir e

diagnosticar a perda dssea, bem como falhas no processo de remodelacdo dssea.

1.4.1. Densitometria dssea
A densitometria 6ssea ¢ considerada um método eficaz para medir o conteudo

mineral 6sseo através da absormetria de dupla emissdo de raios-x (WHO, 2003).

1.4.2. Analise mecanica

A resisténcia dos ossos pode ser avaliada pelas suas propriedades mecanicas. Os
ensaios mecanicos sdo andlises que permitem avaliar o comportamento mecanico dos
materiais frente a determinado carregamento (RODRIGUES, 2003; SHIMANO,
VOLPON, 2009).

1.4.3. Microtomografia computadorizada (micro-CT)

As imagens tridimensionais (3D) t€m sido utilizadas com o objetivo de melhor
compreendimento sobre a microarquitetura 6ssea. Nos laboratorios de pesquisa o uso da
micro-CT ¢ considerado padrdo ouro para andlises da microarquitetura dssea, pois 0s
pardmetros geométricos do osso podem ser detectados com precisdo e sdo obtidos

informacodes detalhadas sobre o osso trabecular (PARTICELLI, 2012).

2. OBJETIVO
2.1. Objetivo geral
Avaliar os efeitos da dieta de cafeteria na qualidade 6ssea de ratos em crescimento,

por meio da densidade mineral dssea, resisténcia mecanica e microarquitetura trabecular.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos da dieta de cafeteria na resisténcia a insulina.



- Avaliar os efeitos da dieta de cafeteria sobre os niveis séricos de colesterol total.

- Avaliar os efeitos da dieta de cafeteria na quantidade de tecido adiposo branco.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Etica experimental

Este trabalho seguiu as normas descritas pelo Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal, do Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdrio
(SBCAL/COBEA) e do International Guiding Principles for Biomedical Research
Involving Animals. Este Projeto de Pesquisa foi aprovado para sua realizagdo pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto/Universidade de Sdo Paulo (FMRP/USP) protocolado com o nimero 061/2017
(ANEXO A).

3.2. Animais experimentais

Foram utilizados 18 ratos machos da linhagem Wistar, com massa corporal entre
60 e 65 gramas. Os animais foram adquiridos do Servigo de Biotério da Prefeitura do
Campus de Ribeirdo Preto da USP com 21 dias de desmame, sendo alojados durante 14
dias no Biotério do Laboratério de Bioengenharia da FMRP/USP como forma de
adaptacdo ao biotério, e aos 35 dias de vida dos animais o experimento foi iniciado. Os
animais foram alojados em gaiolas individuais e permaneceram em ambiente com
temperatura de 22 + 2°C, unidade de 55 — 60% e ciclo 12 h claro/escuro. A alimentagdo

e agua foram oferecidas ad libitum.

3.3. Grupos experimentais
Os animais foram distribuidos em 2 grupos (n=9). O quadro 1 apresenta a divisdo

dos grupos experimentais.

Quadro 1: Grupos experimentais.

Grupos Sigla Procedimentos

Dieta de cafeteria DC Animais livres na caixa e alimentados com dieta de
cafeteria durante dez semanas

Controle CONT Animais livres na caixa alimentados com ragdo padrdo
durante dez semanas




3.4. Dietas

O célculo estimado para o consumo didrio foi realizado, sendo que a ragdo
oferecida foi sempre superior ao consumo estimado para que os animais nao tivessem
restri¢do alimentar. A quantidade restante era pesada em uma balanga da marca Marte®,
modelo AC-2000 da FMRP/USP, e subtraida da quantidade fornecida de modo que houve
o controle da quantidade de ragdo consumida semanalmente pelos animais.

A ragdo padrdo utilizada foi a Nuvilab® CR-1 autoclavavel (Nitrival Nutrientes,
Guarani, Brazil), fornecida pelo Biotério Central da Prefeitura do Campus USP de
Ribeirdo Preto.

Para obtencdo da dieta de cafeteria, a ragao padrdo de biotério foi triturada, e
posteriormente adicionados chocolate ao leite, amendoim torrado com sal e bolacha
maisena a sua composi¢do (ESTADELLA et al., 2004). As propor¢des para producio da
dieta de cafeteria foram 3:2:2:1 respectivamente. Para confeccdo dos peletes, foi
adicionada 4gua morna a mistura dos ingredientes, somente o necessario para formar uma
massa, e depois foi modelada em forma de cilindros e reservados em recipientes na estufa
de aquecimento a 60°C até ficarem secos (Figura 1). A ragdo para dieta de cafeteria foi
manipulada no Biotério do Laboratorio de Bioengenharia da FMRP/USP. A dieta foi
administrada durante 10 semanas no grupo Dieta de Cafeteria (DC). A tabela 1 mostra a
composi¢ao nutricional dos alimentos utilizados para a confec¢@o da dieta de cafeteria e

a tabela 2 mostra a diferenga da composi¢ao centesimal entre as duas dietas.

Tabela 1: Composicao nutricional dos alimentos utilizados na confecgdo da dieta de cafeteria.

Energia  Carboidratos  Proteina Lig'tgilss Fibra Sédio
Kcal/100g g/100g g/100g o/100g g/100g mg/100g
Chocolate
fracionado ao leite 5444 64 2,8 30,8 2,4 31,2
(Harald)
Amendoim ¢/ sal
(Vo6 Délia 630,0 20 25,0 50 7,8 370,0
Amendoim)
Biscoito Maisena
(Elbi’s) 390,1 70 6,6 9,3 3,3 300,0

Fonte: Dados obtidos através das embalagens dos alimentos.

Tabela 2: Composic¢ao centesimal da dieta padrdo do biotério e dieta de cafeteria.

Energia Carboidrato Proteina Lipidios Fibra Sodio
Kcal/100g g/100g g/100g totais g/100g g/100g mg/100g
Dieta N N o
padrio 308 46 (60%) 22 (28%) 4 (12%) 7 270
Dieta de 508 S2(41%)  18(14%) 25 (45%) 6 265
cafeteria

Fonte: Dados da dieta padrao e dieta de cafeteria obtidos pela embalagem.
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Figura 1: Etapas do processo de confecgdo dos peletes da dieta de cafeteria.

B) Mistura dos alimentos triturados. C) Adigdo de 4gua morna para formar uma massa. D) Moldar a
massa em forma de peletes e deixar secar.
Fonte: arquivo proprio.

3.5. Controle do peso corporal
A mensuragao do peso dos animais foi realizada uma vez por semana. A pesagem
foi realizada individualmente, com os animais acomodados em uma caixa pléstica e
pesados em uma balanga técnica (C&F Modelo P15, Ribeirdo Preto, Brasil) com
capacidade de até 1500g e divisdo de 5g, pertencente ao Laboratorio de Bioengenharia da

FMRP/USP.

3.6. Teste de tolerancia a insulina (TTI)

O Teste de Tolerancia a Insulina foi realizado em todos os animais dois dias antes
da eutandsia. Para tanto, utilizou-se uma dose de 1U de insulina humana/kg de peso do
animal, administrada via intraperitoneal.

As medidas de glicemia foram feitas no tempo basal, 15, 30, 45, 60, 90 e 120

minutos apos a injecdo da insulina. A coleta do sangue foi feita através de uma picada na
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regido distal da cauda, dosando-o imediatamente apds as coletas, utilizando um aparelho
de glicosimetria (Optium mini Abott®).
A partir dos resultados foi criada uma curva glicémica pelo tempo. A area abaixo

da curva foi comparada em relagdo a variavel.

3.7. Eutanasia e coleta do material
Apos o periodo de 10 semanas experimentais, todos os animais foram mortos com
uma dose excessiva de anestésico xilazina (30 mg/kg) e ketamina (150 mg/kg) via
intramuscular. Imediatamente apds a morte, foi coletado de 6 a 8ml de sangue por meio
da pungdo cardiaca, e logo em seguida foi centrifugada para coletar a por¢ao sérica. Em
seguida, foram retirados o tecido adiposo branco (retroperitoneal) e pesadas
imediatamente, a tibia direita e o fémur esquerdo, sendo dissecadas e limpas das partes

moles e armazenadas em freezer a -20° C.
Para a obtengdo do Indice de Lee dos animais, foram medidos o comprimento
naso-anal e o peso total dos animais antes da eutanasia. O Indice de Lee dos animais foi
calculado utilizando a formula IL = (peso total)!’*/(comprimento naso-anal), sendo o peso

em gramas e o comprimento em centimetros (BERNARDIS, 1970).

3.8. Dosagem de colesterol total
O sangue coletado foi colocado em tubos sem a presenca de anticoagulante e,
posteriormente, foi centrifugado a 4°C, 2800 rpm durante 15 minutos para obtencdo de
sua por¢cdo sérica. As amostras de soro foram armazenadas individualmente e
identificadas em microtubos do tipo eppendorf® no freezer a -70°C, até o momento da
andlise. As dosagens bioquimicas de colesterol total foram analisadas utilizando kits

bioquimicos colorimétricos especificos (Labtest®).

3.9. Tecido adiposo
O tecido adiposo branco (retroperitoneal) foi pesado na balanga de precisao da
marca Marte®, modelo AC-2000, com precisdo de 0,01g, para verificar alteracdes no

peso da gordura provocadas pela dieta de cafeteria.

3.10. Densitometria 0ssea
A densidade mineral 6ssea (DMO) das tibias direitas (n=9) foi obtida através do
densitometro Dual-energy X-ray absorptiometry (DEXA), modelo DPX-IQ, Lunar® com

software adaptado para pequenos animais, com alta resolucao, pertencente ao Laboratorio
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de Bioengenharia da FMRP/USP. Para as andlises, os ossos foram descongelados com 24
horas de antecedéncia. Apds os 0ssos serem submersos em um recipiente plastico
contendo soro fisioldgico a 2 cm de profundidade, as tibias foram alinhadas, em seguida
escaneadas, e as imagens capturadas e analisadas. A regido analisada foi a regido

proximal das tibias, logo abaixo da placa de crescimento.

3.11. Ensaio mecénico
Apos a realizagdo da densitometria dssea, as tibias (n=9) foram submetidas ao
ensaio de flexdo de trés pontos, utilizando a Maquina Universal de Ensaios (EMIC® —
DL10000) do Laboratorio de Bioengenharia da FMRP/USP. Foi utilizado uma célula de
carga com capacidade de 500 N, uma pré-carga de SN e um tempo de acomodacao de 30
segundos. A velocidade de aplicacdo da forga foi de Imm/min e no sentido pdstero-
anterior da tibia. As propriedades mecanicas analisadas foram for¢a maxima (N) e rigidez

relativa (N/mm).

3.12. Micro-CT

Os fémures esquerdos (n=6) foram inicialmente armazenados em freezer -20C e
posteriormente, submetidos a 24 horas em solucdo de formol 10%, e entdo inseridos em
alcool 70% para serem transportados em caixas térmicas.

A andlise microtomografica foi realizada no Laboratorio de Instrumentacdo
Nuclear, LIN, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Um sistema micro-CT
de alta resolucdo (Vtomex M, General Eletric-GE) foi utilizado para quantificar os
parametros tridimensionais (3D) do fémur esquerdo. Os ossos foram escaneados a 65 kVp
e 318 pA, usando um filtro de aluminio de 1 mm, para otimizar o contraste, € um voxel
cubico de 18 pum?. As reconstrugdes de imagens 3D foram feitas usando o software
NRecon® (versao 1.6.9.8, BrukerTM, Kontich, Bélgica), que forneceu secc¢des
transversais axiais das estruturas internas das amostras. A regido de interesse delineada
foi na metéfise proximal do fémur, que contém principalmente osso trabecular (Figura 2).

A reconstru¢ao da metafise foi selecionada manualmente, comec¢ando 1,0mm
apos a placa de crescimento proximal por uma extensao de 1,5mm. Os ossos trabeculares
foram isolados, por meio de segmentagdao manual. O software CTAn® (versao 1.13.11.0,
BrukerTM, Kontich, Bélgica) foi utilizado para determinar o nivel de limiar ideal de
binarizag¢@o dos histogramas da imagem. O mesmo nivel limiar foi utilizado em todas as

amostras para os 0ssos trabeculares.
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A microarquitetura trabecular da metafise proximal foi caracterizada pela
determinagdo da fragdao do volume dsseo (BV/TV), espessura trabecular (Tb.Th), nimero
de trabéculas (Tb.N) e separagdo trabecular (Tb.Sp). A nomenclatura seguiu as
recomendacdes da American Society of Bone and Mineral Research (BOUXSEIN et al.,
2010). O software CTVol® (versdo 2.2.3.0, BrukerTM, Kontich, Bélgica) foi utilizado

para a aquisi¢do de imagens para visualizag¢do 3D.

Figura 2: Imagem 3D da regido de interesse marcada em vermelho (1,5 cm) na cabega femoral.

Fonte: arquivo proprio.

3.13. Analise estatistica
Os resultados foram descritos como média + desvio padrao.
Os dados foram testados quanto a normalidade através do teste de Shapiro-Wilk.
Se a distribui¢ao fosse normal utilizou-se o teste 7 Student. Se a distribuicdo nao fosse
normal utilizou-se o teste ndo paramétrico Mann-Whitney.
A analise estatistica foi realizada utilizando o programa SPSS® (IBM® Statistics)
versao 20.0, e foi adotado um nivel de significancia de 5%.

Para formatacao dos graficos foi utilizado o programa GraphPad Prism5®.
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4. RESULTADOS

4.1. Peso corporal

A partir da peso corporal de cada animal, fez-se a avaliacdo da média do peso
corporal dos grupos a cada semana (Figura 3).

Os dados apresentaram distruibui¢do normal no inicio do experimento (p=0,103),
1* semana (p=0,406) e 2* semana (p=0,051). Os dados ndo apresentaram distribui¢cdo
normal a partir da 3% semana (p=0,001), 4* semana (p<0,001), 5* semana (p<0,001), 6
semana (p=0,001), 7* semana (p=0,003), 8 semana (p=0,008), 9* semana (p=0,001) e 10*
semana (p=0,001).

Houve diferenca significativa entre os grupos somente na 1* semana do
experimento (p=0,016), sendo que os animais do grupo CONT tiveram uma média de
peso corporal maior que os animais do grupo DC.

Nao houve diferenca de peso corporal entre os animais no inicio do experimento
(p=0,184). A comparacdo do peso corporal, dos animais CONT e DC, também nao
apresentou diferenca na 2* semana (p=0,149), 3* semana (p=0,122), 4* semana (p=0,353),
5* semana (p=0,170), 6* semana (p=0,453), 7* semana (p=0,401), 8" semana (p=0,426),
9* semana (p=0,658) e 10? semana (p=0,965) de experimento.

A média de peso, ao final do experimento, do grupo DC foi de (686,11 £ 153,08)
g e do grupo CONT (682,22 £ 32,22) g.

Figura 3: Grafico do peso corporal dos animais a cada semana de experimento.

800
- DC

& CONT

)
)

Peso Corporal (g)
H
2

2004 S

Semanas

(A= periodo de adaptagdo; 0= inicio do periodo experimental) (* p<0,05)

Fonte: autoria propria.
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4.2. Indice de lee
A média dos valores estdo na tabela 3. Os dados apresentaram distribuicdo normal
(p=0,932) e pode-se observar que nao houve diferenca significativa entre os grupos

(p=0,889), ou seja, os animais apresentaram um peso € comprimento semelhantes.

Tabela 3: indice de lee dos grupos experimentais.
DC CONT P
Indice de Lee 0,390 £ 0,02 0,389 £ 0,02 0,889

Fonte: dados da pesquisa.

4.3. Consumo de racao

4.3.1. Consumo de racio em gramas

O consumo de ra¢do em gramas entre 0s grupos experimentais esta representada
na figura 4A.

Os dados nao apresentaram distribui¢do normal na 1* semana (p=0,006), 2*
semana (p=0,036), 3* semana (p=0,034), 4* semana (p=0,034), 5* semana (p=0,046), 6
semana (p=0,001) e 7* semana (p=0,003). Os dados apresentaram distribui¢ao normal na
8* semana (p=0,091), 9* semana (p=0,088) e 10* semana (p=0,187).

Houve diferenca significativa para o consumo de ra¢do em gramas durante todo o
experimento, 1? semana (p=0,012), 2* semana (p=0,007), 3* semana (p=0,001), 4* semana
(p=0,024), 5* semana (p=0,003), 6* semana (p<0,001) e 7* semana (p<0,001), 8* semana
(p<0,001), 9* semana (p<0,001) e 10* semana (p<0,001), sendo que os animais do grupo
CONT consumiram uma quantidade maior de racdo em gramas durante todo o

experimento em comparacao com os animais do grupo DC.

4.3.2. Consumo de raciao em kilocalorias (kcal)

O consumo de ragdo em kcal entre os grupos experimentais esta representada na
figura 4B.

Os dados nao apresentaram distribui¢do normal na 1% semana (p=0,004), 6*
semana (p=0,033), 9% semana (p=0,005) e 10* semana (p=0,038). Os dados apresentaram
distribuicdo normal na 2* semana (p=0,139), 3* semana (p=0,603), 4* semana (p=0,203),
5* semana (p=0,203), 7* semana (p=0,190) e §8* semana (p=0,116).

Houve diferenca significativa para o consumo de racdo em kcal na 1* semana

(p=0,001), 2* semana (p=0,004), 3* semana (p=0,027), 4* semana (p=0,009) e 5* semana
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Consumo de ragéo (g)

(p=0,041), sendo que os animais do grupo DC consumiram uma quantidade maior de

calorias quando comparado com os animais do grupo CONT.

Nao houve diferenca significativa a partir da 6* semana (p=0,070), 7* semana

(p=0,129), 8" semana (p=0,331), 9* semana (p=0,122) e 10* semana (p=0,270).

O quadro 2 apresenta o consumo total de racdo entre os grupos em gramas e kcal.

Figura 4: Graficos do consumo de ragdo dos animais a cada semana de experimento.

3004 *

2004 F*/._.\Fﬁ\’_._‘\.

1004

B

12004

- DC
CONT
800
600+
4004

200

Consumo de ragao (kcal)

*
1000 '——'/._\.—-\._‘__-
\-

T T T T T T T T T T
12 22 3 4 5 6 7° 8 9 10°
Tempo (semanas)

T T T T T T T T T T
12 22 32 4* 52 6 7 8 92 10°
Tempo (semanas)

A) Consumo de ragdo em gramas. B) Consumo de ragdo em quilocalorias. (* p<0,05)

Fonte: autoria propria.

Quadro 2: Consumo total de racdo em gramas e kcal dos grupos experimentais.

- DC
CONT

DC CONT
Consumo total (g) 17.472,47 24.502,25
Consumo total (kcal) 88.864,98 75.466,93

Gramas (g); quilocalorias (kcal).

4.4. Teste de toleriancia a insulina

Na avaliacdo do teste de tolerancia a insulina foi possivel observar que o mais

baixo nivel ocorreu aos 90 minutos nos grupos DC e aos 120 minutos no grupo CONT

(Figura 5). Foram avaliadas as dreas abaixo da curva para comparacao entre 0s grupos.

Os dados apresentaram distribuicdo normal (p=0,099) e apresentaram diferenga

significativa na resposta glicémica em relagdo a insulina (p=0,041), sendo que os animais

do grupo DC tiveram uma maior area abaixo da curva, ou seja, elevado nivel glicémico e

sugestivo de menor sensibilidade a insulina, quando comparado com os animais do grupo

CONT.
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Figura 5: Grafico da glicemia dos animais em relagdo ao tempo.
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Fonte: autoria propria.

4.5. Colesterol total
O nivel de colesterol total dos grupos esta representado na Figura 6. Os dados para
colesterol total apresentaram distribui¢do normal (p=0,785). A média do colesterol total
do grupo DC foi de (69,66 = 7,23) mg/dl e do grupo CONT (57,41 + 9,27) mg/dl. Houve

diferenga estatistica entre os grupos (p=0,048).

Figura 6: Grafico do colesterol total dos grupos experimentais.
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Fonte: autoria propria.

4.6. Tecido adiposo
Os dados do tecido adiposo branco (TAB) estdo representados na Figura 7. Os

dados apresentaram distribui¢ao normal (p=0,089).
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A média do TAB do grupo DC foi de (17,94 + 7,73) g e do grupo CONT (8,44 +
2,78) g. Houve uma diferenca significativa entre os grupos (p=0,006).

Figura 7: Graficos do tecido adiposo dos grupos experimentais.
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Fonte: autoria propria.

4.7. Densitometria ossea
Com a densitometria foram obtidas a DMO da regido proximal (Figura 8). Os
dados apresentaram distribuicdo normal (p=0,825). A média da DMO proximal do grupo
DC foi de (0,133 £0,017) g/cm? e do grupo CONT (0,150 + 0,017) g/cm?, apresentando

diferenga significativa entre os grupos (p=0,047).

Figura 8: Grafico da densidade mineral 6ssea da regido proximal.
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Fonte: autoria propria.
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4.8. Ensaio mecanico

Os dados apresentaram distribuicdo normal para a rigidez (p=0,860) e forca
maxima (p=0,949).

A média da rigidez do grupo DC foi de (102,62 £ 26,15) N/mm e do grupo CONT
(143,59 + 14,65) N/mm, havendo diferenca significativa entre os grupos (p=0,001)
(Figura 9A).

A média da for¢a maxima do grupo DC foi de (76,6 £ 18,60) N e do grupo CONT
(89,4 £ 8,57) N. Nao houve diferenca significativa entre os grupos para os valores de

forca maxima (p=0,079) (Figura 9B).

Figura 9: Gréficos das propriedades mecéanicas dsseas dos grupos experimentais.
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Fonte: autoria propria.
4.9. Micro-CT

A figura 10 representa as imagens 3D da regido de interesse na cabeca femoral,
na qual é possivel observar qualitativamente que as trabéculas do grupo DC estdo mais
finas do que o do grupo CONT.

Os dados apresentaram distribuicdo normal para BV/TV (p=0,736), Tb.Th
(p=0,196), Tb.N (p=0,491) e Tb.Sp (p=0,991).

Asmédias do BV/TV, Tb.Th, Tb.N e Tb.Sp do grupo DC foram, respectivamente:
(17,87 £3,36) %, (0,084 + 0,006) mm, (2,09 £ 0,28) 1/mm, (0,576 £ 0,087) mm.

As médias do BV/TV, Tb.Th, Tb.N e Tb.Sp do grupo CONT foram,
respectivamente: (17,72 £ 1,78) %, (0,095 £ 0,005) mm, (1,86 £ 0,19) 1/mm, (0,649 +
0,063) mm.
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Houve diferenca significativa entre os grupos para Tb.Th (p=0,011). Os demais
parametros nao houve diferenca significativa, BV/TV (p=0,925), Tb.N (p=0,131) e Tb.Sp
(p=0,126) (Figura 11).

Figura 10: Cortes transversais da microarquitetura trabecular da regido de interesse na cabega femoral.

A B

A) Corte transversal da cabega femoral no inicio da regido de interesse. B) Corte transversal da cabeca

femoral na metade da regido de interesse. As setas vermelhas indicam a posic¢ao na regido de interesse, das
imagens do corte transversal. Analisando a imagem ¢ possivel observar que as trabéculas do grupo DC

estdo mais finas do que as do grupo CONT.
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Figura 11: Gréficos dos parametros trabeculares analisados pela micro-CT.

A B
251 0.12-
0.1
= 20- T 3
= \ N E 0.10 * !
> \ ~
'§ N\ Y E 0.00-
o 154 =
0.08
10 T T 0.07 T «.
O & )
Q c}oé Q oo‘;
C D
2.6- 0.8-
2.4- |
— __ 0.7 <
E 2.2 E \\\\\\\
= | £ NN\
T 2.04 \ o 0.6
z A @
g 1.8-
= N\ " 0.5
1.6+ 1
14 T T 0.4 T T
© & o &
o > 9 $
) )

A) Fracao do volume 6sseo pelo volume total (BV/TV). B) Espessura trabecular (Tb.Th). C) Numero de
trabéculas (Tb.N). D) Separagido trabecular (Tb.Sp). (* p<0,05)

Fonte: autoria propria.

5. DISCUSSAO

O alto consumo de alimentos hipercaloricos ricos em carboidratos simples e
gorduras saturadas, predominantes da sociedade ocidental, se deve pelo fato de sua
praticidade e palatabilidade, e pode influenciar diversos problemas metabdlicos
prejudiciais a satde, por exemplo a obesidade e suas comorbidades. Além disso, uma
alimentagdo desequilibrada nutricionalmente pode afetar negativamente a aquisi¢cao de
massa 0ssea maxima durante o crescimento, com repercussdes osteometabolicas na fase
adulta (WHO, 2003). O tecido adiposo e o osso possuem uma relacdo complexa. Os
adipocitos e osteoblastos compartilham uma mesma célula precursora na medula dssea,
e fatores que estimulam a adipogénese podem interferir na diferencia¢do dos osteoblastos,
diminuindo a formacgao 6ssea (POLLOCK, 2015; ROSEN; BOUXSEIN, 2006). Portanto,
o presente estudo teve como objetivo estudar os efeitos da alimentagdo hipercaldrica,

utilizando a dieta de cafeteria, na qualidade dssea de ratos em crescimento.
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As dietas com perfil hipercalorico sdo produtos da utiliza¢ao de ingredientes com
alto teor de gorduras saturadas e carboidratos simples. No presente estudo foram
adicionados a ra¢do padrdo do biotério, o chocolate ao leite, amendoim torrado com sal e
biscoito maisena para a producdo da dieta de cafeteria, possuindo 200 kcal a mais que a
racdo padrao, em 100g. Esse tipo de dieta mostra um bom desempenho em induzir
quadros de obesidade e desordens metabodlicas, como resisténcia a insulina e diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) (SAMPEY et al, 2011; HIGA et al., 2014). Além disso,
correspondem fielmente ao habito alimentar de grande parte da populacdo, caracterizada
pela abundancia na oferta e consumo de alimentos que apresentam esse perfil
(BUYUKDERE; GULEC; AKYOL, 2019).

Os estudos experimentais sdo realizados com o intuito de obter uma avaliagdo
mais especifica do comportamento morfoldégico e mecanico dos materiais bioldgicos
(AERSSENS, 1998). Portanto o objetivo do estudo em animais ¢ conhecer o impacto de
uma variavel, neste caso a dieta de cafeteria, no osso. Dessa forma, o estudo com animais,
além do aspecto ético permitiu o controle e padroniza¢do das amostras para garantir a
credibilidade do resultado.

O presente estudo avaliou ratos em crescimento para compreender os primeiros
efeitos fisiologicos do consumo de alimentos hipercaldricos sobre o osso. Esse estudo ¢
relevante, considerando a alta epidemia de obesidade infantil, uma vez que as criangas
sdo facilmente atraidas pelos alimentos industrializados, ricos em agucares e gorduras
(DE ONIS; BLOSSNER; BORGHI, 2010). Além disso, o efeito da obesidade no
esqueleto, durante o crescimento, ainda ndo foi totalmente explicado e compreendido.
Apesar de ocorrer maiores riscos de fraturas em criancas obesas (STAGI et al., 2013),
muitas vezes a DMO estd aumentada nesses individuos. Uma vez que o consumo de dietas
pode afetar a aquisi¢do de massa Ossea, o entendimento dessa relagdo precocemente €
necessario, ja que a aquisicao insuficiente de massa 6ssea pode refletir em problemas
osteometabdlicos futuros (MORAIS; BURGOS, 2007).

A mineralizagdo confere ao tecido 6sseo dureza, caracteristica essencial para o
desempenho das fung¢des estruturais de sustentacdo e protecdo. Além disso ¢ importante
para a fun¢do metabdlica do osso atuar como reservatorio de calcio e fosforo (RALSTON,
2005). A DMO fornece informagdes sobre a disposi¢ao de minerais em dada superficie
6ssea. O desequilibrio desse fator causa alteracdes metabdlicas com grande prejuizo
estrutural e funcional. Nelson et al. (1998) demonstrou que uma dieta rica em gorduras

pode interferir na absorc¢do do célcio intestinal, diminuindo a sua biodisponibilidade para
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a formacao dssea. O cdlcio ¢ um mineral importante para diversas fungdes organicas, e
se 0 consumo de calcio didrio ndo ¢ adequado e ha uma diminui¢do da sua concentracio
na corrente sanguinea, o 0sso por meio da reabsor¢ao, mobiliza este ion para manter a
calcemia, e consequentemente diminui a sua DMO (RIGGS; MELTON, 1983). A dieta
de cafeteria diminuiu a DMO da regido proximal, ou seja, a alimentagao hipercaldrica foi
capaz de interferir na mineralizagdo do 0sso.

A densitometria Ossea ¢ considerada padrdo ouro para determinar fragilidade
Ossea, no entanto ndo avalia alteragdes microestruturais e metabolicas (DONNELLY,
2011; JIANG; JIANG; DAL 2007), sendo este realizado pela analise da microarquitetura
trabecular pela micro-CT. As alteracdes no processo de remodelagdo dssea sdo mais
perceptiveis no osso trabecular, visto que possui mais superficies estruturais para a
reabsor¢do e/ou formacdo. Analisando qualitativamente as imagens 3D da regido
trabecular, ¢ possivel observar que as trabéculas dos animais que receberam a dieta de
cafeteria ficaram mais finas. Esta observagdo ¢ comprovada com os parametros avaliados
pela micro-CT, no qual os animais alimentados com a dieta de cafeteria apresentaram
uma espessura trabecular menor em comparagao com os animais alimentados com a dieta
padrdo, ou seja, as trabéculas ficaram mais finas.

O comportamento mecanico de uma estrutura ¢ determinado pela geometria e pela
composicao do material. O ensaio mecanico ¢ um dos melhores métodos para caracterizar
a resposta mecanica e avaliar o efeito da alimentagdo na resisténcia 6ssea. Para tanto,
complementar o estudo morfolégico do 0sso ao ensaio mecanico nos permitiu ter uma
visdo mais abrangente dos aspectos sobre a qualidade do osso e sua capacidade para
resistir a fraturas (SHARIR; BARAK; SHAHAR, 2008).

Ao submeter um material a uma tensdo ele tende a sofrer deformagdo, até a
ruptura. A rigidez ¢ a inclinagdo da curva tensdo x deformagdo e corresponde a
capacidade do corpo de prova de sofrer uma deformagdo sob determinada carga. A carga
maxima que a amostra suporta até sua ruptura ¢ chamada de for¢a méxima e representa a
resisténcia do material (SHARIR; BARAK; SHAHAR, 2008). As propriedades
mecanicas avaliadas em nosso trabalho foram a forca maxima e a rigidez relativa, devido
a irregularidade da area da seccdo transversal do corpo de prova avaliado.

No ensaio mecanico do presente estudo houve diferenca significativa no
comportamento de acordo com a varidvel dieta, no qual a rigidez relativa foi menor nos
grupos que receberam a alimentagdo hipercalorica. Isto pode ser explicado pela menor

DMO observada nos animais alimentados com a dieta de cafeteria, pois uma correta

24



mineralizacdo confere rigidez ao osso. Existem evidéncias na literatura que o consumo
de dietas ocidentais, que sdo ricas em gorduras hiperlipidicas e baixas em célcio, reduzem
a massa ossea ¢ diminuem a resisténcia biomecanica dos ossos de ratos (IONOVA-
MARTIN, 2010; WARD, 2003).

A alimentacao hipercaldrica ¢ fator predisponente da resisténcia a insulina, pois
ha o acimulo de lipidio no tecido, bem como a hipertrofia do tecido adiposo, e isto pode
desencadear resisténcia a insulina (GUSTAFSON et al., 2015). A insulina estd envolvida
no metabolismo e, muitas vezes, sua capacidade secretora ndo ¢ capaz de atender ao
aumento da demanda ou hd uma falha na sinalizacdo em seus receptores. Portanto, a
resisténcia a insulina € caracterizada pela incapacidade da insulina em otimizar a absor¢ao
de glicose (PEREIRA; FRANSISCHI; LANCHA JR, 2003). A queda de glicose apods
aplicagdo de insulina se da pela captagdo de glicose pelos tecidos sensiveis a insulina e
pela inibicao da liberacdo de glicose. Sendo assim, uma maior queda de glicose sugere
maior sensibilidade a insulina (GELONEZE; TAMBASCIA, 2006).

No presente estudo o grupo que recebeu a dieta de cafeteria teve uma area abaixo
da curva glicémica maior em compara¢do com o grupo com a dieta padrdo, sendo
observado uma diferenga estatistica significante, corroborando com os achados de Jinior
e Seraphim (2012), em que os animais alimentados com dieta de cafeteria apresentaram
uma menor sensibilidade a insulina. A composi¢do da dieta ¢ determinante para o efeito
bioldgico, uma vez que o teor de gordura total, o tipo e quantidade de alimento utilizado
e a duracdo de tempo em que os animais ficam expostos a dieta sdo fatores que
influenciam o metabolismo lipidico bem como a resisténcia a insulina.

A captagdo de glicose pelos tecidos ¢ fundamental, e o desequilibrio deste
mecanismo pode causar DM2. Ademais, a resisténcia a insulina, bem como a diabetes,
além de causar problemas renais e cardiovasculares, tem sido descrita como fator
prejudicial para a qualidade 6ssea (PICKE et al., 2019). Segundo estudo de Farr e Khosla
(2016), pacientes com DM2, geralmente possuem DMO normal, implicando
anormalidades na forca e/ou microarquitetura dos ossos. No entanto, em animais a baixa
formacdo oOssea também ¢ uma caracteristica da DM2, enquanto o parametro da
reabsorcdo dssea estd aumentado (HAMANN et al.,, 2014). No presente estudo, os
animais alimentados com a dieta de cafeteria apresentaram uma menor sensibilidade a
insulina, contribuindo para a diminui¢do da DMO e consequente deterioracdo da

qualidade Ossea.
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A avaliagdo do peso corporal demonstrou que ao final do periodo experimental os
animais ndo apresentaram diferenca estatistica. Nao foi avaliado o gasto energético dos
animais, mas foi possivel observar uma menor ingestao em gramas da dieta de cafeteria,
em comparacao a dieta padrdo durante todo o experimento. Esses achados sugerem que
a dieta, logo ap6s o desmame, revelou uma possivel resposta adaptativa nos animais para
manuten¢do do peso, relacionados ao consumo de energia, visto que a energia
armazenada pode ter sido suficiente para suprir o gasto energético, consumindo uma
menor quantidade de alimento, porém maior quantidade de calorias.

E importante avaliar o perfil lipidico, como o colesterol total, além da
quantifica¢do do tecido adiposo branco, para observar se a dieta hipercalérica alterou
estes parametros, uma vez que neste presente estudo nao houve diferenca de peso entre o
grupo controle que recebeu a ragdo padrao do biotério e o grupo que recebeu a dieta de
cafeteria.

De acordo com Higa et al. (2014) ndo foi observado diferenga no ganho de peso
em camundongos alimentos com dieta de cafeteria durante 12 semanas, mas notaram
aumento da gordura visceral e alteragdes no perfil lipidico, corroborando com os nossos
achados, em que ndo houve diferenga estatistica de peso entre os animais dos grupos
experimentais e sem diferenga significativa na comparacao do indice de lee, considerada
um indice de mensuragao de obesidade (BERNARDIS, 1970). Todavia, houve um maior
acimulo de tecido adiposo branco nos ratos que consumiram a dieta de cafeteria, em
comparagdo aos grupos que consumiram a dieta padrio, sugerindo que uma alimentacao
hipercalorica é capaz de induzir o acumulo de tecido adiposo, como forma de estocagem
de energia.

A obesidade pode afetar o metabolismo 6sseo por diversos mecanismos, pois esta
associada a um estado cronico de inflamag¢do, aumentando a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias que podem estimular a atividade dos osteoclastos e consequente reabsor¢ao
6ssea (CAO, 2011). Nao foram dosadas adipocinas que regulam a relagdo entre gordura
e 0ss0, além dos marcadores do metabolismo dsseo, caracterizando uma limitacao deste
estudo. Entretanto, acreditamos que com nossos resultados, ¢ possivel observar um efeito
local na estrutura esquelética em resposta a dieta de cafeteria.

Além disso, a dieta de cafeteria foi capaz de aumentar o nivel de colesterol total
dos animais. A alta ingestdo lipidica promove o acumulo de gordura no corpo, sendo
promotor da hiperfagia, ganho de peso e consequente aumento do tecido adiposo

(SAMPEY et al., 2011). O perfil lipidico da dieta de cafeteria utilizada no presente estudo
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foi de 45% do valor calérico total (VCT). E visto na literatura que a hipercolesterolemia
estd relacionada com o desenvolvimento da osteoporose, por meio do aumento da
atividade dos osteoclastos (PELTON et al., 2012; MANDAL, 2015; YOU et al., 2011).
Este parametro alterado pode ter sido um dos fatores que interferiram na qualidade 6ssea,
além das outras alteracdes metabdlicas que os animais desenvolveram.

De maneira geral, os resultados aqui apresentados sugerem que a dieta de
cafeteria, foi capaz de provocar alteragdes negativas ao metabolismo 6sseo, lipidico e
glicidico. O presente estudo ¢ de grande relevancia, devido a alta prevaléncia de
obesidade decorrentes do alto consumo de alimentos hipercaléricos e as contradigdes
sobre a relacdo do tecido adiposo e osso. Dessa forma, sugere-se realizar mais estudos
sobre o tema avaliando os marcadores do metabolismo 6sseo e adipocinas, para
compreender melhor as alteragdes no padrio da remodelagdo Ossea que este tipo de dieta

pode provocar no organismo.

6. CONCLUSOES

De acordo com os nossos achados, com base nas metodologias e limitagdes
verificadas no presente trabalho, foi possivel concluir experimentalmente que durante o
crescimento, a dieta de cafeteria provocou alteragdes no perfil lipidico e glicidico de ratos,
aumentou a quantidade de tecido adiposo com peso corporal semelhante ao grupo
controle, e foi capaz de diminuir a DMO, rigidez dssea e causar deterioragdo visivel na

microarquitetura trabecular.
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ANEXOS

ANEXO A — Aprovagio da Comissiio de Etica em Experimentaciio Animal
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§ % UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo intitulado “Efeitos da dieta hipercalérica
associada ao sedentarismo em ossos de ratos”, registrado com o nimero 061/2017, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Antonio Carlos Shimano, envolvendo a produgio,
manuten¢do ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos) para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n® 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009 e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA),
¢ foi APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo em reunido de 29 de maio de 2017.

Este Protocolo prevé a utilizagio de 40 ratos Wistar machos pesando 60g
oriundos do Servigo de Biotério da Prefeitura do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade
de Sdo Paulo. Vigéncia da autorizagdo: 29/05/2017 a 03/07/2018.

We certify that the Protocol n® 06172017, entitled “Effects of hypercaloric diet assoclated with sedentarism in
rats bone™, is in accordance with the Ethical Principles in Animal Research adopted by the National Council for
the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by the Local Animal Ethical Committee
from Ribeirdo Preto Medical School of the University of S3o Paulo in 05/29/2017. This protocol involves the
production, mai ¢ or use of animals from plnylum Chordata, subplylum Vertebrata (except humans) for
rescarch purposes, and includes the use of 40 male Wistar rats weighing 60g from the Central Animal House of
Ribeirdo Preto Medical School, University of Sio Paulo, This certificate is valid until 07/03/2018.
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