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RESUMO

A gestacdo e lactacdo sdo periodos criticos do desenvolvimento, por isso, inadequacdes na
dieta materna podem influenciar significativamente a saide dos descendentes. O presente
estudo objetivou avaliar os efeitos do consumo da dieta hiperlipidica, do tipo cafeteria,
durante a gestacdo e lactacdo sobre o crescimento somatico, perfil glicémico e colesterolemia
de ratos neonatos. Fémeas Wistar foram alimentadas com dieta padrdo (4% de lipidio) ou
dieta hiperlipidica (23% de lipidio), durante a gestacdo e lactacdo. Os filhotes foram divididos
em dois grupos: grupo controle (n=12), filhotes de ratas alimentadas com dieta padrdo; grupo
teste (n=12), filhotes de ratas alimentadas com dieta hiperlipidica. Os indicadores de
crescimento somatico (peso corporal e comprimento) foram aferidos em dias alternados até o
final da lactacdo, quando entdo foi realizado o teste de tolerancia a glicose (TTG), teste de
tolerancia a insulina (TTI) e feita a coleta de sangue para analise bioquimica. Apds o
sacrificio, o tecido adiposo abdominal foi coletado e pesado. Para a analise estatistica foi
utilizado o teste t Student, com p < 0,05. O grupo teste apresentou maior crescimento
somatico, maior adiposidade e colesterol elevado (p<0,05). As glicemias de jejum nao
diferiram entre os grupos. No TTI os niveis de glicose decresceram significativamente no
grupo teste, quando comparado aos controles. Os resultados indicam que a exposi¢do dos
neonatos a dieta hiperlipidica na gestacdo e lactacdo foi capaz de alterar o crescimento
somatico, a adiposidade e o colesterol.

Palavras- chave: dieta hiperlipidica, ratos neonatos, colesterol, perfil glicémico



ABSTRACT

Pregnancy and lactation are critical periods of development, so inadequacies in the maternal
diet can significantly influence the health of offspring. This study aimed to investigate the
effects of intake of high fat diet during pregnancy and lactation on the somatic growth,
glicemic profile and cholesterol of neonatal rats. Female Wistar rats were fed high fat diet -
cafeteria diet (23% fat) or control diet (4% fat) during pregnancy and lactation. The offspring
— twenty four male Wistar rats were divided in two groups: control group (CG, n= 12) of rats
fed a control diet and test group (TG, n= 12) of rats fed a cafeteria diet. During the lactation
(22 days), the somatic growth (body weight and longitudinal growth) were measured three
times a week. After the lactation was made the glucose tolerance test (GTT), the insulin
tolerance test (ITT) and blood was collected for biochemical analysis. After they were Killed,
adipose tissues of animals were removed and weighted. The difference between groups was
analysed with Student’s t- test (p < 0,05). The test group showed greater somatic growth and
high cholesterol (p<0,05). There was no difference in fasting glucose or GTT. However, in
ITT, glucose levels decrease significantly in the test group. The results indicate that exposure
to high fat diet during pregnancy and lactation changed somatic growth and metabolic

parameters in neonatal rats.

Key words: high fat diet, neonatal rats, cholesterol, glicemic profile
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1. INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

A prevaléncia da obesidade e das doencas a ela relacionadas vem aumentando em todo
0 mundo (PINHEIRO et al, 2004; WHO 2002). Esse crescimento significativo, nos Gltimos
anos, ndo pode ser explicado somente por fatores genéticos, mas também por fatores
associados ao estilo de vida. Sendo assim, os principais fatores envolvidos no
desenvolvimento da obesidade tém sido relacionados aos fatores ambientais, tais como a
ingestdo alimentar inadequada (PEREIRA et al, 2003). A adogdo da chamada dieta
ocidentalizada ou dieta de cafeteria (CESARETTI e JUNIOR, 2006), que privilegia a
praticidade e rapidez no comer (BLEIL, 1998), por exemplo, assume hoje um padrao
alimentar global (DIEZ- GARCIA, 2003).

Esta dieta também denominada dieta hiperlipidica ou dieta hiperpalatavel, caracteriza-
se por alimentos hipercaloricos, de alta palatabilidade, com teor elevado de carboidratos
refinados, aclcar, sal, grande quantidade de gorduras saturada e/ou trans, baixo teor de
vitaminas e micronutrientes (BAYOL et al., 2010, ELAHI et al, 2009).

O consumo de dieta hiperlipidica pode trazer efeitos deletérios a saude humana.
Evidéncias cientificas mostram que o consumo desta dieta esta associado ndo apenas a
obesidade, mas a diversos transtornos metabolicos decorrentes do excesso de peso, como
resisténcia a insulina, dislipidemia, sindrome metabdlica e doengas cardiovasculares.
(BAYOL et al, 2007; ELAHI et al, 2009, ASHINO et al 2011; PARENTE et al, 2008).

Além disso, é crescente o consumo das dietas de cafeteria por mulheres jovens em
idade reprodutiva (AZEVEDO, 2003; ANDRETO et al, 2006). O aumento na prevaléncia da
obesidade bem como de suas complicagdes nessa populacdo, principalmente durante a
gestacdo e lactacdo, tem trazido a tona o questionamento sobre quais os efeitos na salde da
prole causados por esse desequilibrio na oferta de nutrientes na fase de desenvolvimento
(OBEN et al., 2009).

A programacgdo neonatal explica que alteracbes ocorridas no periodo critico de
desenvolvimento, como a gestacdo e lactacdo, podem influenciar significativamente a saude
de um individuo durante toda a vida (BARKER, 1998; KIND et al, 2006). De acordo com a

literatura, a exposi¢cdo a um ambiente intrauterino anormal desempenha um papel importante
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na predisposicdo do feto ao desenvolvimento de diversas doencas metabdlicas (CHECHI et
al.,, 2010). Por exemplo, a hiperglicemia materna tem sido associada a alteracdes na
homeostase da glicose nos descendentes (FETITA et al, 2006). BARKER e colaboradores
(1993) foram pioneiros em reconhecer a influéncia do ambiente fetal no crescimento e
desenvolvimento, ao identificar a associacdo entre a desnutricdo intrauterina e o

desenvolvimento de doenca cardiovascular.

Para melhor compreender a influéncia materna na programacdo metabdlica dos
descendentes utiliza-se o conceito de programming. O termo programming define o processo
pelo qual insultos no periodo critico de desenvolvimento sdo capazes de promover mudancas
permanentes na estrutura e funcdo dos tecidos (LUCAS, 1998) e que, desta forma, véo
repercutir por toda vida do individuo. Este periodo critico, caracterizado por rapido
crescimento, replicacdo e diferenciacdo celular, é bastante vulneravel. Segundo FOWDEN e
colaboradores (2006) varios tipos de insultos podem desencadear alteracfes nas funcdes

organicas desde modificagcbes ambientais, doencas, estresse e principalmente a dieta.

Modelos experimentais que investigam a programacao neonatal e doengas metabolicas
em ratos adultos tém se concentrado principalmente nos efeitos da desnutri¢do, especialmente
a restricdo protéica (BARRETO-MEDEIROS et al, 2007; CARVALHO-SANTOS et al, 2010;
ZAMBRANO et al ,2006). BARRETO-MEDEIROS et al (2007) e CARVALHO-SANTOS et
al (2010) demonstraram os efeitos da desnutricdo materna durante a gestacdo sobre o
crescimento somatico, a resposta imunoldgica e consumo alimentar em ratos. ZAMBRANO
et al (2006) mostraram ainda a relagdo entre a desnutricdo protéica materna e alteracBes
metabolicas, tais como elevacdo dos niveis de colesterol e triglicerideos, alteracdo do perfil

glicémico e resisténcia a insulina nos descendentes.

Mais recentemente, tém-se estudado outros fatores que, além da desnutri¢do, afetam o
periodo critico de desenvolvimento, e podem influenciar a satde dos individuos a longo
prazo. Alguns pesquisadores ja tém utilizado dietas hiperlipidicas no periodo de gestacdo e
lactacdo, para melhor caracterizar as alteracdes decorrentes do excesso de nutrientes neste
periodo e suas conseqliéncias para os ratos adultos (BAYOL 2010; OLIVEIRA, 2011;
ELAHI, 2009). Trabalhos tém demonstrado que a exposi¢do durante o periodo neonatal a
dieta materna rica em gordura, especialmente gordura saturada, pode alterar o perfil lipidico
dos descendentes na vida adulta (ELAHI, 2009, OLIVEIRA, 2011). Outro estudo evidenciou
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que a formacao de estrias de gordura pode comecar ainda no feto e de forma mais intensa

como consequéncia da hipercolesterolemia durante a gravidez (NAPOLI et al, 1999).

Portanto, estudos que avaliem os efeitos precoces do consumo de dieta hiperlipidica
no periodo perinatal sdo necessarios para identificar as consequéncias para a saude, que
podem manifestar-se ainda na fase inicial da vida. Na préatica clinica, este trabalho visa
contribuir na compreensdo dos efeitos da inadequacdo alimentar no inicio da vida e assim

fundamentar estratégias de prevencéao a serem utilizadas.
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2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS
2.1. GERAL

Investigar os efeitos do consumo de dieta hiperlipidica durante a gestacdo e lactacéo

sobre o crescimento somatico, perfil glicémico e colesterolemia em ratos neonatos.

2.2. ESPECIFICOS

Em ratos neonatos cujas mdes foram alimentadas com dieta hiperlipidica durante a

gestacdo e lactacdo, avaliar:

e A evolucgéo ponderal;

e O crescimento longitudinal;
e O perfil glicémico;

e Os niveis de colesterol total;

e A quantidade de tecido adiposo abdominal.
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3. HIPOTESE
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3. HIPOTESE

Ratos neonatos cujas maes foram alimentadas com dieta hiperlipidica, do tipo cafeteria,

durante a gestacéo e lactacdo apresentam:

e Ganho ponderal superior aos controles;
e Maior adiposidade;
e Alteracao do perfil glicémico;

e Hipercolesterolemia.
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4. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia (UFBA), protocolo n® 20/10 e
seguiu as normas do Colégio Brasileiro para Experimentacdo com Animais (COBEA) e
normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guidelines for Care Use

of Laboratory Animals.

4.1. Animais e Grupos experimentais

Foram utilizadas fémeas de Rattus norvegicus, variedade albinus, da linhagem Wistar
com 90 a 100 dias de vida, provenientes do Laboratério de Nutrigdo Experimental da Escola
de Nutricdo da Universidade Federal da Bahia. Todos os animais foram mantidos sob
condicdes de temperatura constante (23 + 2°C) e sob um ciclo claro/escuro de 12 horas. As
ratas foram acasaladas com ratos da mesma espécie, e o estado de prenhez foi diagnosticado a
partir da presenca de espermatozoides na secrecdo vaginal, 0 que caracterizava o primeiro dia

da gestacdo (dia 0).

Apds a constatacdo da gestacao, as ratas foram divididas em dois grupos, isoladas em
caixas individuais, e submetidas a manipulacdo nutricional durante todo o periodo de gestacédo

e lactacdo. Um grupo recebeu a dieta padréo e o outro grupo recebeu a dieta de cafeteria.

Considerou-se o periodo de até 24 horas apds o parto para ajustar a ninhada em seis
filhotes por rata, preferencialmente machos. Observaram-se os resultados destas dietas em 24
filhotes machos, que foram divididos em dois grupos conforme a dieta materna: grupo
controle (GC, n=12) filhotes cujas méaes receberam a dieta padrdo e grupo teste (GT, n=12) -
filhotes cujas méaes receberam a dieta de cafeteria. Nestes grupos foram avaliados os efeitos

da manipulacéo nutricional durante o periodo de gestacéo e lactacao.
4.2. Composicéo das dietas

A dieta padrdo (Nuvilab®) era constituida de milho integral moido, farelo de soja,
farelo de trigo, carbonato de calcio, fosfato bicalcico, cloreto de sodio, premix vitaminico
mineral e aminoacido. A dieta hiperlipidica utilizada, do tipo cafeteria, foi previamente
descrita e utilizada por ESTADELLA et al (2004) e analisada por OLIVEIRA et al (2011), e
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consistia em uma mistura de alimentos hipercaloricos, contendo ragdo comercial (Nuvilab®),
amendoim torrado, chocolate ao leite e biscoito maisena na proporcdo de 3:2:2:1. Estes
ingredientes foram moidos, misturados e oferecidos na forma de péletes. A composicdo
centesimal das dietas em valores aproximados e a composicdo de &cidos graxos estdo

descritas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1: Composicéo centesimal das dietas utilizadas no estudo. Salvador (BA), 2012.

Nutrientes Dieta(g/100g)

DP DH
Carboidrato 57 46
Proteina 22 17
Lipidio 4 23
Cinzas 9 4
Umidade 8 10
Energia (kcal/g) 3,5 4,5

DP: dieta padrdo; DH: dieta hiperlipidica. Fonte: Oliveira et al (2011).

Tabela 2: Composicao de acidos graxos da dieta padrédo e dieta hiperlipidica. Salvador (BA),
2012,

Acidos graxos Acidos graxos totais %
DP DH
C12:0 ND 13,81
C14:0 ND 5,81
C16:0 15,86 12,65
C18:0 3,31 6,08
Ci18:1 26,24 34,52

C18:1 1,18 0,41




28

C18:2 49,68 21,68
C18:3 3,72 0,27
C20:0 ND 0,77
C20:1 ND 0,80
C22:0 ND 1,58
C24:0 ND 1,01
Total SFAs 19,17 41,71
Total MUFAS cis 26,24 35,32
Total PUFAS cis 53,4 21,95
Total TFAS 1,18 0,41
PUFA: SFA 2,78 0,53
0-6: ®-3 13,35 80,3

DP: dieta padrdo; DH: dieta hiperlipidica; SFA: &cido graxo saturado; MUFA: &cido graxo
monoinsaturado; PUFA: acido graxo poliinsaturado; TFA: acido graxo trans; ND: ndo detectado.
Fonte: Oliveira et al (2011)

4.3. Avaliacéo do peso e do comprimento corporal
4.3.1. Peso corporal

Os animais foram pesados individualmente em dias alternados até o final da lactacdo. O
peso corporal foi aferido através de balanca eletrénica digital (Marte®), modelo S-4000, com
capacidade de 4kg e sensibilidade de 0,001g. Para maior fidedignidade as afericdes foram
feitas em duplicata, sendo registrada a média entre as duas medidas. Ao final do periodo de

lactacdo foi calculada a média do peso corporal final.

4.3.2. Comprimento corporal

O comprimento corporal foi avaliado pela medida do Eixo Longitudinal do Corpo
(EL). Os filhotes foram medidos individualmente em dias alternados até o final da lactacéo.
Foi utilizado um paquimetro de acurdcia 0.0lmm (Digimass®). A medida do EL foi
realizada, contendo o corpo do animal, provocando uma réapida imobilizacdo. Dessa forma,

com auxilio de um marcador, os pontos entre o focinho e a base da cauda foram marcados e a
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medida da distancia entre estes efetuada com paquimetro (DEIRO, 2006). As medidas foram

realizadas em duplicata, registrando-se a média entre os valores.

4.4. Parametros bioguimicos
4.4.1. Teste de tolerancia a glicose (TTG)

Foi realizado no 22° dia de vida dos animais ap0s jejum de 4 horas. A primeira coleta
de sangue (tempo 0 - basal) foi feita através de corte na extremidade da cauda do animal, para
retirada de uma aliquota de 10 pL. Em seguida, foi administrada, por via intraperitonial, uma
solucgéo de glicose 50% (EQUIPLEX®) na dose de 1mg/kg de peso do animal. Realizou-se a
coleta de sangue nos tempos 30, 60 e 120 minutos. As concentracfes de glicose sanguinea
foram determinadas através do glicosimetro ACCU-CHEK® (ACCU-CHEK Active/ROCHE,
Alemanha).

4.4.2. Teste de tolerancia a insulina (TTI)

O teste foi realizado no 24° dia de vida dos animais. Inicialmente, foi determinado o
nivel basal de glicose (tempo 0) por meio de corte na extremidade da cauda. Em seguida foi
injetada insulina de acdo rapida (Lispro - Humalog®) na dose de 0,75 mU/g de peso
corporeo, via subcutanea, em cada animal. Aos 30, 60 e 120 minutos foi coletado sangue da

mesma forma descrita para os valores basais.

4.4.3. Dosagem do colesterol total

Ainda no 24° dia de vida, foi coletado sangue dos animais através da técnica de
puncdo cardiaca, com o animal devidamente anestesiado (0,5mL de xilazina e 2mL de
Ketamina, sendo aplicado 0,1 ml desta solucdo para 10g do animal). O sangue foi coletado
(cercade 1 ml), acondicionado em eppendorff e, a seguir centrifugado a 3000 rpm durante 10
minutos para a separacdo das fracbes de soro e plasma. A determinagdo dos niveis de
colesterol total (CT) foi realizada no Laboratério de Bioquimica Clinica da Faculdade de
Farmacia da UFBA atraves de métodos enzimético e quimico utilizando kit comercial

(BioSystems/Spain) no sistema A 25 Clinical Chemistry Analyser ®.
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4.5. Avaliacgéo do tecido adiposo

O tecido adiposo abdominal foi retirado do animal ap6s puncéo cardiaca, através de
incisdo na linha média do abdémen. Em seguida foi realizado o procedimento de pesagem em

balanca analitica.

4.6. Anélise Estatistica

A analise estatistica foi realizada através do programa Sigma Stat 3.1. A normalidade
da amostra foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Todos os dados foram
expressos em média + desvio padrdo da media (DP). Para comparagdo dos grupos, foi
utilizado o teste t de Student. Os testes foram aplicados considerando-se um nivel de

significancia de 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussdo deste trabalho serdo apresentados na forma de artigo cientifico
intitulado: “DIETA HIPERLIPIDICA PALATAVEL PROMOVE AUMENTO DA
GORDURA ABDOMINAL E HIPERCOLESTEROLEMIA EM RATOS
NEONATOS”. Este artigo serd submetido como artigo original a Revista de Nutricdo da

Puccamp.
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Dieta hiperlipidica palatavel promove aumento da gordura
abdominal e hipercolesterolemia em ratos neonatos.

Palatable high fat diet increased abdominal fat and promotes

hypercholesterolemia in neonatal rats.
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RESUMO

Objetivo: Investigar os efeitos do consumo da dieta hiperlipidica durante a gestacdo e
lactacdo sobre o crescimento somatico, perfil glicémico e colesterol de ratos neonatos.
Métodos: Fémeas Wistar foram alimentadas com dieta padrdo (4% de lipidio) ou dieta
hiperlipidica (23% de lipidio), durante a gestacéo e lactacdo. Os filhotes foram divididos em
dois grupos: grupo controle (n=12), filhotes de ratas alimentadas com dieta padrdo; grupo
teste (n=12), filhotes de ratas alimentadas com dieta hiperlipidica. Os indicadores de
crescimento somatico (peso e crescimento longitudinal) foram aferidos em dias alternados até
0 22° dia, quando foi realizado o teste de toleréncia a glicose (TTG). As amostras de sangue
foram coletadas, ap6s jejum de 4 horas, nos tempos 0, 30, 60 e 120 minutos. No 24° dia foi
realizado o teste de tolerancia a insulina (TTI) e coletado sangue para analise bioquimica.
Apbs o sacrificio, o tecido adiposo foi coletado e pesado. Para as analises estatisticas foi
utilizado o teste t Student, com p < 0,05. Resultados: O grupo teste apresentou maior
crescimento somatico, maior adiposidade e hipercolesterolemia. As glicemias de jejum néo
diferiram entre os grupos. Nao foi observada diferenca no TTG, contudo, no TTI os niveis de
glicose decresceram no grupo teste, quando comparado aos controles. Conclusdo: Os
resultados indicam que a exposicdo a dieta hiperlipidica na gestacdo e lactacdo alterou o
crescimento somatico, a adiposidade e o colesterol nos neonatos. A maior resposta a insulina

exogena deveu-se, provavelmente, ao hiperinsulinismo neonatal.

Termos de indexacdo: dieta hiperlipidica, ratos neonatos, colesterol, perfil glicémico
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ABSTRACT

Objective: To investigate the effects of intake of high fat diet during pregnancy and lactation
on the somatic growth, glicemic profile and cholesterol of neonatal rats. Methods: Female
Wistar rats were fed high fat diet (23% fat) or control diet (4% fat) during pregnancy and
lactation. The offspring — twenty four male Wistar rats were divided in two groups: control
group (CG, n= 12) of rats fed a control diet and test group (TG, n= 12) of rats fed a high fat
diet. During the lactation (22 days), the somatic growth (body weight and longitudinal
growth) were measured three times a week. The glucose tolerance test (GTT) were analysed
(22 days old) after 4 hours of fasting in 0, 30, 60 and 120 minutes. In 24 day, we made the
insulin tolerance test (ITT) and blood was collected for biochemical analysis. After they were
killed, adipose tissue of animals was removed and weighted. The difference between groups
was analysed with Student’s t- test (p < 0,05). Results: The test group showed greater somatic
growth and hypercholesterolemia. There was no difference in fasting glucose or GTT.
However, in ITT, glucose levels decrease significantly in the test group. Conclusions: The
results indicate that exposure to high fat diet during pregnancy and lactation changed somatic
growth, the adiposity and cholesterol in neonatal rats. The greatest response to exogenous

insulin was due probably to neonatal hyperinsulinism.

Indexing terms: high fat diet, neonatal rats, cholesterol, glicemic profile
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Introducao

O consumo de gorduras, em especial da gordura animal, e alimentos refinados tem
aumentado em todo o mundo’. Este padrdo alimentar inadequado que se caracteriza por
alimentos de alta palatabilidade, com elevada concentragdo caldrica, ricos em gordura e
acUcar é também conhecido por dieta ocidentalizada, hiperlipidica ou dieta de cafeteria®, que
comecou a partir da segunda metade do século XX privilegiando a praticidade e rapidez no

comer ® e hoje assume um padréo alimentar global®.

E crescente 0 consumo das dietas de cafeteria por mulheres jovens em idade
reprodutiva. O aumento na prevaléncia da obesidade e suas complicacGes nessa populacao,
principalmente durante a gestacao e lactagdo, tem trazido a tona o questionamento sobre quais
sdo os reflexos na saude dos descendentes causados por um desequilibrio na oferta de

nutrientes na fase de desenvolvimento® .

Durante a gestacdo, o desenvolvimento do feto depende da nutricdo materna, por isso,
as variacdes ou inadequacdes na dieta materna podem refletir diretamente em alteracGes
fetais. O termo “programagdo” tem sido utilizado para explicar que o ambiente intrauterino é
capaz de modular alteracdes que podem influenciar a satde dos individuos por toda vida, ou

seja, predispondo-os a doencas’ ® °.

Em estudos anteriores foi demonstrado que a desnutri¢do durante a gestacéo e lactacéo
pode ter consequéncias duradouras para os conceptos™® **2. Além disso, foi demonstrado que
0 consumo materno de dieta hiperlipidica pode alterar o perfil lipidico de ratos na vida adulta
813 Assim, é de grande interesse conhecer as consequéncias precoces do consumo de uma
dieta hiperlipidica, com alto indice glicémico durante o periodo perinatal. Este estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos precoces do consumo materno de dieta hiperlipidica sobre o

crescimento, perfil glicémico e colesterolemia em ratos neonatos.

Material e Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia (UFBA), protocolo n°® 20/10 e
seguiu as normas do Colégio Brasileiro para Experimentacdo com Animais (COBEA) e
normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Health Guidelines for Care Use

of Laboratory Animals.
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Animais e Grupos experimentais

Foram utilizadas fémeas de Rattus norvegicus, variedade albinus, da linhagem Wistar
com 90 a 100 dias de vida, provenientes do Laboratorio de Nutrigdo Experimental da Escola
de Nutricdo da Universidade Federal da Bahia. Todos os animais foram mantidos sob
condicdes de temperatura constante (23 = 2°C) e sob um ciclo claro/escuro de 12 horas. As
ratas foram acasaladas com ratos da mesma espécie, e o estado de prenhez foi diagnosticado a
partir da presenca de espermatozoides na secrecdo vaginal, 0 que caracterizava o primeiro dia
da gestacdo (dia 0).

Apds a constatacdo da gestacao, as ratas foram divididas em dois grupos, isoladas em
caixas individuais, e submetidas a manipulacdo nutricional durante todo o periodo de gestacédo

e lactacdo. Um grupo recebeu a dieta padréo e o outro grupo recebeu a dieta hiperlipidica.

Considerou-se o periodo de até 24 horas apds o parto para ajustar a ninhada em seis
filhotes por rata. Observaram-se os resultados destas dietas em 24 filhotes machos, que foram
divididos em dois grupos conforme a dieta materna: grupo controle (GC, n=12) filhotes cujas
mées receberam a dieta padrdo e grupo teste (GT, n=12) - filhotes cujas maes receberam a
dieta hiperlipidica. Nestes grupos foram avaliados os efeitos da manipulacdo nutricional

durante o periodo de gestacao e lactacao.

Composicgéo das dietas

A dieta padrdao (Nuvilab®) era constituida de milho integral moido, farelo de soja,
farelo de trigo, carbonato de célcio, fosfato bicalcico, cloreto de sodio, premix vitaminico
mineral e amino&cido. A dieta hiperlipidica utilizada foi previamente descrita e utilizada por
Estadella et al** e analisada por Oliveira et al*®, e consistia em uma mistura de alimentos
hipercaloricos, contendo racdo comercial (Nuvilab®), amendoim torrado, chocolate ao leite e
biscoito maisena na proporcdo de 3:2:2:1. Estes ingredientes foram moidos, misturados e
oferecidos na forma de péletes. A composicao centesimal das dietas em valores aproximados

e a composicao de acidos graxos estdo descritas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.



Tabela 1: Composic¢do centesimal das dietas utilizadas no experimento. Salvador (BA), 2012.

Nutrientes Dieta(g/1009)

DP DH
Carboidrato 57 46
Proteina 22 17
Lipidio 4 23
Cinzas 9 4
Umidade 8 10
Energia (kcal/g) 3,5 4,5

DP: dieta padrdo; DH: dieta hiperlipidica. Fonte: Oliveira et al (2011).

Tabela 2: Composicao de acidos graxos da dieta padrdo e dieta hiperlipidica. Salvador (BA), 2012.

Acidos graxos Acidos graxos totais %
DP DH
C12:0 ND 13,81
C14:0 ND 5,81
C16:0 15,86 12,65
C18:0 3,31 6,08
Ci18:1 26,24 34,52
Ci18:1 1,18 0,41
C18:2 49,68 21,68
C18:3 3,72 0,27
C20:0 ND 0,77
C20:1 ND 0,80
C22:0 ND 1,58
C24:0 ND 1,01
Total SFAs 19,17 41,71
Total MUFAs cis 26,24 35,32
Total PUFAS cis 53,4 21,95
Total TFAs 1,18 0,41

PUFA: SFA 2,78 0,53
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®-6: ®-3 13,35 80,3

DP: dieta padrdo; DH: dieta hiperlipidica; SFA: &cido graxo saturado; MUFA: &cido graxo
monoinsaturado; PUFA: &cido graxo poliinsaturado; TFA: &cido graxo trans; ND: ndo detectado.
Fonte: Oliveira et al (2011)

Avaliacao do peso e do comprimento corporal
Peso corporal

Os animais foram pesados individualmente em dias alternados até o final da lactacdo. O
peso corporal foi aferido através de balanca eletrénica digital (Marte®), modelo S-4000, com
capacidade de 4kg e sensibilidade de 0,001g. Para maior fidedignidade as afericdes foram
feitas em duplicata, sendo registrada a média entre as duas medidas. Ao final do periodo de

lactacdo foi calculada a média de peso corporal final.

Comprimento corporal

O comprimento corporal foi avaliado pela medida do Eixo Longitudinal do Corpo
(EL). Os filhotes foram medidos individualmente em dias alternados até o final da lactacéo.
Foi utilizado um paquimetro de acurdcia 0.0lmm (Digimass®). A medida do EL foi
realizada, contendo o corpo do animal, provocando uma rapida imobilizacdo. Dessa forma,
com auxilio de um marcador, 0s pontos entre o focinho e a base da cauda foram marcados e a
medida da distancia entre estes efetuada com paquimetro™>. As medidas foram realizadas em

duplicata, registrando-se a média entre os valores.

Parametros bioquimicos
Teste de tolerancia a glicose (TTG)

Foi realizado no 22° dia de vida dos animais apos jejum de 4 horas. A primeira coleta
de sangue (tempo 0 - basal) foi feita através de corte na extremidade da cauda do animal, para
retirada de uma aliquota de 10 puL. Em seguida, foi administrada, por via intraperitonial, uma
solucéo de glicose 50% (EQUIPLEX®) na dose de 1mg/kg de peso do animal. Realizou-se a
coleta de sangue nos tempos 30, 60 e 120 minutos. As concentracfes de glicose sanguinea
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foram determinadas através do glicosimetro ACCU-CHEK® (ACCU-CHEK Active/ROCHE,

Alemanha).

Teste de tolerancia a insulina (TTI)

O teste foi realizado no 24° dia de vida dos animais. Inicialmente, foi determinado o
nivel basal de glicose (tempo 0) por meio de corte na extremidade da cauda. Em seguida foi
injetada insulina de acdo réapida (Lispro - Humalog®) na dose de 0,75 mU/g de peso
corpdreo, via subcutanea, em cada animal. Aos 30, 60 e 120 minutos foi coletado sangue da

mesma forma descrita para os valores basais.

Dosagem do colesterol total

Ainda no 24° dia de vida, foi coletado sangue dos animais através da técnica de
puncdo cardiaca, com o animal devidamente anestesiado (0,5 mL de xilazina e 2 mL de
quetamina sendo aplicado 0,1ml desta solugdo para 10g do animal). O sangue foi coletado
(cercade 1 ml), acondicionado em eppendorff e, a seguir centrifugado a 3000 rpm durante 10
minutos para a separacdo das fracGes de soro e plasma. A determinacdo dos niveis de
colesterol total (CT) foi realizada no Laboratério de Bioquimica Clinica da Faculdade de
Farmécia da UFBA através de métodos enziméatico e quimico utilizando kit comercial
(BioSystems/Spain) no sistema A 25 Clinical Chemistry Analyser ®.

Avaliagéo do tecido adiposo

O tecido adiposo retroperitoneal foi retirado do animal ap6s puncédo cardiaca, atraves
de incisdo na linha média do abdémen. Em seguida foi realizado o procedimento de pesagem

em balanca analitica.

Andlises Estatisticas

A analise estatistica foi realizada através do programa Sigma Stat 3.1. A normalidade
da amostra foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Todos os dados foram

expressos em média + desvio padrdo da média (DP). Para comparacdo dos grupos, foi
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utilizado o teste t de Student. Os testes foram aplicados considerando-se um nivel de

significancia de 5%.

Resultados

Crescimento corporal

Ao final do periodo de lactacéo, o peso corporal dos ratos do grupo teste foi superior
ao grupo controle (p < 0,001). Do mesmo modo, os animais do grupo teste apresentaram
crescimento mais expressivo quando comparados aos controles (p < 0,01) (Tabela 3). Quanto
a adiposidade, verificou-se que os ratos do grupo teste apresentaram maior quantidade de

gordura abdominal comparados aos controles (p<0,001).

Tabela 3: Peso corporal, crescimento e tecido adiposo abdominal em ratos cujas maes receberam dieta

padrdo ou dieta hiperlipidica durante o periodo de gestacgdo e lactacao.

Grupo experimental Peso final (g) EL (cm) Tecido adiposo(Q)
X DP X DP X DP

Grupo teste 58,04 2,05* 12,8 0,15* 0,47 0,14*

Grupo controle 51,07 4,47 12,58 0,22 0,27 0,10

*p< 0,05 (teste t de Student); x: média; DP: desvio padrdo

Colesterol total

Os dados do colesterol total (CT) estdo expressos na Figura 1. No grupo teste houve

um aumento do CT (p = 0,03) comparado ao grupo controle.
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Figura 1: Niveis de colesterol total (mg/dL) do grupo controle (GC) e do grupo teste (GT).
Os valores estdo expressos em média = DP (n=12). * p<0,05. Para comparagdo entre os grupos foi

utilizado o teste t de Student.

Teste de tolerancia a glicose (TTG) e teste de tolerancia a insulina (TTI)

A glicemia de jejum entre os grupos teste e controle foi similar (p=0,37). Contudo, 0
grupo teste apresentou glicemia superior aos controles aos 30’ (p = 0,26) ¢ 60’ (p = 0,44) e
houve reducao dos niveis até os 120’ (p=0,11). (Figura 2).

N&o houve diferenca nas concentracdes de glicose em jejum em ambos 0S grupos
(p=0,23) no TTI realizado ao final do experimento. Contudo, observou-se que 0s niveis de
glicose do grupo teste decresceram quando comparado aos controles aos 30’ (p < 0,001), 60’

(p <0,001) e 120° (p < 0,001) (Figura 3).
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Figura 2: Glicose sanguinea durante o GTT.

GC, grupo controle, com filhotes de ratas alimentadas com dieta padrdo no periodo perinatal; GT,
grupo teste, com filhotes de ratas alimentadas com dieta hiperlipidica durante o periodo perinatal. Os
valores estdo expressos em média £ DP (n=12). * p<0,05. Para comparacdo entre 0s grupos foi

utilizado o teste t de Student
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Figura 3: Glicose sanguinea durante o ITT. Salvador (BA), 2012.

GC, grupo controle, com filhotes de maes alimentadas com dieta padrdo no periodo perinatal; GT,
grupo teste, com filhotes de mées alimentadas com dieta hiperlipidica durante o periodo perinatal. Os
valores estdo expressos em média £ DP (n=12). * p<0,05. Para comparacdo entre 0s grupos foi

utilizado o teste t de Student.
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Discussao

No presente estudo, foi investigado o efeito do consumo de uma dieta hiperlipidica, do
tipo dieta de cafeteria, durante o periodo de gestacéo e lactacdo sobre o crescimento somatico,
perfil glicémico e colesterolemia em ratos na fase precoce da vida. Os resultados mostraram
que o consumo materno desta dieta alterou a evolucéo ponderal, o perfil glicémico e os niveis
de colesterol total em ratos neonatos. Assim, a composicdo nutricional da dieta materna

parece ter influenciado o ganho de peso e parametros metabolicos dos descendentes.

O maior ganho de peso corporal apresentado pelos animais do grupo dieta hiperlipidica
foi associado a um maior crescimento corporal, bem como a uma maior quantidade de tecido
adiposo. Resultados semelhantes foram encontrados por Tamashiro et al ** e Purcell et al *'.
Esses pesquisadores observaram que ratos neonatos cujas mées eram alimentadas com dieta
rica em gordura apresentavam maior ganho ponderal e maior adiposidade que os controles,
provavelmente como consequéncia da hiperleptinemia e da hiperinsulinemia apresentada

pelos animais'®.

A influéncia da dieta materna sobre a composicdo do leite pode justificar os resultados
encontrados. Confirmando esta hipotese, estudos tém mostrado que a qualidade dos lipidios
da dieta materna, consumida durante a lactacdo, esta correlacionada ao perfil nutricional do
leite secretado *® . Segundo Purcell et al *', a partir do 10° dia, o leite das ratas alimentadas
com dieta de cafeteria torna-se mais caldrico e rico em gordura, podendo assim justificar o

I'8 estudando a

maior ganho de peso e de tecido adiposo. Do mesmo modo, Del Prado et a
composicdo do leite de ratas alimentadas com dieta hiperlipidica, observaram que a
guantidade de lipidio, o volume diario de leite produzido e as calorias totais eram
significativamente maiores que os controles. Desta forma os autores justificaram que o0s
filhotes das ratas que consumiram tal dieta apresentaram maior crescimento. Outro aspecto
importante a ser considerado, € que em trabalho anterior foi demonstrado que filhotes de maes
que consumiram dieta hiperlipidica consomem maior quantidade de leite materno*’. Uma

maior ingestdo alimentar pode também ter contribuido para os resultados encontrados.

Neste estudo, o consumo de dieta de cafeteria durante a gestagdo e lactagéo elevou os
niveis de colesterol total nos neonatos. Este achado pode estar relacionado a uma mudancga no

ambiente intrauterino, com excesso de colesterol circulante®® ou & quantidade de gordura

|20

presente no leite materno. Goharkhay et a observou em ratos que a exposi¢cdo a um
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ambiente intrauterino rico em colesterol durante o desenvolvimento parece reprogramar a
homeostase do colesterol no figado dos animais. A outra hipotese baseia-se na composicéo da
dieta oferecida as ratas, com predominancia de acidos graxos saturados. Segundo Tinoco et al
21 o perfil de acidos graxos do leite das maes que consomem dietas hiperlipidicas assemelha-
se ao perfil da dieta materna. Assim, a composicdo de acidos graxos do leite pode ter

contribuido para o aumento dos niveis de colesterol dos filhotes.

Evidéncias encontradas na literatura mostram que as influéncias do estado nutricional nas
fases fetal e neonatal sobre eventos envolvidos na homeostasia glicémica ainda ndo sao bem
compreendidas. Neste trabalho, ndo foi verificada diferenca na glicemia em jejum entre os
grupos cafeteria e controle. Contudo, o teste de tolerancia a glicose (TTG) mostrou que o
grupo cafeteria apresentou maiores niveis glicémicos apos estimulo exdgeno (infusdo de
glicose), mas igualou-se aos controles ao final do teste. No teste de tolerancia a insulina (TTI)
verificamos uma tendéncia a hipoglicemia durante todo o periodo nos ratos cafeteria. Assim,
podemos supor que o consumo materno de dieta de cafeteria ndo promoveu resisténcia a
insulina nos ratos no inicio da vida.

Estes resultados podem estar relacionados aos niveis de insulina circulante. Trabalhos tém
demonstrado que ratos alimentados por mées que consumiram este tipo de dieta apresentavam
hiperinsulinemia ao desmame®®. Segundo Plagemann? o hiperinsulinismo neonatal pode ser
uma resposta compensatoria a hiperglicemia materna, e que este excesso de insulina predispde
o animal também ao excesso de peso quando jovem ou adulto. Para Parente et al ° e Ashino
et al 2 o nivel elevado de insulina nos animais pode ser uma compensacio periférica da
resisténcia a insulina e este estado pode se manter até 8 semanas de idade. Cruciani-

Guglielmacci et al **

também observaram em animais com 6 semanas que a concentracdo de
insulina no plasma foi superior nos ratos do grupo dieta hiperlipidica comparado aos
controles.

Ademais, segundo Fetita et al > o ambiente intrauterino rico em glicose (moderada ou
severa hiperglicemia materna) induz hiperplasia nas células pancreaticas dos neonatos, bem
como promove o aumento dos niveis de insulina no plasma. Os referidos pesquisadores
observaram ainda que a resisténcia a insulina pode ocorrer numa fase precoce (a partir da 52

semana de vida), resultante da progressiva disfuncéo da acdo da insulina.
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Conclusao

O consumo materno de dieta hiperlipidica durante a gestacdo e lactacdo promoveu
alteracdes precoces nos descendentes, caracterizadas por maior ganho ponderal dos animais,
maior adiposidade e alteragBes nos niveis de colesterol. Embora ndo tenha sido observada
alteracdo na glicemia em jejum, a maior resposta dos ratos neonatos a insulina exdgena pode
estar relacionada ao hiperinsulinismo neonatal. Outros estudos devem ser realizados para
esclarecer os mecanismos responsaveis pelas alteracdes no perfil lipidico e glicémico dos

neonatos expostos a dieta hiperlipidica no periodo critico de desenvolvimento.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados neste trabalho podemos concluir que a
exposicdo materna a dieta de cafeteria durante a gestacdo e lactacdo promoveu nos ratos
neonatos:

e maior ganho ponderal;
e acumulo de tecido adiposo abdominal,
e hipercolesterolemia;

e alteracdo de parametros do perfil glicémico, sugerindo hiperinsulinismo neonatal.

Em sintese, a dieta hiperlipidica ofertada as mées no periodo de gestacdo e lactacéo
resultou em alteracGes metabdlicas e no crescimento dos animais numa fase precoce da vida.
Outros estudos devem ser realizados para esclarecer 0s mecanismos responsaveis pelas

alteracdes nos parametros do perfil lipidico e glicémico dos neonatos.
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7. PERSPECTIVAS

O presente trabalho suscitou o interesse para investigacdes futuras, tais como:

e Avaliar o leite materno das ratas alimentadas com dieta hiperlipidica, do tipo dieta de
cafeteria;

e Avaliar o perfil lipidico completo (TG, HDL, LDL) dos ratos neonatos;

Realizar dosagem dos niveis de insulina dos neonatos cujas mées consumiram dieta
hiperlipidica.
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ANEXO 1 - Producdes cientificas

Trabalho 01- Effects of cafeteria diet during pregnancy and lactation on the glicemic curve in rats

offspring.

Trabalho 02 — Programacédo Metabolica: Efeitos da dieta de cafeteria durante o periodo perinatal sobre

o perfil lipidico e glicemia dos descendentes na vida adulta.



Trabalho 01

EFFECTS OF CAFETERIA DIET DURING PREGNANCY AND LACTATION
ON THE GLYCEMIC CURVE IN RATS OFFSPRING Lima, M.S., Morais, G.L.,
Pereira, B.G.A., Cordeiro, G.S., Abreu, P.O., Santos T.L., Almeida, K.T., Perez, G.S.,
Santos, L.S., Oliveira, T.W.S., Queir6s-Santos,D., Barreto-Medeiros,J.M., Departament

of Nutrition Science of UFBA, Salvador, Bahia, Brazil;

Aim: This study analysed the effects of cafeteria diet during pregnancy and lactation on

the glycemic curve and body weight gain in newborn rats.

Methods and Results: Female Wistar rats were fed with cafeteria diet (20% fat) or
control diet (4% fat) during pregnancy and lactation. The male offspring were divided in
two groups: control group (CG, n= 8) rats fed with control diet and test group (TG, n=8)
of rats fed with cafeteria diet. During the lactation (21 days) the body weight gain were
measured on alternate days. Blood glucose were analysed (22 days old) after 4 hours of
fasting in 0, 30, 60 and 120 minutes. In the end of lactation were calculated average body
weight. The difference between groups was analysed using Studant’s t test and
differences were considered statistically significant at p< 0,05. During the lactation the
body weight increased in test group (p=0,018) - (TG = 30,24 + 1,36 > CG = 27,80 *
2,18) while not observed differ on the concentrations of glucose in fasting (p= 0,546)

between groups, so as 30 (p=0,267); 60’ (p=0,425) e 120’ (p=0,212).

Conclusions: The feeding of cafeteria diet during pregnancy and lactation increased
body weight gain when compared with the animals of control group. Blood glucose

levels did not differ between groups. The intake of cafeteria diet during perinatal period

61



didn't influence on the glycemic curve. Other studies are necessary to clarify this

findings.

62



FeSBE 2011

24 a 27 de agosto de 2011
Rio de Janeiro - R)

Certificamos que o resumo 24.125 - “EFFECTS OF CAFETERIA DIET
DURING PREGNANCY AND LACTATION ON THE GLYCEMIC CURVE
IN RATS OFFSPRING", autoria de LIMA, M. S. ; MORAIS, G. L. ;
PEREIRA, B. G. A. ; CORDEIRO, G. S.; ABREU, P. O. ; SANTOS, T. L.
D. ; ALMEIDA, K. T. ; PEREZ, G. S. ; SANTOS, L. S. ; OLIVEIRA, T. W.
S. : QUEIROS - SANTOS, A. ; BARRETO - MEDEIROS, J. M., foi
apresentado na XXVI Reunido Anual da Federagao de Sociedades
de Biologia Experimental (FeSBE), realizado de 24 a 27 de agosto
de 2011 no Rio de Janeiro, RJ. e

2 =

Comissao-Organizadora

63



Trabalho 02

PROGRAMACAO METABOLICA: EFEITOS DA DIETA DE CAFETERIA
DURANTE O PERIODO PERINATAL SOBRE O PERFIL LIPIDICO E

GLICEMIA DOS DESCENDENTES NA VIDA ADULTA EM RATOS
Oliveira TWS; Morais GL; Lima MS; Deir6 TCJ; Couto RD; Barreto-Medeiros J.

Departamento de Ciéncias da Nutri¢cdo da Universidade Federal da Bahia, Salvador

Obijetivos: Investigar os efeitos da dieta de cafeteria durante a gestacdo e lactacdo sobre o
perfil lipidico e glicemia dos descendentes de ratas Wistar na vida adulta. Materiais e
Métodos: Ratos machos Wistar (90 dias) provenientes de ratas submetidas a manipulacao
nutricional durante a gestacdo e lactacdo foram divididos em dois grupos. O grupo
controle (C=10) foi composto por ratos cujas mées receberam dieta padrdo comercial
para ratos. O segundo grupo, teste (T=10), constituiu-se de ratos cujas maes receberam
dieta de cafeteria durante a gestacdo e lactacdo. Apds o desmame ambos 0S grupos
receberam racdo padrdo comercial para ratos. Aos 90 dias de vida os ratos foram
submetidos a jejum de 12 horas para coleta de sangue e posterior analise de colesterol
total, HDL-C, LDL-C, VLDL, triglicérides e glicemia. Para a compara¢do dos grupos foi
utilizado o teste t-student, tendo p<0,05 como nivel de significancia para I.C. de 95%.
Resultados: A dieta hiperlipidica durante a gestacdo e lactacdo alterou de forma
significativa (p<0,05) o perfil lipidico e glicemia dos descendentes na vida adulta. O
grupo teste apresentou aumento nos triglicérides (T= 58,8 + 5,5; C= 44,2 + 41),
colesterol total (T=56,4 + 3,3; C= 35,1+ 1), VLDL-C (T=11,76 £ 1,1; C= 8,84 + 0,8),
LDL-C (T= 19,14 + 2,2; C=9,6 + 1,1) e HDL-C (T= 255+ 1,3; C= 16,6 £ 0,7). A

glicemia de jejum também foi maior no grupo teste em relacdo ao controle (T= 217 +
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10,6; C= 171,6 = 11,1). Conclusdo: O presente estudo demonstrou que a dieta de
cafeteria consumida por ratas durante o periodo perinatal foi capaz de alterar o perfil
lipidico e glicemia da prole adulta. Assim, a nutricdo materna durante a gestacao e
lactacdo parece exercer forte influencia no padrdo metabdlico dos descendentes na vida

adulta.

Unitermos: Programacao metabolica, dieta de cafeteria, glicemia, perfil lipidico.
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ANEXO 2
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ANEXO 3

Orgamento resumido

Material Valor R$

Material de Consumo/Manutencdo/ Kits 3.869,41
para Exames
Material Permanente Nacional 2.808,00
Custo Total do Projeto 6.677,41

Orcamento Discriminado

Material de Consumo/Manutencéo
Descricao Qtd. Valor Unit. Valor Total

(R$) (R$)
Racéo Nuvilab 10 (sacos 65,00 650,00
de 20kg)

Amendoim 6kg 6,40 38,40
Biscoito Maria 8 pacotes (400g) | 1,89 15,21
Chocolate 6kg 7,80 46,80
Gordura Vegetal 2kg 7,00 14,00
Maravalha 15 sacos 25,00 375,00
Aquisicdo de animais 20 20,00 400,00
Anestésico 1 280,00 280,00
Insulina de acéo rapida(frasco) | 2 90,50 181,00
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Fitas para glicosimetro (caixa 6 85,00 510,00

com 50 unidades)

Agulhas 1cx 32,00 32,00

Seringas 50 0,20 10,00

Eppendorf 01 cx 26,00 26,00

Ponteiras para pipetas 01 pct 13,00 13,00

Tubos de ensaio 12 18,00 216,00

Laminas microscopicas 4cx 3,00 12,00

Outros  (material de 500,00 500,00

limpeza, mascaras

descartaveis, toucas

descartaveis, soro

fisioldgico, luvas

descartaveis, alcool a

70%, gaze).

Kits para Quantidade Valor Unit. Valor Total
(R$) (R9)

Exames

Glucox 500 1 43,00 43,00

Colesterol 250 1 100,00 100,00

Colesterol HDL 1 220,00 220,00

Triglicérides 120 1 72,00 72,00

PCRtest 2 37,00 84,00

Leucograma 1 31,00 31,00

Total material de custeio

3.869,41
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Equipamento/ Material permanente nacional
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Descricdo Qtd. Valor Unit. (R$) Valor Total
(R9)
Microscopio Optico Binocular 1 1250,00 1250,00
Céamara de CO2 1 600,00 600,00
Exaustor 1 600,00 600,00
Paquimetro 2 110,00 220,00
Glicosimetros 2 69,00 138,00
Total 2.808,00




