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INTRODUCAO

A obesidade ¢ uma doenga cronica nao transmissivel, que apresenta elevada prevaléncia no século
XXI (KUSHNER, 2018). E um fator de risco importante para doencas cardiovasculares, distarbios
neurologicos e diabetes (LIAO, et al, 2020), sendo associada ao acimulo de adipécitos e gordura
visceral (DE OLIVEIRA, et al, 2017).

Os danos ocasionados pela obesidade podem ser diminuidos através da perda de peso, entretanto,
sustentar o peso perdido ¢ considerado algo dificil (ABESO, 2016). A manutencdo da perda do
peso corporal pode causar efeitos nos parametros fisioldgicos e moleculares, como aumento da
sensibilidade a insulina (ROUMANS, et al, 2016). Alteracdes relacionadas a obesidade dificultam
os processos fisioldgicos, podendo comprometer o sistema imunoldgico, causar anemia e disturbios
metabolicos, além de atrasar a cicatrizacao de feridas (HAJAM, RAI, 2020).

Estudos em humanos e animais sugerem que o jejum intermitente poderia ser mais eficiente,
comparado a restri¢ao continua de energia, no que diz respeito a varias condi¢des benéficas de saude,
como a ativagao de células do sistema imunologico, dentre as quais estdo os linfocitos (SEIMON,
et al, 2016). Contudo, apesar da série de estudos ja desenvolvidos acerca dos regimes alimentares,
existem questdes a serem esclarecidas, como as relativas as mudangas nos parametros hematologicos
impostas por diferentes regimes alimentares. Portanto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar
os efeitos de diferentes regimes alimentares sobre parametros hematologicos de ratos Wistar obesos.
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METODOLOGIA

Animais: Estudo experimental e in vivo, no qual foram utilizados 32 ratos Wistar (Rattus norvegicus
albinus) machos, com trés a quatro semanas de idade, provenientes e mantidos no biotério da UNIJUI
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em caixas forradas com maravalha, sob iluminacao artificial com ciclos claro-escuro de 12 horas, em
temperatura ambiente a 22 + 2°C, umidade relativa de 50-60% e livre acesso a agua.

Delineamento experimental: Realizou-se ao longo de 3 etapas desenvolvidas em 18 semanas, sendo
a primeira com duracdo de oito semanas, a segunda de seis semanas e a ultima de quatro semanas. Os
grupos experimentais se diferenciam em cada etapa em funcdo do respectivo objetivo, relacionado
aos diferentes regimes alimentares, conforme detalhado a seguir.

Etapa 1: Regime alimentar para ganho de peso: inicialmente, 32 ratos Wistar machos foram
submetidos a oito semanas de dieta hiperlipidica (High fat diet - HDL) ad libitum, com o intuito de
induzir a obesidade nos mesmos.

Etapa 2: Intervencao com diferentes regimes alimentares para perda de peso: nesta etapa, os animas
da etapa anterior, ja apresentando obesidade, foram subdivididos em tais grupos de estudo: HFD
(animais tratados com ragdo hiperlipidica ad libitum, n=8); HFD-JDA (animais tratados com racdo
hiperlipidica em regime alimentar de jejum de dias alternados, n = 9); HDL-RC (animais tratados
com racao hiperlipidica em regime de restricao calorica continua, n=9); HFD-DP (animais tratados
com racdo padrdo para animais de laboratorio ad libitum, n=6). Todos os ratos foram submetidos as
respectivas dietas ao longo de seis semanas.

Etapa 3: Regime alimentar para reganho de peso: o grupo HDL se manteve como grupo controle,
sem alteracdo em sua dieta, enquanto os grupos HDL-JDA, HDL-RC e HDL-DP voltaram a receber
a mesma ra¢ao hiperlipidica do inicio do estudo (etapa 1), ad libitum, por mais quatro semanas.

Descricao dos regimes alimentares:

Regime alimentar de Dieta Hiperlipidica (High fat diet - HDL): realizado pela oferta de racao
hiperlipidica formulada no Laboratério de Ensaios Biolégicos (LEBio) da UNIJUI, constituida a
base de banha de porco, com energia metabolizavel total de 22,8 MJ/kg, sendo composta de 58,3%
de gorduras, 24,5% de carboidratos e 17,2% de proteinas (WINZELL; AHREN, 2004). Todos os
ingredientes da DHL (exceto amido e banha) foram ajustados para estarem presentes na mesma
quantidade da racao padrao (13,7% de albumina, 7,4% suplemento de aminoacido AminomixTM e
1,1% de farinha de osso seco e ostra). Foi utilizada para todos os animais dos grupos DHL, na etapa
1, a fim de reduzir o ganho de peso e, na etapa 3, contribuindo para o reganho de peso, sob livre
demanda (ad libitum). Durante a Etapa 2, a oferta desta ragdo foi alterada de acordo com o regime
alimentar proposto (ad libitum, jejum intermitente, restri¢do caldrica continua ou ragdo padrdo para
animais de laboratorio) para todos os grupos.

Regime alimentar de Restrigdo Calorica Continua (RC): foi planejado a partir de outros estudos
em animais (RIBEIRO et al., 2009; COLMAN et al., 2014; SEIMON et al., 2016), trata-se de um
regime alimentar no qual os animais (grupo HDL-RC) receberam dieta a base de ragdo hiperlipidica,
porém, a oferta de alimento foi 30% menor do que a quantidade (em gramas) oferecida ao grupo
controle (HDL). A quantidade de alimento ofertada ao grupo HDL-RC foi calculada semanalmente
tendo como base o consumo de ragdo do grupo controle (HDL), para que o consumo alimentar do
grupo HDL-RC evoluisse de acordo com a necessidade dos animais para o crescimento dos mesmos,
fazendo com que a restricdo caldrica ndo ultrapassasse a porcentagem maxima de 30% sobre o
volume consumido pelo grupo controle. Para que os animais ndo consumissem toda a oferta diaria de
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comida rapidamente e permanecessem sem racao nas demais horas do dia, simulando um protocolo
de jejum intermitente, a mesma foi ofertada dividida em duas porgdes no decorrer do dia (as 19 horas
e as 7 horas).

Regime alimentar de Jejum Intermitente: Seguiu conforme o modelo de Jejum de Dias Alternados
(Alternate Day Fasting -JDA), semelhante ao aplicado em estudos anteriores utilizando modelos
animais (HIGASHIDA et al., 2013; GOTTHARDT et al., 2016; GOTTHARDT; BELLO, 2017,
JOSLIN; BELL; SWOAP, 2017). A oferta da ragdo hiperlipidica aos animais (grupo DHL-JDA) foi
totalmente restrita por 24 horas, alternada por 24 horas de oferta ad libitum da mesma.

Regime alimentar de Dieta Padrao (DP): dieta com ra¢dao padrdao normal utilizada para consumo dos
ratos do biotério da UNIJUI, que foi aplicada aos animais do grupo DP-AL, em oferta ad libitum. E
constituida de ra¢do Nuvilab CR-1, obtida comercialmente da Nuvital Nutrientes SA., com energia
metabolizavel total de 16,6 MJ/kg, sendo composta por 11,4% de gordura, 62,8% de carboidratos e
25,8% de proteinas e consistindo de proteina bruta, material mineral, matéria fibrosa e minerais.

Hemograma: o sangue coletado foi acondicionado em tubo anticoagulante (EDTA) para
determinagdo dos parametros hematologicos (5 pl de EDTA, para cada 500 pl de sangue). Para a
determinagdo automatizada foi utilizado o analisador hematologico Micros 60 (Horiba), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Através desse equipamento foi possivel obter os seguintes parametros:
contagem total de hemacias, hematdcrito, hemoglobina, indices hematimétricos (VCM, HCM e
CHCM), amplitude de distribuigdo dos eritrocitos — RDW, contagem total de leucocitos, contagem
relativa e absoluta de leucocitos (neutrofilos, eosindfilos, basofilos, linfocitos € mondcitos), além da
contagem de plaquetas.

As amostras foram diluidas 1:2 com solugdo salina 0,9% e realizadas em triplicata. Apds, foram
realizadas distensdes hematologicas em lamina, coradas com coloragdo pandtica (Newprov) e
analisadas por profissional com experiéncia na area, para cada ldmina uma contagem de 100 células.

Projeto aprovado CEUA N. 005/19 (07/06/2019).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Sabe-se que a principal fungdo do sistema imunoldgico ¢ manter o sistema de defesa do nosso
organismo em equilibrio, garantindo a homeostase. A ativacdo do sistema imunologico estd
associada ao aumento circulante de células de defesa, como os linfécitos. Em nosso estudo
observamos que o regime de restricdo calorica continua (grupo HDL-RC) causou aumento da
populacdo de linfocitos circulantes, comparativamente aos animais alimentados com dieta
hiperlipidica (DHL), bem como em relacdo aos animais submetidos ao regime alimentar de jejum
de dia alternado (HDL-JDA). J4 foi demonstrado anteriormente que a ingestdo de calorias afeta
o equilibrio da auto renovacdo e diferenciacdo de células-tronco hematopoiéticas. Estudos
experimentais em camundongos mostram que a restricdo alimentar ao longo da vida diminui a
senescéncia hematopoiética e evita o envelhecimento em células-tronco hematopoiéticas
favorecendo sua sobrevivéncia e capacidade de defesa do organismo (CHEN; ASTLE; HARRISON,
2003). E possivel que o desequilibrio das células imunes seja o principio do desenvolvimento da
inflamacdo local e sistémica relacionada a obesidade. A inflamacao do tecido adiposo ¢ observada
nao apenas durante o ganho de peso e acimulo de gordura, mas também no caso de perda de peso,
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sugerindo que alteragdes rapidas ou extremas da gordura corporal podem desencadear uma resposta
imune capaz de promover melhorias metabolicas e do sistema imunologico (MAURIZI, et al, 2017),
como ¢ percebido através do aumento de linfocitos no grupo HFD + RC deste estudo.

A razao neutrofilo/linfocito (RNL) € um parametro utilizado para anélise do estado inflamatodrio
(FORGET, et al, 2017). Em nosso estudo observamos que apenas o regime alimentar de restricao
calorica continua foi capaz de reduzir RNL em relacdo aos animais mantidos controle (DHL),
diferenciando-se, inclusive, do grupo de animais tratados com regime alimentar de jejum de dia
alternado (HDL — JDA). Um aumento no numero de neutrofilos circulantes pode ser associado ao
desenvolvimento de eventos cardiovasculares e eventual morbidade (MAURIZI, et al, 2017).

Tabela 1 — Parametros hematologicos de ratos Wistar obesos submetidos a diferentes regimes
alimentares

Parametro HrD HOFD+HDA HFD+RC HFD+DP Valor P
Hemécias (10%mm?) 4,104 4,3+0,4 4,5+0.4 472+0.2 0.1231
Leucécitos totais (10%mm?) | 4125+1176 4367+1455 5800£1749 4100+1149 0,0652
Linfécitos (10*/mm?) 2850+740 3185=1043 4777 +£1358% | 3315£947 0,0040
Neutrofilos (10¥mm’?) 1078+462 982+395 754+390 605+372 0.1359
Monécitos (células /mm?) 198+69 191+93 237+100 158+58 0.3518
Eosinofilos (células /mm?) 0,000 10£21 32439 23+41 0.1540
Basofilos (células /mm*) 0 0 0 L
Plaquetas (10/mm?) 372+76 422446 42725 407+36 0,1033
Hemoglobina (Hb) (g/dL) 7.56£0,5 7.91£0.5 8,10+0,7 7,53+0,1 0,1225
Hematocrito (%) 21,38+2.9 2254425 22.40=1.8 20.48+0,5 0,2845
Razdo Neutrofilo/Linfocito 0.37+0.1 0.32+ 0.1 0,16+0.1% 0,19+0,1 0.0006

* vs HFD e HFD-JDA

CONSIDERACOES FINAIS

Dentre os regimes alimentares avaliados somente a restri¢ao caldrica continua foi capaz de diminuir
o status inflamatério e promover uma ativacdo do sistema imune por meio da elevacdo na
concentracao de linfocitos circulantes.
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