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IMPACTO DA SUPLEMENTAGAO DE L-ARGININA NO TECIDO ADIPOSO DE
RATOS SUBMETIDOS A DIETA HIPERLIPIDICA

RESUMO

A L-arginina (Arg) participa de vias de sintese protéica e oxidacdo lipidica, e surge
no cenario cientifico com a probabilidade de melhorar aspectos biométricos
modificados pela dieta hiperlipidica. O objetivo do trabalho foi avaliar o
comportamento da suplementagao de L-arginina sobre a massa de tecido adiposo
de ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Ratos Wistar (n=17), com 326,20 +
26,67 g, foram divididos entre os grupos CONT (dieta padrao), CONT-Arg (dieta
padrao, suplementado com 0,4 g L-arginina/Kg/dia), HL (dieta hiperlipidica) e HL-Arg
(dieta hiperlipidica, suplementado com 0,4g de L-arginina/Kg/dia). A suplementagao,
via gavagem, compreendeu os ultimos 30 dias das 14 semanas correspondentes ao
periodo total do experimento. Peso e consumo alimentar foram monitorados trés
vezes por semana. Apos eutanasia, orgaos e tecidos retroperitoneal (RETRO), e
periepididimal (PERI) foram dissecados e pesados. As variaveis foram analisadas
por one-way ANOVA e post hoc Newman-Keuls (p<0,05). Peso corporal do grupo HL
foi significamente maior que os demais grupos na ultima semana do experimento
(p=0,0006). Peso absoluto das gorduras foi significativamente menor no grupo
CONT (p<0,05). O peso relativo PERI do grupo CONT-Arg foi menor em relagéo aos
grupos CONT e HL-Arg (p<0,05). O grupo HL apresentou hiperfagia e aumento do
consumo calérico em relacdo aos demais, enquanto o HL-Arg obteve o menor
consumo em gramas e calorias (p<0,05). Os resultados sugerem que a
suplementacao de L-arginina em ratos sob dieta hiperlipidica reduz o peso corporal,
0 consumo alimentar e caldrico.

Palavras-chave: L-arginina. Dieta hiperlipidica. Tecido adiposo.



IMPACT OF L-ARGININE SUPPLEMENTATION ON ADIPOSE TISSUE OF RATS
SUBMITTED TO THE HYPERLIPIDIC DIET

ABSTRACT

L-arginine (L-arg) participates in protein synthesis and lipid oxidation, and appears in
the scientific scene as a probable improving agent to biometric parameters altered by
high-fat diet. The objective of this study was to evaluate L-arginine supplementation
effect on adipose tissue of rats fed with high-fat diet. Wistar rats (n= 17),
averaging 326,20 + 26,67 g, were divided in CONT (standard chow), CONT-Arg
(standard chow, supplemented with 0,4 g L-arginine/Kg/day), HL (hyperlipidic chow)
and HL-Arg (hyperlipidic chow, supplemented with 0,4 g L-arginine/Kg/day) groups.
The supplementation, through gavage, covered the last 30 days from the total of 14
weeks of experiment. Body weight and food intake were measured three times a
week. After euthanasia, retroperitoneal (RETRO) and periepididymal (PERI) adipose
tissue and soleus muscle were dissected and weighed. Variables were analyzed by
one-way ANOVA and post hoc Newman-Keuls (p<0,05). Body weight of
the HL group was significantly higher than other groupsin the last week of the
experiment (p = 0,0006). Absolute weight of fat pads was significantly lower in the
CONT group (p<0,05). Relative PERI weight of CONT-Arg group was smaller,
compared to CONT and HL-Arg groups (p<0,05). The HL group presented
hyperphagia and increased caloric consumption in comparison to the other groups,
whilst the HL-Arg group had the lowest consumption in grams and calories (p<0,05).
The results suggest that L-arginine supplementation in rats on high-fat diet reduces
body weight, food consumption and calories.

Keywords: L-arginine. High-fat diet. Adipose tissue.



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 - Evolugéo do peso corporal semanal (g/ grupo) dos grupos durante o

periodo experimental ..............oooiiiiiiii e 20

Grafico 2 - Consumo alimentar semanal (g/ semana) dos grupos durante o periodo

experimMeNntal ... 23



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Peso corporal (g) inicial e final dos animais alimentados com dieta

padrao ou hiperlipidica, suplementados ou nédo com L-arg. ................ 19

Tabela 2 — Peso absoluto do figado, rins, bago, coragao e cérebro (g) dos animais
alimentados com dieta padrao ou hiperlipidica, suplementados ou n&o

[oTo] 0 0 1 = T o R PP PP PP 20

Tabela 3 — Peso absoluto (g) dos tecidos retroperitoneal e periepididimal dos

animais alimentados com dieta padrao ou hiperlipidica, suplementados ou

(gF= (ol ote] o 0 I IF= o TR RSP 21

Tabela 4 — Peso relativo (g%) dos tecidos retroperitoneal e periepididimal dos
animais alimentados com dieta padrao ou hiperlipidica, suplementados ou

NAO COM L-AQ. ceiiiiiiiiiii et e e e e e 22

Tabela 5 — Consumo alimentar diario em gramas (g/ dia) e em quilocalorias

(Kcal/ dia), segundo grupo de avaliagao. ...........cccccevvevvivieeiiiieiieeieennes 22



LISTA DE ABREVIATURAS

CONT — grupo controle, com dieta padrao
CONT-Arg — grupo com dieta padrao e suplementagéo de L-arginina

HL — grupo com dieta hiperlipidica

HL-Arg — grupo com dieta hiperlipidica e suplementagao de L-arginina
L-arg — L-arginina

PERI — tecido adiposo periepididimal

RETRO - tecido adiposo retroperitoneal



1
1.1

1.1.1 Objetivo geral

2
3
3.1
3.2
3.3
3.4

3.4.1 Composicao da dieta padrao
3.4.2 Composigao da dieta hiperlipidica

3.5
3.6
3.7
4

4.1
4.2
4.3

4.4

SUMARIO

INTRODUGAO

OBJETIVOS

REFERENCIAL TEORICO

METODOLOGIA

Aspectos éticos

Animais e condigdes experimentais

Desenho experimental

Composigao das dietas

Suplementacdo de L-arginina

Eutanasia dos animais

Andlise estatistica

RESULTADOS

Peso corporal

Peso absoluto dos 6rgaos

Pesos absoluto e relativo dos depdsitos adiposos retroperitoneal e

periepididimal

Consumo alimentar e ingestao caldrica

DISCUSSAO

CONSIDERAGOES FINAIS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXO

APENDICES

12
14
14
14
15
16
16
16
16
16
16
17
17
18
18
19
19
20

21
22
24
29
30
35
37



12

1 INTRODUGAO

Observa-se a ascendéncia do excesso de peso e obesidade na
populacado acima de 20 anos. Comparando aos anos de 1974-75, o excesso de peso
praticamente triplicou entre o sexo masculino, de 18,5% a 50,1% e no sexo feminino,
de 28,7% para 48%. A obesidade entre os homens é quatro vezes maior, de 2,8%
para 12,4%, e duas vezes maior entre as mulheres, aumentando de 8% para 16,9%
(IBGE, 2011).

Uma meta-analise de 97 estudos envolvendo mais de 2,88 milhdes de
individuos e cerca de 270.000 ébitos demonstra que a obesidade esta associada a
maior mortalidade (FLEGAL, 2013). Embora sejam grandes os esforcos para
atenuar os impactos negativos deste problema de saude publica e suas sequelas,
até o momento nédo ha opgdes disponiveis de tratamentos farmacoldgicos eficientes
(NOGUEIRAS, 2012).

Dietas hipercaldricas, tais como a dieta hiperlipidica rica em gordura
saturada (ASSAAD et al., 2014) e trans sao amplamente aplicadas para a
reproducdo experimental de obesidade (ESTADELLA et al., 2004) por acarretarem
alteracdo no peso corporal e o maior deposi¢cao de tecido adiposo em animais
(BARTOLOMUCCI et al., 2009).

Estas modalidades de dieta podem constar em sua composigao alimentos
destinados ao consumo humano, que contenham gordura saturada ou gorduras
trans, em taxas superiores a composicdo das racdes padrdo para animais de
laboratorio, o que aumenta o teor energético (NASCIMENTO et al., 2008).

Os lipidios fornecem mais que o dobro de energia por peso que 0s
carboidratos ou proteinas. Eles constituem a fonte de energia mais concentrada do
organismo, pois cada grama libera 9 Kcal, enquanto 4 Kcal sao liberadas por grama
de carboidrato ou proteina. Entretanto, possuem baixa eficiéncia como combustiveis
corporais porque sao mais dificeis de serem decompostos (MURRAY et al., 2002).

Com base nos dados divulgados através da Pesquisa de Orgamentos
Familiares 2008-2009, constata-se que no Brasil ha alta aquisi¢cao de alimentos ricos
em gorduras. O consumo fora do domicilio, em relagao ao consumo total, & superior
a 50% para salgados fritos e assados (53,2%) e salgadinhos industrializados

(56,3%). Valores acima de 30% ocorreram para chocolates (36,6%), pizzas (42,6%)
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e sanduiches (41,4%). Na Regido Nordeste o consumo de batatas fritas abrangeu
72,2% (IBGE, 2011).

Biscoitos recheados, salgadinhos industrializados e pizzas alcangaram
médias superiores a 10%, referentes a contribuicdo das gorduras saturadas no
consumo total de energia. Estas superam a média geral de consumo da populagao,
que corresponde a 9% (IBGE, 2011), quando o limite maximo saudavel é de 7%,
proposto pela Sociedade Brasileira de Cardiologia (SPOSITO et al., 2007).

O consumo excessivo de dieta hiperlipidica € um fator de risco para o
desenvolvimento de obesidade, insulino-resisténcia, diabetes mellitus, hipertensao,
hiperlipidemias, arteriosclerose, acidente vascular encefalico e cancer,
principalmente mamario e de célon (ZOU & SHAO, 2008; ASSAAD et al., 2014;
FLEGAL, 2013).

Em roedores, a medida de peso corporal ndo fornece informacoes
relevantes sobre a composi¢ao corporal. Por outro lado, medidas de circunferéncia
da cintura sao correlacionadas com doencgas cardiovasculares em humanos (NCEP-
ATP 1ll, 2001) e representam o melhor indicador de gordura intra-abdominal
(obesidade central) (ROOPAKALA et al., 2009; ASSAAD, et al., 2014).

Existem estudos que avaliam a gordura intra-abdominal de animais
incluindo os tecidos retroperitoneal (RETRO) e periepididimal (PERI) (FU et al.,
2005; OOYAMA et al., 2008; GERBAIX et al., 2010), que podem ser medidos por
pesagem direta apds a dissecacédo (GERBAIX et al., 2010).

Neste contexto, a suplementacao crénica de L-arg, seja por via direta ou
através de um alimento rico no seu precursor (L-citrulina), como o suco de melancia
(WU et. al., 2007), provavelmente favorece a perda de adiposidade, inclusive nos
tecidos RETRO e epididimal (FU et al., 2005). A acao da suplementacao de L-arg na
reducdo de tecido adiposo, esta possivelmente correlacionada com a otimizacido da
oxidacdo de glicose e acidos graxos no tecido, indicativo de dispéndio energético,
além da reducéao de leptina sérica, horménio produzido a nivel de adipdcitos (FU et
al., 2005).

A literatura cientifica tem sugerido o efeito da suplementacéo de L-arg na
reducao do tecido adiposo em animais obesos. Varios estudos focam tais efeitos da
suplementagdo dietética de L-arginina em animais submetidos a protocolos de
exercicios fisicos para constatacdo dos resultados referentes as evidéncias

cientificas.
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O presente trabalho pretende complementar os conhecimentos ja
existentes, a partir da analise dos possiveis efeitos da suplementacdo no tecido
adiposo, em animais com obesidade induzida por dieta hiperlipidica, excluindo-se
possiveis efeitos do exercicio fisico.

Devido as lacunas no conhecimento da area descrita, este projeto
justifica-se baseado na premissa de que a suplementagéo de L-arg € indicada para
reducdo do tecido adiposo. Perante a provavel agdo da L-arg no tecido adiposo,
estimulo a oxidagéo lipidica, captagado e oxidagao de glicose, inibicdo da lipogénese
tecidual e gliconeogénese (JOBGEN et al., 2006), é relevante avaliar o impacto da
suplementacdo do aminoacido em aspectos associados a obesidade. Sendo assim,
a suplementacdo de L-arg tem potencial promissor para modificar parametros
biométricos, em razdo de seus possiveis efeitos sobre o metabolismo e a

composigao corporal de animais submetidos a dietas hiperlipidicas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da suplementagdo de L-arginina sobre o tecido adiposo e

musculatura esquelética de ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Verificar a eficiéncia de L-arginina em provocar modificagdes no peso corporal
dos animais;
b) Observar alteragdes no peso de 6rgaos e tecidos;

c) Avaliar o reflexo do tratamento no consumo alimentar e caldrico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

L-arginina (acido 2-amino-5-guanidino-valérico) (FLYNN et al., 2002) (L-
arg) € um aminoacido condicionalmente essencial, uma vez que as necessidades
tornam-se aumentadas durante o estresse metabdlico (WU et al., 2009). Tem
participacdo em diversas vias metabdlicas, como a sintese de compostos bioativos,
entre eles o 6xido nitrico e creatina (TONG & BARBUL, 2004).

O estudo dos efeitos da suplementagcdo de L-arg em animais tem sido
trabalhado sob a hipotese de que este aminoacido age sobre paréametros
relacionados a obesidade, que esta diretamente ligada a fatores ambientais, como o
desequilibrio entre a ingestdo e o gasto energético (ZOU & SHAO, 2008; XIA et al.,
2016).

Achados recentes sugerem que a L-arg estimula a biogénese
mitocondrial, a éxido nitrico sintase, a heme oxigenase e a proteina quinase ativada
com adenosina monofosfato. Ao nivel corporal, a L-arginina aumenta o fluxo
sanguineo para os tecidos sensiveis a insulina, a lipdlise do tecido adiposo e o
catabolismo da glicose e dos acidos graxos, inibe a sintese de acidos graxos e
auxilia contra o estresse oxidativo, melhorando assim o perfil metabdlico. Todo este
mecanismo aumenta a oxidagdo de substratos energéticos e reduz o acumulo
adiposo (WU, 2012).

Evidéncias mostram que niveis fisiolégicos de arginina e o6xido nitrico
promovem a oxidagéo lipidica e inibem a sintese de gordura tecidual (JOBGEN et
al., 2006; Xia, 2016; Yang, 2015), com reducdo da adiposidade em espécies
animais, como ratos com obesidade induzida por dieta (JOBGEN et al., 2009) e na
espécie Zucker, potencializando a expressado de genes envolvidos na oxidagdo de
acidos graxos e glicose, refletindo na redugdo da gordura epididimal e
retroperitoneal (FU et al., 2005).

No tecido adiposo, sensivel a insulina, niveis fisiolégicos de 6xido nitrico
estimulam a captacdo e oxidacdo de glicose e acidos graxos, inibem a
gliconeogénese, a deposicdo de gordura tecidual, além de otimizar a lipdlise nos
adipécitos. Esse processo envolve multiplas vias dependentes de GMPc, entre as
quais, a fosforilagcdo da proteina quinase ativada por AMP (AMPK), fosforilagdo da
lipase horménio-sensivel e aumento do fluxo sanguineo tecidual. Logo, a modulagao
da via arginina-6xido nitrico pode representar uma nova estratégia no tratamento da
obesidade (Jobgen, 2007; Yang, 2015).
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3 METODOLOGIA
3.1 Aspectos éticos

Todo procedimento envolvendo animais foi realizado de acordo com
Comité de Etica de Uso Animal da Universidade Federal do Maranh&o, sob o
Parecer n°® 007196/2011-28.

3.2 Animais e condi¢cdes experimentais

Para a realizagdo deste estudo foram utilizados 17 ratos machos adultos
da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), com 90 dias de idade e média de
326,20 + 26,67 g, procedentes do Biotério Central da Universidade Federal do
Maranhao, Sao Luis.

Durante as 14 semanas de periodo experimental, os animais foram
mantidos no Laboratério de Pesquisa e Pds-graduagdo em Farmacologia desta
mesma Universidade, com temperatura constante entre 22 e 23°C, racao e agua ad
libitum e regime de luminosidade claro/escuro 12h.

A oferta das dietas, o controle de peso dos animais € do consumo de
racao foram realizados trés vezes por semana, utilizando balanca eletrénica semi-
analitica (Marte®), com capacidade maxima para 5000 g e minima para 0,5 g. O

peso final dos animais foi determinado no dia anterior a eutanasia.
3.3 Desenho experimental
Os animais foram distribuidos em 4 grupos:
» Grupo CONT: dieta padrao, n=4;
» Grupo CONT-Arg: dieta padrao, suplementado com L-arg, n=4;
» Grupo HL: dieta hiperlipidica, n=5;
» Grupo HL-Arg: dieta hiperlipidica, suplementado com L-arg, n=4;

3.4 Composicéo das dietas

3.4.1 Composicao da dieta padrao
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Foi ofertada aos animais dos grupos CONT e CONT-Arg a dieta padréo
comercial para ratos Nuvilab®, constituida por 56% de carboidrato, 19% de proteina,
3,5% de lipidio, 4,5% de celulose, 5% de vitaminas e minerais, 12% de agua,
totalizando 3,8 Kcal/g (DUARTE et al., 2006).

3.4.2 Composicao da dieta hiperlipidica

Conforme previamente padronizado (ESTADELLA et al.,, 2004;
NASCIMENTO et al., 2008; PASTORE et al.,, 2009), a dieta hiperlipidica foi
composta por uma mistura de racdo padrdo, chocolate ao leite (5,4 Kcal/g),
amendoim com casca (8,7 Kcal/g) e biscoito de chocolate (4,3 Kcal/g), na proporgcao
de 3:2:2:1.

Para preparo da dieta, todos os ingredientes secos foram processados
para formagao de material homogéneo, moldado e oferecido aos animais na forma
de pellets. A dieta foi armazenada em sacos plasticos a temperatura de 4°C.

O valor energético da dieta hiperlipidica foi obtido com base nas tabelas
de informagao nutricional de cada ingrediente (APENDICE A), através do célculo da
composicdo dos macronutrientes (APENDICE B), utilizando o programa Microsoft
Office Excel versdo 2007. Esta dieta continha 36% de carboidrato, 11,40% de
proteina e 52,60% de lipidios totais. O conteudo energético correspondeu a 5,32
Kcal/g (ESTADELLA et al., 2004; SO et al., 2011; ASSAAD et al., 2014) e esta foi
ofertada durante todo o periodo experimental.

3.5 Suplementacéao de L-arginina

Durante os ultimos 30 dias do experimento, os animais receberam a
suplementacgao via gavagem, de modo que houvesse a garantia de administracéo da
dose proposta (CHIYODA et al.,, 2009). Os animais dos grupos suplementados
receberam solucéo de 1 mL de agua deionizada e cloridrato de L-arg (Proquimios®),
na dose de 0,4g/Kg/dia. Tal valor foi estabelecido a partir da estimativa de consumo
de L-arg em estudos em que o aminoacido foi administrado na agua (JOBGEN et al.,
2009) e na racao (LIN et al., 2006).
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3.6 Eutanasia dos animais

Ao final do experimento, os animais foram submetidos a jejum de 12
horas e anestesiados com solucdo a base de 1,75 mL de xilazina e 2,5 mL de
ketamina, injetada por via intraperitoneal no volume de 0,15 mL para cada 100 g de
peso corporal, para coleta de sangue e eutanasia por hipovolemia.

Foram retirados os 6rgaos vitais: figado, rins, bago, coragao e cérebro. O
musculo soéleo foi coletado do membro inferior esquerdo e os depdsitos adiposos
RETRO e PERI foram dissecados por incisdo toraco-abdominal, e avaliados de
forma absoluta e relativa ao peso dos animais, expressos como grama de tecido por
100 g de peso (g%).

Todos os tecidos foram pesados individualmente em balanca digital

analitica eletrénica (Celtac®), com capacidade maxima para 215 g e minima de 0,01
g.

3.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média * desvio padrao, € 0s grupos
comparados entre si pelo teste one-way ANOVA, utilizando o Newman Keuls como
pos-teste. As diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05. As
analises foram realizadas utilizando o programa estatistico GraphPad Prism versao
5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Peso corporal

A Tabela 1 mostra as médias de peso dos grupos, referentes ao primeiro
e ao ultimo dia do experimento. O peso inicial ndo diferiu estatisticamente entre os
grupos.

Todos os animais apresentaram aumento de peso ao final do
experimento. Os grupos CONT, CONT-Arg, HL e HL-Arg apresentaram acréscimos
correspondentes a 16,5%, 22,2%, 23,3% e 20,2%, respectivamente, em relagao ao
peso inicial (p<0,05). Observa-se que a dieta hiperlipidica possui apenas uma
tendéncia (p>0,05) a induzir a uma maior média de peso final, comparando-se os
grupos.

O peso corporal final (g) do grupo HL-Arg, o menor dentre os grupos,
revela uma possibilidade de reducdo da massa corporal devido a suplementacéo do

aminoacido.

Tabela 1. Peso corporal (g) inicial e final dos animais alimentados com dieta padrdo ou

hiperlipidica, suplementados ou ndao com L-arg.

Peso (g) CONT CONT-Arg HL HL-Arg
Inicial 346,3+7,1 333,5+21,6 347,31+24,0 329,8+6,6
Final 415,0+4,42 428,8+4,7° 452,9+5,5° 413,1+1,42

CONT: ratos Wistar tratados com dieta padrdo (n=4); CONT-Arg: ratos Wistar tratados com dieta
padrdo e suplementados com 0,4g de L-arg/Kg (n=4); HL: ratos Wistar tratados com dieta
hiperlipidica (n=5); HL-Arg: ratos Wistar tratados com dieta hiperlipidica e suplementados com 0,4g
de L-arg/Kg (n=4). Valores expressos como média + desvio padrdo. ANOVA - Newman Keuls. (%)
diferenca significativa em relagao ao peso inicial, p<0,0001.

A partir da analise do Gréfico 1, que apresenta as curvas de evolucao de
peso dos grupos durante as 14 semanas de oferta de dieta hiperlipidica e os 30
ultimos dias de suplementacdo de L-arg, observa-se que ndo houve um padrdo
homogéneo de evolugdo de massa corporal entre os grupos avaliados.

O peso do grupo HL foi maior em relagdo aos demais logo na 1 semana
(p=0,0016). Apds duas semanas, o grupo CONT-Arg foi 8% superior em relagdo ao
peso do grupo HL-Arg (p=0,0399). Na 62 e 72 semanas, o peso do HL-Arg foi maior

comparado ao grupo CONT, em 8,5% (p=0,0101) e 8,8% (p=0,0231),
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respectivamente. Na ultima semana, o grupo HL superou o peso dos grupos CONT,
CONT-Arg e HL-Arg em 8,4%, 5,3% e 8,8%, respectivamente (p=0,0006).
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Grafico 1. Evolugao do peso corporal semanal (g/ grupo) dos grupos durante o periodo
experimental.

CONT: ratos Wistar tratados com dieta padréo (n=4); CONT-Arg: ratos Wistar tratados com dieta
padrédo e suplementados com 0,4g de L-arg/Kg (n=4); HL: ratos Wistar tratados com dieta
hiperlipidica (n=5); HL-Arg: ratos Wistar tratados com dieta hiperlipidica e suplementados com 0,4g
de L-arg/Kg (n=4). Valores de peso corporal foram expressos como média * desvio padrdo. ANOVA -
Newman Keuls. (*) diferenga significativa em relagao aos demais grupos; (#)diferenga significativa em
relacdo ao grupo HL-Arg; (*)diferenca significativa em relagdo ao grupo CONT; p<0,05.

4.2 Peso absoluto dos 6rgaos

A oferta de dieta hiperlipidica e a suplementacdo de L-arg nao
provocaram alteragdes (p>0,05) no peso absoluto dos orgaos vitais (figado, rins,

baco, coracao e cérebro) entre os grupos estudados, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Peso absoluto do figado, rins, bago, coragao e cérebro (g) dos animais alimentados
com dieta padrao ou hiperlipidica, suplementados ou ndo com L-arg.

Orgaos/Grupos CONT CONT-Arg HL HL-Arg p
Figado 9,17+0,50 9,36%0,82 9,56+0,88 ,96+1,23 0,6440
Rins 2,52+0,14 2,69+0,15 2,53+0,16  2,43+0,27 0,2966
Baco 0,567+0,11 0,49+0,06 0,67+0,14 0,63+0,08 0,1159
Coracao 1,49+0,24  1,39+0,13  1,44+0,24 1,46+0,37 0,0651
Cérebro 1,40+0,04 1,284+0,08 1,47+0,08 1,37+0,07 0,9523

CONT: ratos Wistar tratados com dieta padréo (n=4); CONT-Arg: ratos Wistar tratados com dieta
padrédo e suplementados com 0,4g de L-arg/Kg (n=4); HL: ratos Wistar tratados com dieta
hiperlipidica (n=5); HL-Arg: ratos Wistar tratados com dieta hiperlipidica e suplementados com 0,4g
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de L-arg/Kg (n=4). Valores apresentados como média + desvio padrdo. ANOVA - Newman Keuls. Ndo
foram encontradas diferencas significativas.

4.3 Pesos absoluto e relativo dos depédsitos adiposos retroperitoneal e

periepididimal

Houve importante alteragao referente a adiposidade entre os grupos. De
acordo com a Tabela 3, verificou-se que o grupo HL-Arg apresentou mais que o
dobro do depdsito RETRO e 52,22% a mais do tecido PERI comparado ao grupo
CONT (p<0,05), que também obteve os menores pesos dos tecidos em relagao aos
grupos CONT-Arg (RETRO: 4,8+1,4 g e PERI: 5,2+2,1 g) e HL (RETRO: 4,7+0,8 g)
(p<0,05). A suplementacao nao influenciou significativamente a reducdo do peso

absoluto dos tecidos RETRO e PERI dos animais sob dieta hiperlipidica.

Tabela 3. Peso absoluto (g) dos tecidos retroperitoneal e periepididimal dos animais

alimentados com dieta padrao ou hiperlipidica, suplementados ou ndo com L-arg.

Tecidos/Grupos  CONT CONT-Arg HL HL-Arg p
Retroperitoneal 2,92+0,87 4,82+1,41°  4,66+0,78% 5,93+0,69% 0,0047
Periepididimal 2,58+0,82 5,21+2,142 3,73+1,03 5,40+1,02° 0,0314

CONT: ratos Wistar tratados com dieta padrédo (n=4); CONT-Arg: ratos Wistar tratados com dieta
padrdo e suplementados com 0,4g de L-arg/Kg (n=4); HL: ratos Wistar tratados com dieta
hiperlipidica (n=5); HL-Arg: ratos Wistar tratados com dieta hiperlipidica e suplementados com 0,4g
de L-arg/Kg (n=4); Valores apresentados como média + desvio padrao. ANOVA - Newman Keuls,
p<0,05. (%) diferencas significativas, p<0,05.

De acordo com a Tabela 4, que mostra o peso relativo dos tecidos
adiposos, verificou-se redugao significativa no tecido PERI dos animais do grupo
CONT-Arg (0,6+0,2 g%), comparado ao CONT (1,3+£0,5 g%) e HL-Arg (1,31£0,3 g%).

Nao houve diferenga entre os grupos ao avaliar o musculo esquelético.

Tabela 4. Peso relativo (g%) dos tecidos retroperitoneal e periepididimal dos animais

alimentados com dieta padrao ou hiperlipidica, suplementados ou ndo com L-arg.

Tecidos/Grupos CONT CONT-Arg HL HL-Arg p
Retroperitoneal 1,69+1,08 0,69+0,22 1,05+0,23 1,44+0,14 0,0983
Periepididimal 1,27+0,53° 0,61+0,18° 0,83+0,19° 1,32+0,31° 0,0206

CONT: ratos Wistar tratados com dieta padrdo (n=4); CONT-Arg: ratos Wistar tratados com dieta
padrdo e suplementados com 0,4g de L-arg/Kg (n=4); HL: ratos Wistar tratados com dieta
hiperlipidica (n=5); HL-Arg: ratos Wistar tratados com dieta hiperlipidica e suplementados com 0,4g
de L-arg/Kg (n=4); Valores apresentados como media + desvio padrdo. ANOVA - Newman Keuls.
(*"°) diferenca significativa (p<0,05).
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4.4 Consumo alimentar e ingestéo caldrica

A Tabela 5 apresenta as meédias de consumo total das dietas, em gramas
e calorias, dos grupos CONT, CONT-Arg, HL e HL-Arg. Nela, observa-se que, em
relagdo ao consumo alimentar (g), ocorreu reducao significativa no grupo HL-Arg
comparado aos grupos CONT (19%), CONT-Arg (18,5%) e HL (26,5%). Verifica-se
também a reducédo significativa no consumo caldrico (Kcal) do grupo HL-Arg em
relagéo aos grupos CONT (20,2%), CONT-Arg (18,7%) e HL (26,0%) (p=0,0007).

O grupo HL apresentou o maior consumo (g) entre os grupos, onde
superou em 8,18%, 9,82% e 26,50% o CONT, CONT-Arg e HL-Arg,
respectivamente. O seu consumo caldérico também apresentou diferenga significativa
em relagdo aos demais, sendo 7,38%, 9,05% e 26,07% maior que os grupos CONT,
CONT-Arg e HL-Arg.

Tabela 5. Consumo alimentar diario em gramas (g/ dia) e em quilocalorias (Kcal/ dia), segundo

grupo de avaliagao.

Consumo alimentar

Grupos
g/ dia Kcall dia
CONT 96,24+18,11° 481,60+107,00°
CONT-Arg 92,66+18,29° 469,79+107,142
HL 102,80+19,71° 516,54+135,60°
HL-Arg 75,51+15,64° 381,84+106,95°
p <0,001 <0,0006

CONT: ratos Wistar tratados com dieta padrédo (n=4); CONT-Arg: ratos Wistar tratados com dieta
padrédo e suplementados com 0,4g de L-arg/Kg (n=4); HL: ratos Wistar tratados com dieta
hiperlipidica (n=5); HL-Arg: ratos Wistar tratados com dieta hiperlipidica e suplementados com 0,4g
de L-arg/Kg (n=4); Valores apresentados como média + desvio padrao. ANOVA - Newman Keuls.
(®"°)diferencas significativas, p<0,05.

O Grafico 2 apresenta o consumo alimentar semanal (g) durante todo o
periodo experimental, onde se observa que o grupo HL-Arg apresentou o menor
consumo (g) que os demais grupos nas semanas 2, 5, 9, 12 e 13, e inferior ao HL na
82 semana (p<0,05).

Observa-se que na 22 semana, o grupo CONT-Arg obteve o maior
consumo em relagcdo aos demais grupos. Nas semanas 7, 10 e 11 todos os grupos
tiveram o consumo significativamente reduzido, em comparagcdo ao grupo HL. Na

112 semana, o consumo dos grupos CONT-Arg e HL-Arg foi significativamente
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menor que o CONT (p<0,05). J&a na 122 semana, o grupo CONT-Arg consumiu

menos em relagao aos grupos CONT e HL (p<0,05).
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Grafico 2. Consumo alimentar semanal (g/ semana) dos grupos durante o periodo experimental
CONT: ratos Wistar tratados com dieta padrédo (n=4); CONT-Arg: ratos Wistar tratados com dieta
padrdo e suplementados com 0,4g de L-arg/Kg (n=4); HL: ratos Wistar tratados com dieta
hiperlipidica (n=5); HL-Arg: ratos Wistar tratados com dieta hiperlipidica e suplementados com 0,4g
de L-arg /Kg (n=4»); Valores de peso corporal foram expressos como média + desvio padrao. ANOVA -
Newman Keuls. ("*)diferenca significativa em relacdo aos demais grupos; (*)diferenca significativa em
relagéo ao grupo HL; (°) diferenca significativa em relagéo ao grupo CONT; p<0,05.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo verificar o efeito da suplementagéo
de L-arg e a combinagdo com a dieta hiperlipidica em parametros biométricos dos
animais. A hipétese foi que a suplementacédo de L-arg em animais alimentados com
dieta hiperlipidica pudesse reduzir o peso corporal e a adiposidade.

Pode-se observar que todos os animais ganharam peso durante o periodo
experimental (p<0,05). E apesar de nao significativa (p>0,05) (CHIYODA et al.,
2009), a meédia de peso final, referente ao ultimo dia do experimento, foi
proporcionalmente menor no grupo HL-Arg em relacdo aos demais (Tabela 1). Alia-
se a isto, o fato deste grupo ter o peso significativamente reduzido em 8,8%, em
relacéo ao grupo HL na ultima semana do experimento (Grafico 1) (p=0,0399), o que
pode demonstrar uma tendéncia da suplementagdo de L-arg em reduzir o peso
corporal dos animais sob dieta hiperlipidica (JOBGEN et al., 2009).

O peso de ratos alimentados com dieta hiperlipidica apresenta resultados
controversos na literatura cientifica. Alguns estudos que utilizaram este regime de
dieta ndo encontraram diferengas de peso corporal entre grupos (CHIYODA et al.,
2009; KIM et al., 2000; LIN et al., 2006; SENE-FIORESE et al. 2008), enquanto
outros encontraram aumento desta variavel (DUARTE et al., 2006; JOBGEN et al.,
2009; ASSAAD et al., 2014).

Sene-Fiorese et al. (2008), avaliaram a combinagdo entre exercicios
fisicos e dieta hiperlipidica durante 8 semanas em ratos Wistar. Ratos sedentarios,
sob dieta hiperlipidica, nao diferiram na variavel peso corporal, mas apresentaram
menor consumo alimentar, maior ingestao calodrica e peso dos tecidos RETRO e
epididimal, comparados aos animais sob dieta padrao.

Resultado semelhante ao do presente estudo foi encontrado por Duarte et
al. (2006) e Assaad et al. (2014), onde ratos Wistar submetidos a dieta hipercalérica
durante 15 semanas e 9 semanas, respectivamente, apresentaram maior ganho de
peso comparados ao grupo controle. No presente estudo, o grupo HL superou, em
relagdo ao CONT, as variaveis peso corporal e tecido RETRO. Além disso, 0 grupo
HL obteve maior peso que o grupo HL-Arg, mas quantidades equivalentes de
gordura.

Nesse sentido, dietas ricas em gordura podem n&o ser sempre eficazes

em converter as calorias ingeridas em peso corporal, mas podem aumentar a
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eficiéncia metabdlica para induzir acumulo de tecido adiposo (ESTADELLA et al.,
2004; SENE-FIORESE et al., 2008; WOODS et al., 2003). Logo, o peso corporal per
se pode ser um fator que subestima as alteracbes desenvolvidas por animais
alimentados com dietas hiperlipidicas.

O periodo de 14 semanas de oferta da dieta hiperlipidica foi semelhante
ao de estudos anteriores (DUARTE et al., 2006; JOBGEN et al, 2009;
NASCIMENTO et al., 2008; PASTORE et al., 2009; SAMPEY et al., 2011; ASSAAD
et al., 2014), e possivelmente refletiu no peso corporal superior (p<0,05) do grupo HL
em relacdo aos demais.

Em relacdo ao peso dos érgaos vitais, estes ndo foram alterados com a
suplementacdo de L-arg nos animais que receberam dieta hiperlipidica ou ragcdo
padrdo, o que corrobora o resultado de outros estudos (FU et al., 2005; SO et al.,
2011; ASSAAD et al. 2014).

O regime de dieta hiperlipidica utilizado no presente estudo foi eficiente
em promover adiposidade nos ratos, conclusdo baseada no aumento do peso
corporal e de tecidos adiposos. Hiperfagia, aumento do consumo calérico e o
acumulo de gordura corporal sdo capazes de otimizar a projecdo de atividades
prazerosas ou compulsivas, por exemplo a ingestdo de dietas hiperlipidicas, o que
pode predispor ao acumulo de gordura visceral (BARTOLOMUCCI et al., 2009).
Estas alteragcbes de peso e gordura abdominal podem ser associadas com
parametros da sindrome metabdlica em humanos (NCEP-ATP lll, 2001).

Estadella et al. (2004) constataram que ratos Wistar sedentarios, sob
dieta hiperlipidica, apresentaram maior peso absoluto RETRO e epididimal que
animais sedentarios sob dieta padrdo. A suplementacdo de L-arg reduziu o peso
absoluto e relativo de ambos os tecidos em ratos Zucker, comparados aos animais
suplementados com alanina (FU et al.,, 2005). O mesmo modelo animal também
apresentou reducao do peso absoluto RETRO em comparagao ao controle, quando
suplementado com L-arg ou seu precursor, L-citrulina, em estudo de Wu et al.
(2007).

Bernardes et al. (2004) e Duarte et al. (2006) constataram que ratos
Wistar em dieta hiperlipidica obtiveram maior peso relativo RETRO e epididimal, em
relagdo ao CONT. Ratos Sprague-Dawley em dieta padrdo, suplementados com L-

arg, reduziram o peso relativo RETRO e epididimal em relagdo ao CONT, efeito
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semelhante ocorreu no grupo com dieta hiperlipidica suplementado com L-arg,
comparado ao grupo suplementado com alanina.

Pode-se observar que, no presente estudo, surpreendentemente houve
aumento de peso absoluto nos tecidos RETRO e PERI dos animais dos grupos
CONT-Arg e HL-Arg, comparados ao grupo CONT, enquanto o peso relativo PERI
do HL-Arg foi maior comparado ao CONT-Arg. Sugere-se que a dose proposta ou o
tempo de duragdo da administragdo do aminoacido nao refletiu na redugcado dos
tecidos de gordura. Tais dados (dose e duragéo) divergem aos de outros estudos
(FU et al., 2005; JOBGEN et al., 2009; YANG et al., 2015) para as mesmas variaveis
analisadas.

Observacao anterior constatou que ratos Long-Evans alimentados com
dieta hiperlipidica em um periodo de 10 semanas apresentaram aumento de 10% no
peso corpoéreo final, mas os depdsitos de tecido adiposo pesavam 30-45% a mais do
que as de animais alimentados com a dieta padrao (WOODS et al., 2003).

Isto € compativel com o fato de que a densidade do tecido adiposo é
significativamente menor do que a de outros tecidos livres de gordura, o que pode
reduzir o impacto da adiposidade na massa corporal total (SO et al., 2011). Esta
evidéncia provavelmente corresponde ao resultado do presente estudo, onde houve
maior adiposidade (RETRO e PERI) no grupo HL-Arg em relagdo ao CONT e (PERI)
CONT-Arg, sem diferirem o peso ao final do experimento.

Em relacdo ao consumo alimentar, ha discrepancia quando comparado
aos resultados na literatura cientifica, o que se deve provavelmente a idade de inicio
do tratamento (KIM et al., 2000). No presente estudo, buscou-se assemelhar a idade
dos animais a fase adulta humana, sob dieta hiperlipidica, para aplicar a
suplementacgao de L-arg e verificar alteragbes em parametros biométricos.

A hiperfagia observada na administracdo de dietas com alto teor de
gorduras, similarmente ao achado neste estudo no grupo HL em 3 semanas e na
media diaria de consumo, pode ocorrer devido a prépria dieta hiperlipidica
(NASCIMENTO et al., 2011), pelo seu alto grau de palatabilidade. Provavelmente, a
explicagdo mais parcimoniosa para alteracbes de aspectos relacionados a
obesidade, através da dieta hiperlipidica, seja o seu consumo em excesso (WOODS
et al., 2003).

Essa informagédo é consistente com a evidéncia de que o acumulo de

gordura é mais pronunciado quando a maior parcela da energia é proveniente dos
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lipidios, em comparagéo aos carboidratos e proteinas (NASCIMENTO et al., 2008).
Os ratos foram expostos a uma maior densidade energética, fato que refletiu na
adiposidade destes animais.

O balango de nutrientes na dieta parece envolver um controle no ajuste
entre a ingestdo e a oxidagcdo. Dietas ricas em carboidratos e/ou proteina sao
acompanhadas por taxas de oxidacdo maiores em ambos os nutrientes. Por outro
lado, o equilibrio entre o consumo de gordura e as taxas de oxidacdo ndo € tio
rigido e pode depender do tipo de gordura prevalente (STUBBS et al., 2005).

Curiosamente, estas afirmativas vao de encontro ao grau de adiposidade
bem evidente nos animais do grupo CONT-Arg, mediante o aumento dos tecidos
RETRO e PERI, em comparagao ao grupo CONT, ambos alimentados com a dieta
padrao, composta em 56% por carboidrato. O mesmo pode ser observado no grupo
HL-Arg, que apresentou maior grau de adiposidade, referente no peso absoluto e
relativo dos depdsitos de gordura avaliados.

Jobgen et al. (2009) relataram que, em estudos-piloto, animais em dieta
hipo e hiperlipidica, suplementados com L-arg, tenderam a maior consumo quando
comparados aos animais suplementados com L-alanina, o que refuta o resultado do
presente estudo, em que o grupo HL-Arg consumiu menos. Isto foi provocado,
provavelmente, pela saciedade em consequéncia da dieta ou por uma possivel
relagdo de hierarquia e submissdo entre os animais do grupo, que pode ter
prejudicado o acesso a alimentagao entre os integrantes (NASCIMENTO, 2006).

Sampey et al. (2011) observaram que a dieta hiperlipidica provocou
hiperfagia até a 22 semana em ratos Wistar, quando a partir desta, o consumo
tornou-se reduzido e seguiu um padrdo constante até o final do experimento.
Entretanto, Duarte et al. (2006) nao relatou diferencas de consumo entre ratos
Wistar sob dieta controle e hiperlipidica, o que também n&o foi observado por Tan et
al. (2009) em suinos, entre grupo controle e suplementado com arginina.

A partir dos resultados, observamos que a dieta hiperlipidica combinada
com a suplementacédo de L-arg apresentou tendéncias a reduzir o ganho de peso
corporal, o consumo alimentar e caldrico. Por outro lado, a suplementacido nao
promoveu alteragdo acerca do tecido muscular esquelético e provavelmente
aumentou a adiposidade.

No entanto, futuros estudos s&o necessarios para elucidar se ha

modulagao direta da suplementagéo de L-arg na composi¢ao corporal de ratos e de
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outros aspectos associados, integrando analises fisiologicas, moleculares e

bioquimicas, que ajudarao a avaliagao parametros relacionados a obesidade.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

A avaliagao da suplementagéo de L-arginina em animais alimentados com
dieta hiperlipidica foi realizada com o objetivo de investigar seus possiveis efeitos no
tecido adiposo de ratos Wistar.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que a dieta
hiperlipidica induz a um significativo ganho de massa corporal, com acumulo de
tecido adiposo, correlacionado ao aumento da ingestao alimentar e caldrica, o que
indica um mecanismo eficiente de hiperfagia. A suplementagdo de L-arginina
apresentou eficacia na redugao de peso, consumo alimentar e calérico dos animais
submetidos a dieta hiperlipidica.

Visto que as variadveis analisadas apresentam divergéncias na literatura
cientifica, futuras pesquisas sdo necessarias no sentido de realizar analises
complementares que incluam maior tempo de suplementacdo de L-arginina,
atividade fisica, mecanismos relacionados a fome e apetite, bem como fatores de
transcricdo envolvidos na sintese protéica, para verificar o efeito da L-arg sobre a

composicao corporal.
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APENDICE A. Tabela de composicdo de macronutrientes dos alimentos
hipercaléricos utilizados no preparo dieta hiperlipidica, com base nas embalagens de
cada produto.

Alimentos Porgcao (g) Carboidratos Proteinas Lipidios
Chocolate ao leite - Mavalério® 25,0 15,0 0,0 8,4
Biscoito Chocolate — Fortaleza® 30,0 23,0 2,0 3,3

Amendoim Zaeli® 45,0 4,0 13,0 20,0

Adaptado de: Tabelas de Informag&o Nutricional dos respectivos produtos.
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Alimentos Porcdo(g)  kcal Carboidratos Proteinas Lipidios
g/100g  g/porcdo  g/100g g/porcdo g/100g g/porcdo
Chocolate ao leite - Mavalério® 1000,00 5424,00 60,00 600,00 0,00 0,00 33,60 336,00
Biscoito Chocolate - Fortaleza® 500,00 2161,00 76,66 383,30 6,66 33,30 11,00 55,00
Amendoim Zaeli® 1000,00 8704,00 8,8,00 88,00 28,80 288,00 80,00 800,00
Nuvilab® 1500,00 4972,50 56,00 840,00 19,00 285,00 3,50 52,50
TOTAL 4000,00 21261,90 1911,30 606,30 1243,50
% 100,00 36,00 11,40 52,60

Kcallg de racdo 5,32

Adaptado de: Tabelas de Informag&o Nutricional dos respectivos produtos.



	



