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Dietas padréo e de cafeteria para ratos e camundongos utilizados em

experimentacdo: uma revisdo da literatura

Standard and cafeteria diets for rats and mice used in

experimentation: a literature review
Gabriel Antonio Pivovar®
Dra. Rosane Aparecida Ribeiro**
Dra. Dionizia Xavier Scomparin***

RESUMO

O uso de animais em experimentacdo contribuiu substancialmente ao avanco cientifico,
dentre os animais utilizados em pesquisas, 0s roedores perfazem aproximadamente
95%. Para a padronizacao da alimentacdo dos roedores, foi registrada a primeira dieta
experimental pelo American Institute of Nutrition (AIN), a AIN-76, que ap06s sua
utilizagdo passou por modificagOes, originando a dieta AIN-93. Com o avango da
obesidade, modelos experimentais tém contribuido ao conhecimento da fisiopatologia
desta doenca, sendo o modelo de dieta de cafeteria (CAF) considerado o que melhor
mimetiza a condicdo obesogénica humana. O objetivo do estudo foi prover revisao da
literatura sobre as dietas AINs e dietas de CAF, sua concentracdo de macro e
micronutrientes, e cuidados a serem seguidos na formulacdo de novos protocolos de
dieta CAF. A revisdo da literatura foi realizada nas bases de dados: Science Direct,
Google Schoolar e PubMed, apds o processo de exclusdo permaneceram 19 artigos
utilizados neste estudo. Foi observado que a composicao da dieta AIN-76 resultava em
baixa sobrevivéncia dos roedores, hiperlipidemia, hiperinsulinemia e esteatose hepatica.
A AIN-93 corrigiu a fonte de macronutrientes, porém ainda possui excesso de vitamina
D e Ca?*, sendo associada ao aumento de peso, hiperglicemia e esteatose hepatica. Com
relacdo a dieta de CAF, alguns protocolos analisados ndo ofertavam a quantidade
minima de proteinas, o que pode ndo induzir os prejuizos organicos relacionados a
obesidade. Portanto, apesar da AIN-93 ainda necessitar de correcdes, é importante que
0s pesquisadores ao elaborar protocolos de dieta de CAF se baseiem nesta com relagéo
ao minimo de proteina que sera fornecida ao roedor.

PALAVRAS-CHAVES: rato e camundongo; dieta AIN; dieta AIN-76; dieta AIN-93;

requerimentos nutricionais.
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The use of animals in experimentation has contributed substantially to scientific
advances, among the animals used in research, rodents make up approximately 95%. To
standardize the diet of rodents, the first experimental diet was registered by the
American Institute of Nutrition (AIN), the AIN-76, which after its use underwent
modifications, giving rise to the AIN-93 diet. With the advancement of obesity,
experimental models have contributed to the knowledge of the pathophysiology of this
disease, with the cafeteria diet model (CAF) considered the "gold standard”. The aim of
the study was to provide a systematic review on AIN diets and CAF diets, their
concentration of macro and micronutrients, their inconsistencies and precautions to be
followed in the formulation of new protocols. The methodology used was a systematic
literature review using the following databases: Science Direct, Google Schoolar and
PubMed. After the exclusion process, 19 articles remained used in this study. In the
results, it was found that the composition of the AIN-76 diet resulted in low rodent
survival, hyperlipidemia, hyperinsulinemia and fatty liver. AIN-93 corrected the source
of macronutrients, but still has excess vitamin D and Ca2+, which is associated with
weight gain, hyperglycemia and hepatic steatosis. Regarding the CAF diet, some
protocols did not offer the minimum amount of protein, which may not induce the
organic damage related to obesity. Therefore, although AIN-93 still needs to be
corrected, it is important that researchers when designing CAF diet protocols are based
on it with respect to the minimum protein that will be provided to the rodent.

KEYWORDS: rat and mouse; AIN diet; AIN-76 diet; AIN-93 diet; nutritional

requirements.



1. INTRODUCAO

No decorrer dos anos 0s animais tém sido cada vez mais importantes no avanco
cientifico. De acordo com a Foundation for Biomedical Research, cerca de 95% dos
animais utilizados em pesquisa sdo ratos e camundongos e de acordo com Chorilli et al.
(2007) e Régo et al. (2019) e estes animais fornecem a maioria de resultados cientificos
que temos disponiveis. Isso ocorre porque estes se tratam de animais pequenos, de curta
gestacdo, facil domesticacdo, manutencdo e semelhanca ao metabolismo humano. A
utilizacdo de roedores proporciona resultados precisos nos mecanismos dos processos
vitais, prevencdo, diagnostico e tratamento de doencas e entendimento da morfofuncédo
organica, sendo o meio mais acessivel levando em conta a proliferacdo e custo
financeiro relacionado ao baixo custo na alimentacdo (CHORILLI; MICHELIN;
SALGADO, 2007). Entretanto, para o uso dos ratos e camundongos e obtencdo dos
resultados almejados, as boas praticas devem estar presentes em todo o processo e
obedecer a legislacdo vigente, buscando proporcionar as melhores condi¢cdes possiveis
aos animais, dentre elas, a alimentacdo adequada (REGO et al. 2019).

A formulacdo da dieta oferecida aos ratos e camundongos deve ser baseada na
fisiologia e necessidade nutricional especifica a cada etapa da vida do roedor, para que
se obtenha um resultado satisfatério e uma dieta que atenda a todas as exigéncias
nutricionais (FARIA, 2010). Desta forma, em 1973 o American Institute of Nutrition
(AIN) formulou dieta padrdo denominada AIN-76 para roedores de laboratorios
buscando padronizar as pesquisas e evitar resultados inconsistentes e nao replicaveis.
Esta dieta foi utilizada por 16 anos e durante esse periodo foi identificada a falta de
nutrientes e, portanto, a necessidade de ajustes em sua formulacdo para adequadamente

suprir as demandas nutricionais dos roedores no crescimento, gestagéo, lactacdo e idade



adulta (manutencéo) (TOLAZZI; GARCIA; BEZERRA, 2015). Baseado nestes achados
foi proposta uma adequacdo da AIN-76 dando origem a AIN-93.

Atualmente, sdo utilizadas a dieta AIN-93G para as fases de crescimento,
gestacéo e lactacdo e a dieta AIN-93M para os roedores adultos em manutencdo. Apesar
das varias revisdes constantes nas AINs 93, ainda se verificam prejuizos funcionais
revelando novamente a necessidade de revisdo criteriosa e estudos que demonstrem as
alteragbes que a dieta deve ter para manter a salde e bem-estar dos roedores
(TOLAZZI; GARCIA; BEZERRA, 2015). Além das alteracdes a serem feitas nas dietas
padrdo em vigéncia, os pesquisadores ainda carecem de orientacdo sobre 0s requisitos
basicos nutricionais que devem ser mantidos nas dietas destinadas aos roedores, e 0s
que podem ser modificados, quando visam a producdo de dietas experimentais para
mimetizar prejuizos orgéanicos evidenciados em humanos. Dessa forma a literatura traz
uma série de dietas com os mais variados nutrientes, tanto em excesso quanto em falta
ndo sendo possivel identificar padrdes em todas as dietas ofertadas a roedores.

Dentre as dietas ofertadas a roedores pode-se exemplificar as dietas
obesogénicas, as quais buscam mimetizar padrdes encontrados na humanidade que
levam ao ganho de peso pela ingestdo de alimentos caldricos e em excesso. De acordo
com a ABESO (Associacdo Brasileira para o Estudo da Obesidade e da Sindrome
Metabolica), 19,8% da populacdo brasileira esta obesa e prevé que em 2025 cerca de
700 milhdes de pessoas em todo o mundo estardo obesas. Dentre os fatores que
contribuem a pandemia de obesidade estd o consumo de produtos alimenticios
ultraprocessados que aceleram este processo, se trata de produtos prontos para o
consumo como refrigerantes, cereais matinais e carne reconstituida (ASKARI et al.
2020). De acordo com a meta-analise realizada por Pagliai e colaboradores (2020), o

consumo destes produtos aumenta o risco de sobrepeso, obesidade e circunferéncia
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abdominal elevados em 23-34%, de dislipidemia em 102% e de mortalidade por todas
as causas em 25%.

Em busca de maior conhecimento acerca da fisiopatologia da obesidade e suas
comorbidades, os estudos buscam mimetizar o padrdo Ocidental de ingestdo dos
alimentos ultraprocessados via inducdo da obesidade nos roedores e um dos exemplos é
por dieta de cafeteria (CAF). Essa dieta é constituida por alimentos palataveis, ricos em
gordura e carboidratos, e, portanto, altamente caléricos (MENEZES, 2010). Assim, o
modelo de obesidade induzida por consumo de dieta de CAF é o que mais se assemelha
aos fatores nutricionais que contribuem a génese da obesidade nos humanos (ROSINI;
SILVA; MORAES, 2012). Além de contribuir para a manifestacdo das comorbidades
desta doenca, visto que os roedores que consomem dieta de CAF apresentam prejuizos
metabdlicos similares aos humanos obesos como: reducdo do gasto energético,
intolerancia a glicose, resisténcia a insulina entre outros (MENEZES, 2010).

Apesar da dieta de CAF ser atualmente o melhor modelo na mimetizagdo e
inducdo da obesidade, os efeitos no metabolismo dos ratos e camundongos causados por
ela ainda sdo pouco conhecidos e muito diversificados. Isso traz implicagfes nas
pesquisas, ao passo que, ainda ndo ha referencial tedrico que embase a composicdo
minima de micro e macronutrientes, os tipos de alimento e sua quantidade, fazendo com
que os animais sofram efeitos que ndo resultam das indugdes, e sim do manejo incorreto
da dieta (ALVES, 2019).

Diante disso, 0 objetivo deste estudo foi prover revisdo da literatura sobre as
dietas padrdo AINs e dietas de cafeterias e sua concentracdo de macro e
micronutrientes, bem como suas inconsisténcias e 0s cuidados a serem seguidos na

formulacédo de novos protocolos.

2. MATERIAIS E METODOS
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O presente estudo realizou revisdo da literatura acerca dos critérios preconizados
para nutricdo de camundongos e ratos em experimentacdo cientifica. A pesquisa
bibliogréfica foi realizada em setembro e outubro de 2021 a partir das bases de dados
PubMed, Google Scholar e Science Direct, e sem delimitacdo de ano de publicacdo ou
idioma. Os termos de pesquisa incluiram combinagdes de ‘ rat and mouse, AIN diet,
AIN 76 diet, AIN 93 diet, cafeteria diet, nutritional requirements, western diets, rodents
studies’’. Como critério de exclusdo foi utilizado ndo ser um artigo cientifico e ndo
tratar especificamente do tema proposto. Como critério de inclusdo foi utilizado o
acesso ao documento completo.

Conforme pode ser observado no infografico da Figura 1, ao ser utilizado os
descritores: rat and mouse, diet AIN, diet AIN 76, diet AIN 93, cafeteria diet, nutritional
requirements, western diets e rodents studies foram encontrados 104.382 artigos nas
bases de dados: PubMed (n= 6150), Science Direct (n=21.324) e Google Schoolar (n=
83.000). No Science Direct foram utilizados os filtros de artigos de revisdo, artigos de
pesquisa, filtros de area como bioquimica, genética e biologia molecular, ciéncia
agrarias e bioldgicas e ciéncia veterinaria e medicina veterinaria. Nas outras duas bases
de dados ndo foram utilizados filtros.

Apos leitura dos titulos foram excluidos da revisdo artigos que ndo atendiam
0 tema proposto, 5.734 do PubMed, 4.655 do Science Direct e 82.472 Google Schoolar.
Desta forma, foram selecionados para a leitura do resumo 416 do PubMed, 331 do
Science Direct e 528 do Google Schoolar. Subsequente a leitura dos resumos, 371
artigos do PubMed, 288 do Science Direct e 495 do Google Schoolar ndo se
relacionavam ao assunto objetivo desta revisdo e foram excluidos. Assim, a leitura
completa prosseguiu para 45 artigos do PubMed, 43 do Science Direct e 33 do Google

Schoolar. Apos a leitura, foram excluidos artigos que ndo atendiam ao tema proposto,
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permanecendo apenas 19 artigos, que foram utilizados para a revisdao (PubMed=10,

Science Direct = 3 e Google Schoolar =6).

I

d Estudos identificados por Apos aplicacdo dos filtros

€ meio da busca em base de cabiveis: Pubmed: 6.150 (sem
n dados: filtro); Science Direct: 4.986;
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Figura 1: Diagrama de Fluxo esquematizando a busca bibliogréafica dos artigos nas
bases de dados Science Direct, Google Schoolar e PubMed e a aplicacdo dos filtros até

serem obtidos os artigos utilizados nesta revisdo bibliografica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Elementos nutricionais basicos para dietas experimentais destinadas a roedores
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Com o inicio da utilizacdo de roedores na experimentacdo cientifica, surgiu a
necessidade de atentar-se a nutricdo e manejo alimentar, até entdo as dietas utilizadas
eram varidveis por serem baseadas em ingredientes naturais e cereais, isso trazia o risco
de falsas interpretacGes nos resultados das pesquisas. Desta forma, em 1973 o American
Institute of Nutrition (AIN) publicou a dieta AIN-76, que padronizava as dietas
experimentais para roedores e foi utilizada por mais de 16 anos (TOLAZZI; GARCIA;
BEZERRA, 2015).

A composicdo de macronutrientes da AIN-76 demonstrada no Quadro 1, tinha
como principais carboidratos a sacarose e 0 amido de milho, cuja contribuicdo era de
50% e 15%, respectivamente. A gordura representava 5% da massa da dieta e era obtida
pela adicdo de 6leo de milho a ragdo. A fonte proteica era derivada da caseina, cujo
déficit de aminoécidos sulfurados era corrigido pela adigédo de 0,3% de L-metionina. Os
micronutrientes eram fornecidos por 3,5% de mistura de minerais, 1% de mistura de
vitaminas AIN-76 e 0,2% de colina (REEVES; ROSSOW; LINDLAUF, 1993).

Quadro 1 — Concentracdo minima de micro e macronutrientes presentes nas

dietas AIN-76 e AIN-93 de acordo com Reeves et al. (1993) e AIN (1980).

MACRONUTRIENTES AIN-76 AIN-93G AIN-93M
Proteinas totais 200 g/Kg 178,6 g/Kg 125,8 g/Kg
Carboidratos totais 650 g/Kg 643,7 g/Kg 727,3 g/Kg
Lipideos totais 50 g/Kg 70 g/Kg 40 g/Kg
MICRONUTRIENTES AIN-76 AIN-93G AIN-93M
Minerais totais 30,8 g/Kg 41,7 g/Kg 38,9 g/Kg
Vitaminas Totais: 0,067 g/Kg 0,146 g/Kg 0,146 g/Kg
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Acido nicotinico (B3) 30 mg/Kg 30 mg/Kg 30 mg/Kg
Pantotenato de Calcio (B5) | 16 mg/Kg 15 mg/Kg 15 mg/Kg
Piridoxina (B6) 7 mg/Kg 6 mg/Kg 6 mg/Kg
Tiamina (B1) 6 mg/Kg 5 mg/Kg 5 mg/Kg
Riboflavina (B2) 6 mg/Kg 6 mg/Kg 6 mg/Kg
Acido Fdlico (B9) 2 mg/Kg 2 mg/Kg 2 mg/Kg
Biotina (B7) 0,2 mg/Kg 0,2 mg/Kg 0,2 mg/Kg
Vitamina B12 10 pg/Kg 25 ug/Kg 25 ug/Kg
Vitamina K 50 pg/Kg 900 po/Kg 860 ng/Kg
Vitamina E nédo encontrado | 75 Ul/Kg 75 Ul/Kg
Vitamina A ndo encontrado | 4000 Ul/Kg 4000 Ul/Kg
Vitamina D 1000 UI/Kg 1000 UI/Kg 1000 UI/Kg
Colina (complexo B) ndo encontrado | 1000 mg/Kg 1000 mg/Kg

Entretanto, com o uso prolongado da dieta AIN-76, foi verificada inconsisténcia
técnica e nutricional na dieta. Davis et al. (2012) relataram hiperlipidemia,
hiperinsulinemia e esteatose hepatica apds ratos serem alimentados com AIN-76 por 21
dias. Mitchell et al. (1989) observaram em ratos a presenca de calcificacdes no lumen
tubular renal e danos ao miocardio, apos 12 semanas de ingestdo da dieta AIN-76. Lien
et al. (2001) demonstraram altas concentraces de colesterol e triglicerideos, gastrite
eosinofilica e mucificacdo das glandulas gastricas do estbmago dos ratos, ap0s ratos
machos e fémeas terem recebido a dieta AIN-76 por 13 semanas.

Os prejuizos morfofuncionais observados em roedores que consumiram a AIN-
76 demonstraram a necessidade de modificagdes na composicdo nutricional das dietas
para roedores em experimentacdo. Assim, foram estabelecidas as dietas AIN-93G, para
os roedores em fase de crescimento, lactacdo e prenhez; e AIN-93M, para manutengédo
dos roedores na idade adulta de acordo com a exigéncia nutricional explicitados no
Quadro 2. As fases de crescimento, gestacdo e lactagdo possuem maior exigéncia

nutricional do que o periodo de manutencdo, isso é evidenciado no Quadro 1 ao
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observar que a AIN-93G possui maior quantidade de proteinas, lipideos e minerais e
menor concentracdo de carboidratos (DUFFY et al. 2002; REEVES; ROSSOW,;
LINDLAUF, 1993; TOLAZZI; GARCIA; BEZERRA, 2015).

Quadro 2: Exigéncia nutricional para roedores nas dietas AIN-93G e AIN-93M

de acordo com Reeves et al. 1993.

Nutrientes Dieta AIN-93G Dieta AIN-93M
Energia Total (Kcal/kg) 3776 3601

Proteina Bruta (%) 19,6 14

Fibra (%) 4,7 4,7

Calcio (%) 0,5 0,5

Fasforo (%) 0,3 0,3

Lipideos (%) 17 10

Acerca das adaptacdes, a AIN-93 passou a ter o amido de milho como fonte
principal de carboidrato, a fonte de proteina escolhida € a caseina devido a sua
composicdo de aminoacidos, além de passar a contar com suplementacdo de
aminoéacidos. A exigéncia nutricional dos roedores carece de pelo menos dois acidos
graxos essenciais, o linoléico e linolénico, que passaram a ter como fonte o dleo de soja.
Como 6leos altamente poliinsaturados podem sofrer oxidacdo, ha antioxidante na
composicdo, a terciaria-butilhidroquinona (TBHQ) além de cobre e ferro livre
(REEVES; ROSSOW; LINDLAUF, 1993).

A fibra ndo € considerada um nutriente para ratos e camundongos e o conteido
da sua fonte pode variar, comumente composta de fibra de celulose. As vitaminas sdo
essenciais para os roedores e podem ter interagdo com outros oligoelementos, nesta
nova formulacdo, foi alterada a quantidade de vitamina E, forma e quantidade de
vitamina K, quantidade de vitamina B12. Nos minerais, deve-se ter atencdo especial a

proporcéo de Ca®* e P, a dieta AIN-93 possui uma raz&o molar entre estes componentes
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de 1,3, ou seja, 70% maior do que na AIN-76, de forma a compensar a reducdo da
quantidade de fosforo proveniente da caseina. Além disso, foi adicionada a composig&o:
molibdénio, silicio, fltor, niquel, boro, litio e vanédio. E foi reduzido a quantidade de
manganés e selénio como verificado no Quadro 1 (DUFFY et al. 2002; REEVES;
ROSSOW; LINDLAUF, 1993).

3.2 A dieta AIN-93: Necessidade de revisao da formulagdo

Apesar das alteragOes realizadas para melhoria da dieta AIN-93, a dieta continua
trazendo prejuizos morfofuncionais aos roedores e carece de nova revisao que atente a
composigdo e fonte dos micro e macronutrientes (REEVES; ROSSOW; LINDLAUF,
1993). Wakefield et al. (2019) revelaram a partir de um estudo randomizado com
camundongos machos desmamados, que a AIN-93G possui concentragdes excessivas de
vitamina D e Ca?", ou seja, mais do que as necessarias para manutencio da densidade
mineral 6ssea dos roedores, 0 que pode confundir estudos acerca de desenvolvimento
6sseo e ndo identificar os resultados de intervencdo nutricional visando resultados no
metabolismo 6sseo (WAKEFIELD et al. 2019). Ferreira et al. (2015) realizaram estudo
com dez camundongos alimentados por diferentes tipos de dietas por 60 dias, e
revelaram que a AIN-93 eleva o peso e a glicemia dos animais por conter quantidades
maiores de carboidratos e menores de proteinas.

Além disso, Wildner (2017) observou que ratos Wistar machos alimentados com
AIN-93M apresentaram aumento do peso corporal, focos de inflamagdo no figado
posteriormente levando a esteatose hepatica enquanto que tais prejuizos ndo eram
observados nos ratos que receberam AIN-93M cuja fonte proteica foi modificada de
caseina para proteina isolada de soja, reduzindo ganho de peso e gordura corporal e 0
indice de esteatose hepatica, sugerindo beneficio no uso da proteina vegetal em

detrimento da proteina animal. Dados obtidos por Santos (2008) corroboram com esta
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inconsisténcia, nesse estudo 90,5% dos ratos machos Wistar alimentados pela AIN-93
desenvolveram esteatose hepética.

Em relagdo ao aumento do peso corporeo na dieta AIN-93, Wildner (2017) relata
que o alto consumo alimentar pelos grupos que receberam a AIN-93 pode ser explicado
por sua formulagdo ainda conter concentragdo elevada de sacarose, apesar de este
componente ter deixado de ser a principal fonte de carboidrato. Estes fatores tornam a
dieta mais palatavel do que a oferecida ao grupo controle fazendo com que os animais
tenham maior consumo. Além disso, a presenca de altas doses de sacarose leva ao
aumento do colesterol e triglicerideos.

Entretanto, estudos que avaliam de forma prética a eficacia da AIN-93 ainda sdo
escassos, por isso, atualmente ainda é considerada dieta apropriada e segura para ratos e
camundongos, ao contrario da AIN-76 (LIEN et al. 2001; REEVES; ROSSOW;
LINDLAUF, 1993). No quadro 3 estdo resumidos 0s principais prejuizos organicos
observados em roedores que foram alimentados com a dieta AIN-93.

Quadro 3- Inconsisténcias da dieta AIN-93 de acordo com o0s autores presentes

na revisdo bibliografica.

e Concentragdo excessiva de Ca (WAKEFIELD et al. 2019).

e Concentracao excessiva de vitamina D (WAKEFIELD et al. 2019).

e Aumento do peso corporal (WILDNER, 2017; FERREIRA et al. 2015).
e Esteatose hepatica (WILDNER, 2017; SANTOS 2008).

e Concentracdo plasmatica de glicose elevada (FERREIRA et al. 2015).
e Comprometimento renal (WILDNER, 2017).

3.3 Dietas experimentais para inducdo da obesidade: composi¢cdo da dieta de
cafeteria e sugestdes para sua elaboracéo
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A obesidade é doenca caracterizada por acimulo excessivo de gordura corporal
que acarreta prejuizos morfofuncionais. Sua etiologia, em humanos, é multifatorial,
envolvendo aspectos bioldgicos, histdricos, ecoldgicos, politicos, socioecondmicos,
psicossociais e culturais (SILVA et al. 2021). De acordo com a Organizagdo Mundial da
Saude, em 2016, 1,9 bilhdo de adultos com 18 anos ou mais estava acima do peso, e
destes, mais de 650 milhdes eram obesos. A ABESO relata que, de acordo com dados
da VIGITEL 2019, 55,4% da populacéo brasileira estava com sobrepeso e 19,8% eram
obesos e em Curitiba (PR) 53,7% da populacdo estava com sobrepeso (ABESO, 2019;
OMS, 2016).

Desta forma, o estudo da obesidade e suas complicagBes organicas mostram-se
de grande interesse para 0 meio cientifico e para a saide humana. Isso tem fomentado a
procura por modelos para estudo da obesidade, entre eles a obesidade induzida por dieta
(BORTOLIN et al. 2018). Estes modelos de dietas experimentais devem ser adequados
ao periodo da vida do roedor utilizado na pesquisa para evitar interferéncias e falsos
resultados provenientes do incorreto manejo alimentar (FARIA, 2010). Entre os
modelos de dietas obesogénicas estdo as dietas hiperlipidicas, que compreendem a troca
de calorias derivadas de carboidratos por calorias derivadas de gordura (SAMPEY et al.
2011), dieta rica em gordura, dieta rica em actcar (HIDAYATI; WIDODO; HIDAYAT,
2020), a New Western Diet e a dieta de CAF (HINTZE et al. 2012).

A dieta mais utilizada e considerada padrdo ouro é o modelo de dieta de CAF,
também denominada como dieta ocidental, no qual os roedores possuem acesso livre a
agua e comida hipercaldrica, altamente palatavel e ultraprocessada, geralmente
guloseimas, promovendo hiperfagia voluntaria resultando em ganho de peso corporal
(QUILODRAN; RUBIO; LEIGHTON, 2014; SAMPEY et al. 2011). Geralmente a dieta

apresenta entre 8 e 9 alimentos ultraprocessados tanto doces como salgados. A escolha
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dos alimentos para a dieta CAF deve-se basear em cinco critérios: palatabilidade,
sabores doces e salgados, texturas diferentes, novidade e variedade de produtos. Diante
disso, o uso de um protocolo padronizado, fara com que os resultados entre diferentes
experimentos apresentem maior coeréncia (LALANZA; SNOEREN, 2021).

Reeves (1989) reitera a importancia de uma dieta padrdo que mimetize a dieta
humana no estudo da obesidade e, apesar da dieta de CAF buscar este objetivo, ela
ainda demonstra inconsisténcia por ndo ser bem definida em seus micronutrientes,
fazendo com que os animais sofram efeitos do inadequado manejo alimentar e ndo da
inducdo da obesidade (HINTZE et al. 2018).

A partir da andlise das concentracbes de lipideos encontrados nos artigos
retratados no Quadro 4, foi possivel observar que as dietas de CAF apresentam, como
esperado, alta concentracdo de gordura quando comparadas a dieta AIN-93 (padrdo atual
nutricional experimental revisado nos tdpicos iniciais). A fonte de lipideos das dietas de
CAF geralmente ¢é proveniente do 6leo de soja ou milho, gordura do leite, azeite, banha,
sebo bovino e colesterol. Os reflexos desta alta concentracdo de lipideos nas dietas de
CAF acarretam prejuizos organicos relacionados a obesidade como aumento da
adiposidade, dislipidemias, risco cardiovascular e carcinogénese (BUYUKDERE et al.
2019; GOULARTE, 2011; LEWIS et al. 2019; TOTSCH et al. 2018). E importante
ressaltar que a maior concentracdo de sais minerais, em especial do Na*, obtido na dieta
de CAF, junto com a elevada concentracdo de lipideos contribui para os prejuizos
hemodindmicos que acarretam em risco de hipertensdo e doencas renais (LEWIS et al.
2019; MUNTZEL et al. 2012).

Na dieta AIN-93M (Quadro 1), observamos porcentagem maior de carboidratos
e menor de lipideos, quando comparado a dieta de CAF, (Tab. 1), o lipideo assume uma

concentra¢do maior que fornecera o conteido energético e causara o aumento de peso e
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as consequéncias cardiovasculares encontradas na obesidade, diferentemente da AIN-93,
que tem como fonte de energia os carboidratos, que possuem maior facilidade de
metabolizagdo por terem cadeias curtas (COTTA et al. 2021). O alto teor de
carboidratos de todas as guloseimas ofertadas aos roedores na dieta de CAF (Tab. 1)
corretamente mimetiza a obesidade humana nos roedores porque, além de causar
hiperfagia por se tratar de alimentos palataveis, contribui para o risco a resisténcia a
insulina, hiperinsulinemia, intolerancia a glicose, e ao diabetes mellitus do tipo 2,
caracteristicos da obesidade humana (JOHNSON et al. 2016; MUNTZEL et al. 2012;
TOTSCH et al. 2018).

Ao observarmos a porcentagem de proteina nos diferentes protocolos de dieta de
CAF demonstrados no Quadro 4, observa-se que 3 dos 7 protocolos de dietas de CAF
obtidos na revisdo bibliografica, apresentam percentual proteico inferior a 14% de
proteina, que é preconizado na AIN-93 para a manutencdo de roedores adultos
(REEVES; ROSSOW; LINDLAUF, 1993). A menor concentragdo deste macronutriente
pode levar a diminuicdo da expressdao de genes que codificam proteinas responsaveis
pelo metabolismo xenobiGtico e resposta ao estresse, além de contribuir para
desregulacdo da termogénese comprometendo a resposta a obesidade induzida pela dieta
e promovendo aumento da sensibilidade a insulina (LOPEZ et al. 2003). De acordo com
Reis et al. (1997) ratos Wistar alimentados a partir do desmame com dieta hipoproteica
(8% de proteina) demonstraram reducgdo da secrecdo de insulina, aumento da tolerancia
a glicose, insulinopenia durante o teste de tolerancia a glicose. Em acordo, Santos
(2013) em seu estudo com camundongos alimentados com dieta hipoproteica mostraram
diminuigdo nas proteinas totais, alteragdes de imunidade inata e aumento a tolerancia a
glicose. Estes achados alertam que se a concentracdo de proteinas ofertada em dietas de

CAF for inferior ao requerido na fase da vida do roedor usado na pesquisa, 0S
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pesquisadores podem ndo reproduzir os defechos organicos nestes roedores que a
obesidade induz em humanos (JOHNSON et al. 2016; MUNTZEL et al. 2012;
TOTSCH et al. 2018).

Adicionalmente as diferencas na concentracdo de macronutrientes que as dietas
de CAF ofertam aos roedores, é importante os pesquisadores observarem se o protocolo
utilizado desta dieta fornece o requisito minimo preconizado de micronutrientes. Os
artigos obtidos nesta revisdo ndo informaram a composi¢do de micronutrientes
presentes nos diferentes protocolos de CAF usados. Hintze et al. (2012) relatou que as
dietas de CAF séo deficientes em vitamina E, B6, B12, folato, zinco, calcio, fosforo e
cobre.

Um relatério divulgado pelo Servico de Pesquisa Agricola do Departamento de
Agricultura dos EUA revelou que utilizando os valores de necessidade média estimada
(EAR) como referéncia, somente um terco dos americanos consome calcio e vitamina D
em concentracfes adequadas e menos da metade consomem magnésio, além disso, 90%
dos americanos ndo consomem vitamina E suficiente, 30% vitamina C suficiente e 12%
zinco adequado. A deficiéncia dos micronutrientes, por vezes ndo desencadeia sintomas
de deficiéncia aguda, entretanto, a deficiéncia cronica destes componentes pode elevar o
risco de doencas cronicas, degenerativas, doencas cardiovasculares e diabetes. Além
disso, ainda ndo ha muitas informagbes sobre o efeito da deficiéncia de mdltiplos
micronutrientes atrelados a dieta CAF e seu impacto na mimetizacdo da obesidade
(HINTZE et al. 2012).

3.4 Dietas de cafeteria: cuidados na elaboracéo de protocolos

A utilizagdo de animais de laboratorio vem aumentando e se modernizando com
produtos, técnicas, geneética, dentre outros. Todavia, 0 conhecimento sobre a nutricdo
dos roedores ndo acompanha este avanco. A principal referéncia na area da nutri¢do

experimental publicada pelo National Research Council completou vinte e oito anos, e
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apesar de serem observada a necessidade de corre¢des na formulacdo das dietas, poucas
mudancas foram realizadas neste periodo. Portanto, sdo necessarias novas pesquisas e
revisdo das exigéncias nutricionais dos ratos e camundongos, pois somente com 0
correto manejo nutricional serd possivel formular dietas e protocolos modificados que
visem a reproducdo de doengas humanas em modelos experimentais usando roedores
(MOURA, 2014).

Neste sentido ao se formular protocolos de dieta de CAF, assim como outras
dietas, faz-se necessario a participacdo de profissionais habilitados em nutricdo que
conhecam as necessidades de cada roedor. A exigéncia nutricional é definida como a
concentracdo de cada nutriente necessaria para o animal realizar a manutencdo dos
processos vitais e a otimizacao dos fatores de desempenho (MOURA, 2014; TOLAZZI,
GARCIA; BEZERRA, 2015). Como pode ser observado no Quadro 2, conforme o
periodo da vida dos roedores, a necessidade minima de proteinas ofertadas na dieta deve
seguir os protocolos indicados pelas dietas AIN-93G e AIN-93M (REEVES; ROSSOW;
LINDLAUF, 1993). Como observado nos artigos obtidos nesta revisao bibliogréfica, a
concentracdo proteica ofertada pelos diferentes cardapios pode ser inferior ao que é
necessario ao roedor usado na pesquisa. Portanto, é essencial que os pesquisadores ao
elaborar novo protocolo de dieta de CAF, ou mesmo usar protocolo que esteja citado
por outros estudos, sejam criticos especialmente na concentracdo proteica que a dieta
fornecera, pois quantidades menores do que a exigéncia nutricional de 14% (Quadro 2)
(BUYUKDERE et al. 2019; JUNIOR et al. 2018; MUNTZEL et al. 2012), podem
demonstrar efeitos contrarios aos que sdo causados pela obesidade, como por exemplo,
a decorréncia de aumento da sensibilidade a insulina, insulinopenia, maior tolerancia a

glicose (REIS et al. 1997; SANTOQOS, 2013).
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Além disso, a concentragdo de micronutrientes também merece atencdo, ainda
ndo temos informacgdes a respeito da deficiéncia de multiplos micronutrientes atrelados
a dieta de CAF e seus efeitos orgénicos, e se tais comprometimentos no fornecimento
minimo de micronutrientes poderiam mascarar a adequada producdo da obesidade e

suas comorbidades nos roedores em experimentacdo (HINTZE et al. 2012).



Quadro 4: Protocolos de dieta de cafeteria dos artigos incluidos na revisao (n=7).

Referéncia

Totsch et al. 2018

Bortolin et al. 2018

Muntzel et al. 2012

Junior et al. 2018

Espécie Idade
Camundongo 6 semanas

CD-1

Rato Wistar 10 semanas

Rato Wistar Peso inicial de 200-

225¢

Rattus Novergicus 21 dias

Sexo

Machos e
Fémeas

Machos

Fémeas

Machos

Periodo

15 semanas

18 semanas

15 dias

14 semanas

Ingredientes Macronutrientes

Na&o consta. Proteina: 14,2%
Carboidrato:51,4 %
Lipideo: 16,6%

Queijo, bolo, salame, biscoito Proteina:18%,

recheado, biscoito folhado, Carboidrato:48,5%

bolacha e biscoitos. Lipideos: 21%,

Bolachas de baunilha, bolachas, Proteina: 9,5%,
pipoca com manteiga, cheetos, Carboidratos: 48,1%
chocolate, salame, peixe Lipideos: 23,4%
defumado, amendoim,  trigo

desfiado, leite condensado e

refrigerante.

Salgadinhos de queijo ou bacon,
marshmallow, doce de amendoim, 73%, Lipideos: 17%.
biscoito recheado e wafer,

linguiga, mortadela e refrigerante.

Proteina: 10%, Carboidratos:
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Resultados

Aumento de peso em ambos 0s
sexos, niveis de leptina elevados,
maior teor de gordura corporal, nivel
elevados de glicose e triglicerideos.

Niveis elevados de  glicose,
triglicerideos, dishiose da
comunidade microbiota.

Aumento modesto no peso corporal,
duplicacdo no tecido adiposo
marrom e branco, elevagdo da
leptina, nem uma alteracdo da
glicose, aumento na frequéncia
cardica e pressao arterial e aumento
sustentado no impulso neural
simpético lombar.

Aumento da taxa de gliconeogénese
com o glicerol de substrato, menores
taxas com lactato e piruvato.
Aumento do NADH/NADH e uma
taxa reduzida de CO2 a partir dos
acidos graxos.



Buyukdere et al. 2019

Johnson et al. 2016

Lewis et al. 2019

Rato Wistar

Rato Wistar

Rato Sprague-
Dawley

5 semanas

9 a 10 semanas

6 a 8 semanas

Machos 12 semanas Amendoim, queijo, batata frita, Proteina: 11,4%
biscoitos variados, salgadinhos de Carboidrato:41,7%
milho, bolachas chocolates. Lipideo: 46,9%

Machos 15 semanas Queijo, biscoitos, cereais, Proteina:20%,
carne processada e bolachas. Carboidrato:35%

Lipideos: 45 %.

Machos 20 semanas Queijo, salsicha, biscoitos Proteina:14%,
carne enlatada, Carboidratos: 38%,
pdo de lapulo branco, Lipideos: 48%.

bolachas e refrigerante.
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Aumento do ganho de peso,
aumento da leptina e colesterol.

Hiperfagia,, maior ganho de peso,
hiperinsulinemia, hiperglicemia,
intolerancia a glicose, maior grau de
inflamacdo no tecido adiposo e
hepético, disfungdo mitocondrial e
concentragéo aumentada de
mediadores  pro inflamatorios
derivados de lipideos.

Maior ingestdo de alimentos, maior
largura abdominal e almofada de
gordura. Tolerancia a glicose
comprometida, hiperinsulinemia,
niveis elevados de colesterol,
triglicirideos, niveis reduzidos de
colesterol HDL e declinio cognitivo.
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4. CONCLUSAO

Verificamos que a alteracao realizada na AIN-76 e consequente surgimento da
AIN-93 foi necessaria para tentar corrigir as inconsisténcias da dieta que traziam
prejuizos nutricionais aos roedores. Entretanto, a AIN-93 também demonstra
necessidade de ajustes, em especial, na sua fonte de proteina e concentracdo de
micronutrientes. A dieta de CAF, dieta obesogénica considerada padrdo ouro para
mimetizar a obesidade humana em roedores, carece de protocolo padrdo que atenda a
exigéncia nutricional dos roedores. Além disso, durante a elaboracdo de protocolos de
dieta CAF é indispensavel a presenca de um profissional habilitado em nutricdo, para
que a exigéncia nutricional de cada roedor seja obedecida e se oferte dieta com a correta
concentragdo de macro e micronutrientes, principalmente a concentragédo proteica, para
que assim os pesquisadores, adequadamente, obtenham os prejuizos causados pela
obesidade nos roedores e ndo pelo incorreto manejo alimentar dentro do modelo

experimental.
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