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RESUMO

COELHO, Sandra Braganca, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2007.
Efeitos do amendoim sobre o apetite e niveis de leptina, insulina e ghrelina
e analise de polimorfismos para o promotor da leptina e seu receptor, em
individuos eutrdéficos. Orientadora: Josefina Bressan. Co-orientadoras: Neuza
Maria Brunoro Costa e Rita de Cassia Gongalves Alfenas.

Avaliar os efeitos do amendoim sobre o apetite, quando este ¢ ingerido como
parte da refeicdo ou como lanche e estabelecer a associacdo com a concentracao de
hormdnios relacionados ao consumo alimentar, assim como com o genotipo destes
individuos para o gene da leptina e seu receptor foram os objetivos deste estudo.
Sessenta participantes foram divididos aleatoriamente em 3 grupos de tratamento
(GA: grupo amendoim, GM: grupo mix ¢ GAM: grupo amendoim + mix). Cada
participante completou 4 sessdes (1 sessdo da refeicdo controle, 1 sessdo do lanche
controle, 1 sessdo da refeicdo do tratamento e 1 sess@o do lanche do tratamento). A
sensacao de apetite, os indices antropométricos e de composi¢ao corporal, o nivel de
atividade fisica, a ingestao alimentar foram monitorados durante as 4 sessdes, além
da realizagdo das analises dos niveis de leptina, ghrelina e insulina e também dos
polimorfismos para o promotor do gene da leptina e da regido codificadora do
receptor de leptina em uma subamostra de 30 voluntérios. Os individuos relataram
sentir mais fome ingerindo amendoim do que quantidades isocaloricas de sanduiche
+ banana + chocolate, 0 mesmo acontecendo para o GM, que apresentava volume,
quantidade calorica e distribuicdo de macronutrientes semelhante a GA. Tal
resultado pode ter ocorrido como resposta ao menor volume gastrico associado ao
consumo do amendoim ou do mix em relacao ao controle. O consumo da refeicao
controle levou ao término da ingestdo mais rapidamente do que o mix, corroborando
os estudos sobre fome. Na refeicdo do GA e do GM, os voluntarios sentiram maior
desejo por alimentos doces do que apds a ingestao do controle (sanduiche + banana
+ chocolate). Nenhum dos tratamentos do estudo resultou em diferenga estatistica
em relacdo aos 3 hormodnios avaliados. Porém, o grupo mix apresentou valores de
ghrelina menores, de leptina e insulina maiores do que os demais individuos
alocados nos outros grupos. Nenhum polimorfismo para o a regido codificadora
(exon 4) do gene do receptor de leptina foi encontrado. Mas, para o gene promotor

da leptina na regido -2549, verificou-se 50% dos gendtipos dos voluntarios com um
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alelo polimoérfico e 13% com ambos alelos polimorficos. Estes individuos
apresentaram menores porcentagens de massa de gordura, menores concentragdes de
leptina e de ghrelina plasmatica, menores taxas de saciagdo e maiores taxas de fome,
de desejo alimentar inespecifico e também desejo alimentar especifico para
alimentos doces e salgados. Concluiu-se que o amendoim nao afetou o apetite € nem
desencadeou resposta hormonal diferente dos dois outros alimentos testados,
apresentando semelhan¢a na quantidade calorica e distribuicdo de macronutrientes.
O volume exerceu efeito supressor na fome, diminuindo o desejo alimentar
subseqiiente, demonstrando com isso, ser relevante a saciedade em individuos
eutréficos. Os individuos portadores do alelo polimorfico para o promotor do gene
da leptina na posi¢do -2549 em ambos os alelos, apresentam maior probabilidade de
desenvolver um quadro de obesidade, uma vez que apresentam menores
concentragdes de leptina plasmatica, maiores taxas de fome, menores taxas de
saciagdo e maior desejo alimentar, principalmente por alimentos doces. Porém, a
magnitude dessa maior probabilidade de desenvolvimento de obesidade ndo pdode ser

aferida neste estudo. Cabendo por isso, a estudos posteriores esta tarefa.



ABSTRACT

COELHO, Sandra Braganca, D.Sc.Universidade Federal de Vigosa, August 2007.
Effects of peanut on appetite and levels of leptin, insulin and ghrelin and
polymorphisms analysis for the leptin promoter and its receptor in normal
weight individuals. Adviser: Josefina Bressan. Co-Advisers: Neuza Maria
Brunoro Costa and Rita de Céssia Gongalves Alfenas.

Evaluate the effects of peanut on appetite when it was served as part of a meal
or as a snack making a parallel with the concentration of hormones related to dietary
intake on these two moments and also with these individuals' genotype for the
promoter region of leptin gene and for the regulatory region of the leptin receptor
gene was the objectives of this study. Sixty participants were divided randomly in 3
treatment groups (GA: peanut, GM: mix and GAM: peanut + mix). Each participant
completed 4 sessions (1 control meal, 1 control snack, 1 treatment meal and 1
treatment snack). Appetite, anthropometric indices, body composition, physical
activity, dietary intake were monitored during the 4 sessions besides the
accomplishment of leptin, ghrelin and insulin analysis and also leptin and leptin
receptor gene polymorphism analyses in a subsample of 30 volunteers. The
individuals felt hungrier after peanuts intake than the same isocaloric quantities of
sandwich + banana + chocolate, the same happening for the GM that presented
volume, caloric amount and macronutrients distribution similar to the GA. This
result may be due to the smaller gastric volume associated to the consumption of
peanuts or mix comparing to the control (sandwich + banana + chocolate). The
control meal consumption leads to meal termination faster than mix, corroborating
the hunger discoveries. In the meal of the peanuts and mix treatment, the volunteers
felt a bigger desire for sweets than they did after the control meal (same caloric
amounts). None of the study treatments results in statistical difference regarding the
3 appraised hormones. But the GM presented smaller values of ghrelin and higher
values of leptin and insulin comparing with the other groups. Regarding
polymorphism, for the regulatory region of the leptin receptor gene, no
polymorphism was found, but for the promoter of the leptin gene in the position -
2549, 50% of volunteers had one polymorphic allele and 13% had polymorphism in
both alleles. These individuals presented smaller percentages of body fat mass,
leptin and ghrelin plasma concentrations and also fullness rates. They also had
higher hunger, desire to eat, and desire to eat something sweet and salted rates. We
conclude that peanut did not affect appetite and showed no different hormonal
response from other foods with similar volume, caloric content and macronutrients

distribution. The volume exercised suppressor effect on hunger, decreasing the



subsequent food desire, demonstrating to be important to normal weight individuals
satiety. The polymorphic allele carriers for the leptin gene promoter in the position -
2549 in both allele, presented larger probability to develop obesity, once they
presented smaller plasma leptin concentrations, higher hunger rates, smaller fullness
rates and larger desire to eat, mainly for sweets. Even so, the magnitude of this
probability to develop obesity could not be measured in this study. Future studies

would have to perform this task.
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1. INTRODUCAO

As castanhas e as oleaginosas, mundialmente conhecidas como “nuts”, sao
alimentos, que, independente do seu alto teor lipidico t€ém demostrado efeitos benéficos
para a saude (CRUZ, 2006). Entre as oleaginosas, o amendoim ¢ o alimento mais
presente no consumo alimentar brasileiro. Este, possui qualidades unicas que podem ser
benéficas a todos os individuos. O amendoim ¢ rico em fibras e antioxidantes e, além
disso evidéncias indicam que o consumo regular de amendoim leva a uma melhora do
perfil lipidico, reduzindo assim, os riscos de doencgas cardiovasculares. Apesar do seu
alto conteudo calorico, o amendoim ndao promove um balango energético positivo e
conseqiiente ganho de peso (FRASER et al., 1992; O'BYRNE et al., 1997; HU et al.,
1998; IWAMOTTO et al., 2000).

O mecanismo responsavel pelo ndo aumento de peso quando da ingestdo desta
semente oleaginosa ¢ ainda desconhecido. Porém, a associacdo inversa entre consumo
de sementes oleaginosas e o peso ou indice de massa corporal (IMC) pode ser atribuido
a varios fatores. Entre eles, seu efeito sobre o apetite, mais especificamente, a saciedade.
O amendoim ¢ caloricamente denso, mas também € rico em fibras e proteina o que pode
promover aumento da saciedade (BURTON-FREEMAN, 2000; KIRKMEYER &
MATTES, 2000). Em um estudo agudo de pré-carga, o amendoim exerceu uma forte
supressao sobre a fome e a compensacgdo calorica (KIRKMEYER & MATTES, 2000).

O presente trabalho objetivou investigar os efeitos do consumo do amendoim
sobre o apetite quando este é consumido como parte de uma refei¢ao principal ou como
lanche, avaliando a existéncia de respostas diferentes nestas duas ocasioes. Ainda, fez

parte desta proposta, relacionar qualitativa e quantitativamente o consumo de amendoim
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com a presenca dos hormonios leptina, insulina e ghrelina em individuos eutréficos com

polimorfismos para os genes da leptina (LEP) e seu receptor (LEP-R).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Apetite

O apetite ¢ uma forga interna que estimula para a procura, escolha e ingestao de
alimentos. O controle do apetite implica na regulagdo do consumo alimentar. O apetite
se ajusta a um modelo de balango de energia para a regulagao do peso corporal, mas ndo
necessariamente o controle do apetite ¢ uma conseqiiéncia da regulacdo do balango
energético. O apetite ¢ controlado separadamente e ¢ relevante ao balango energético,
uma vez que modula o consumo de energia. Isso acontece porque o apetite inclui varios
aspectos dos padrdes alimentares como freqiiéncia e tamanho da refeicdo, escolha de
alimentos ricos ou pobres em lipidios, a densidade calérica consumida, a variedade dos
alimentos aceitos, a palatabilidade da dieta e a variabilidade do consumo. Todas estas
caracteristicas podem ter uma funcdo no aumento do consumo alimentar, excedendo o
gasto energético e por isso levando a um balango energético positivo (SOEGONDO,
2005).

O comportamento alimentar ¢ o resultado da complexa integragao do sistema
nervoso central e periférico, hormonal e de sinais neuro-quimicos relacionados ao
cérebro e estados metabdlicos. As refei¢cdes sdo iniciadas, mantidas e terminadas por um
conjunto destes sinais centrais e periféricos, varias vezes ao dia separadas por intervalos
sem alimentagao (LE MAGNEN, 1992). Estes sinais incluem padrdes de trafico neural

aferente, metabdlitos (glicose), fluxo de energia (ATP) e hormonios. Hipdteses para esta
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integracao neural, metabolica e hormonal de controle do consumo alimentar postula a
integracao de 5 classes de sinais: 1) neuropeptideos hipotaldmicos e neurotransmissores;
2) insulina; 3) leptina; 4) sinais metabdlicos como queda na concentracdo da glicose
plasmatica e 5) estimulos neurais ascendentes e descendentes (BRAY & CAMPFIELD,
1975; SOEGONDO, 2005). Estes sinais interagem e promovem uma integra¢ao central
e periférica necessaria a regulagdo do consumo alimentar e na manutengao do balanco
energético corporal. Entre os sinais periféricos, varios contribuem para a regulacdo do
consumo alimentar. Podemos citar os receptores quimicos € mecanicos, 0s quais
sinalizam a presenca ¢ a densidade caldrica dos alimentos no trato gastrointestinal,
contribuindo para a saciedade no periodo pos-prandial imediato. As mudancas na
concentragdo circulante de glicose parecem inibir o inicio e término da refei¢do, por
meio da regulagdo da atividade de neurdnios hipotalamicos especificos, que respondem
a glicemia. Outros nutrientes (aminoacidos e acidos graxos) ¢ hormonios peptidicos
gastrointestinais, mais notadamente a colecistocinina (CCK), também estdao envolvidos
na regulacdo a curto-prazo do consumo alimentar. Entretanto, a densidade caldrica dos
alimentos e os sinais hormonais a curto-prazo sao insuficientes para produzir mudancas
constantes no balango energético e adiposidade. Ao invés disso, estes sinais, interagem
com os reguladores a longo-prazo (insulina, leptina e ghrelina) para manter a
homeostase energética. Insulina e leptina sdo transportadas para o cérebro, onde
modulam a expressao de neuropeptideos hipotalamicos conhecidos por inibir o consumo
alimentar (SOEGONDO, 2005).

Concentragdes circulantes de leptina sdo proporcionais ao conteudo de gordura
do corpo, e os niveis circulantes de insulina sao influenciados pelo consumo calorico
recente e conteido de macronutrientes da dieta. Concentragdes de insulina e leptina
diminuem durante o jejum e apdés o consumo de dietas hipocaldricas,
independentemente das mudangas de gordura corporal, assegurando assim que a
alimentacdo seja estimulada antes das reservas corporais serem depletadas. A gordura e
a frutose da dieta ndo estimulam a secre¢do de insulina nem a produgdo de leptina. Por
conseguinte, uma producdo atenuada de insulina e leptina pode levar ao aumento do
consumo alimentar e contribuir para o ganho de peso e obesidade, durante o consumo a
longo prazo de dietas ricas em gorduras e/ou frutose. J& a ghrelina, outro grande
regulador do consumo alimentar em longo prazo, tem suas concentracdes aumentadas
no jejum e contribui para a inicia¢do da refei¢do, uma vez que se observou aumento do
nivel plasmatico de ghrelina antes de uma refei¢do e diminuicdo deste logo apods a
ingestdo (CUMMINGS et al., 2001; TSCHOP et al., 2001). A ghrelina parece também

aumentar o quociente respiratdrio, sugerindo uma mudanca em dire¢do a glicdlise, ao

4



invés da oxidacao de acidos graxos, favorecendo assim a adiposidade e o ganho de peso
(TSCHOP et al., 2000). Ela também promove aumento da motilidade géastrica, a
secrecao acida (MASUDA et al., 2000), além do estimulo a ingestdo de alimentos
(WREN et al., 2000; WREN et al., 2001).

Mais recentemente, novas elucidagdes referentes a esse assunto foram
disponibilizadas na literatura, iluminando pontos anteriormente ainda obscuros. Essas
elucidagcdes nos mostram que existem dois centros principais na regulacdo do balango
energético — o sistema nervoso central (SNC) e os fatores periféricos. No SNC existem
dois centros principais que regulam o apetite: o tronco encefalico e o hipotalamo
(Figura 1). O tronco encefalico recebe sinais da corrente sanguinea via area postrema e
do sistema nervoso periférico (SNP), particularmente via nervo vago. O complexo
dorsal vagal no tronco encefélico integra os sinais e os passa adiante, particularmente
para o hipotalamo. Este, por sua vez, recebe os sinais dos centros superiores, do tronco
encefalico e diretamente da corrente sanguinea. No caso do hormoénio leptina, este
penetra o hipotdlamo via plexo cordide. O maior local de ag¢do da leptina ¢ o nucleo
arqueado do hipotdlamo, onde esta age particularmente em dois tipos de células. As
primeiras produzem dois neurotransmissores: o neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo
agouti (AGRP) e a leptina age inibindo estas células (Figura 2). O segundo tipo de
célula neural que sofre a agdo da leptina sao as células produtoras do transcrito regulado
por cocaina e anfetamina (CART) e da pré-opiomelanocortina (POMC), as quais sdo
estimuladas pela leptina (Figura 2). Ambos os tipos de células projetam-se para o nticleo
paraventricular, outro nicleo do hipotadlamo (Figura 1). Este ntcleo é responsavel pelo

decréscimo do gasto de energia e aumento do consumo alimentar (BLOOM, 2007).
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Figura 1 — Localizagdo do hipotdlamo no cérebro e sua divisdo em dareas e

nucleos.
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Legenda:
AGRP: peptideo Agouti
CART: transcrito regulado por cocaina e anfetamina
CRH: hormdnio liberador da corticotropina
GAL: galanina
GLP-1: “glucagon-like peptide 1”
GRH: ghrelina
INS: insulina
LEP: leptina
MCH : horménio concentrador da melanina
MSH: hormoénio estimulador do melanécito
NPY: neuropeptideo Y
ORE: orexina
POMC : pro-opiomelanocortina
PM: Proteina Mohogony
PP: Polipeptideo Pancreatico
PYY: Polipeptideo YY
+ = Efeito estimulatorio
- = Efeito inibitorio

Figura 2 — Esquema dos dois conjuntos de circuitos neurais reguladores do apetite
encontrados no nucleo arqueado do hipotalamo e a acdo dos principais peptideos

reguladores do apetite nestes circuitos



O segundo centro principal na regulagdo do balanco energético sdo os fatores
periféricos, os quais também regulam o apetite. A leptina ¢ secretada pelo tecido
adiposo e age via hipotalamo, inibindo o consumo alimentar. Mais recentemente, varios
outros hormoénios secretados pelo tecido adiposo também tém demonstrado afetarem o
consumo alimentar e esse grupo de hormoénios ¢ chamado adipocinas. Hormonios
produzidos pelo intestino também afetam o consumo alimentar. O Glucagon-like
peptide-1 (GLP-1) inibe o consumo alimentar e estimula a secrecdo de insulina através
da estimulagdo da producdo de insulina pela célula beta, glicose dependente e pela
diminui¢do da producdo de glucagon pela célula alfa. Isso diminue o trabalho da célula
beta; diminui a produgdo hepatica de glicose; e regula o esvaziamento gastrico,
aumentando a saciedade (MEIRELLES et al., 2006) (Figura 2). O peptideo YY ¢ a
oxintomodulina também demonstram ser poderosos redutores do consumo alimentar.
Todos esses hormodnios sdo secretados apos a refeicdo e sdo os sinais hormonais que
comunicam ao cérebro que o individuo estd satisfeito. Apesar dos conhecimentos
concernentes a este assunto terem aumentado consideravelmente, estamos apenas no
inicio de um entendimento mais apropriado da complexidade desse sistema (BLOOM,
2007).

Os humanos se alimentam em episodios (refeigdes). Em refeicdes, usualmente
alimenta-se até sentir-se confortavelmente satisfeito (saciagdo), apos a qual ndo se
alimenta por um determinado tempo (saciedade). Imediatamente ap6s uma refeicdo,
existem poucos estimulos para se alimentar. Estes estimulos vdo se avolumando até o
momento do préximo episddio alimentar. Porém, este ndo depende somente de fatores
internos, mas em grande extensdo ¢ determinado por fatores ambientais externos
(condicionamentos). Muitos destes fatores ambientais sdo altamente dependentes do
horario do dia. Humanos ndo se alimentam apenas para satisfazer seu apetite, mas
também por muitas outras razdes como sensagdes prazerosas, estimulos sensoriais,
redugdo da tensdo, pressao social e tédio (LE MAGNEN, 1992). Pode-se dizer que
enquanto os mecanismos cerebrais controlam o apetite, um niimero de fatores sensoriais
e de meio ambiente contribuem para a superestimulagdo dos sistemas sensoriais,
produzindo sinais de recompensa sensoriais que sdo em alguns momentos mais fortes do
que o controle exercido pelos sinais de saciedade (ROLLS, 2007).

O apetite pode ser medido com o auxilio de avaliagdes subjetivas. Os humanos
tém a capacidade para a introspec¢do e podem avaliar a forca que conscientemente os
leva ou motiva a se alimentar. Quando usadas apropriadamente, estas avaliagdes
subjetivas sdo reprodutiveis, sensiveis e preditiveis do consumo alimentar

(TEGHTSOONIAM et al., 1991; DE GRAAF, 1993; GREEN et al., 1997). Entretanto,
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¢ preciso entender que o apetite nem sempre pode estar acessivel a introspec¢do. Além
disso, ndo se ingerem alimentos apenas quando se estd com fome e ndo se interrompe
uma refei¢do apenas quando se esta saciado.

Existem muitos fatores que podem interferir no apetite. Entre os atributos
potencialmente relevantes citados na literatura estdo a composi¢ao de macronutrientes,
valor calorico, densidade caldrica, peso, volume, propriedades sensoriais entre outros
(KIRKMEYER & MATTES, 2000).

Antes de abordarmos cada um destes fatores, vale salientar a diferenga de termos
muitas vezes utilizados erroneamente na literatura pertinente a este assunto. Saciagdo ¢
o evento que leva a interrupgao da refei¢do e saciedade € o periodo entre uma refeigao e
outra, ou seja, o tempo que leva a inibigdo da ingestdio (BLUNDELL & ROGERS,
1991). A eficiéncia da saciedade tem sido definida como a capacidade do alimento
consumido suprimir a fome e diminuir o consumo alimentar subseqiiente (CECIL et al.,
1998). Exemplos de varidveis do apetite sao a fome, saciagdo, plenitude gastrica, desejo

alimentar, especificos ou ndo, entre outros (KAMPHUIOS et al., 2001).

2.2. - Fatores que afetam o apetite

2.2.1. - Composicdo de macronutrientes do alimento

Achados inconsistentes t€ém sido obtidos de estudos pesquisando as diferencas
nos efeitos supressivos dos macronutrientes sobre a fome. Alguns ordenam os
macronutrientes em relagdo a supressdo da fome da seguinte maneira: proteinas >
carboidratos > lipidios. Porém, outros estudos indicam que estes sdo equivalentes
(STUBBS & PRENTICE, 1993; BELL et al., 1998). Mourao (2001) observou que os
alimentos ricos em proteina possuem maior efeito sobre a saciedade, quando
comparados aos alimentos ricos em proteinas e carboidratos conjuntamente. Sepple &
Read (1990) compararam a sensagao de fome em refeigdes ricas e pobres em lipidios e
verificaram que os lipidios suprimiram a fome e o consumo alimentar prospectivo
significantemente. O mesmo achado foi encontrado quando utilizaram infusdes lipidicas
diretamente no intestino (WELCH et at., 1988; FRENCH, et al., 2000). De acordo com
Welch et al. (1985), o consumo de pré-cargas de gordura por humanos durante ou logo
apos as refeicdes, ocasiona reducdo do tamanho da refeicdo. Greenberg (1998) afirma
que a presenca de gordura no intestino age como um sinal para o controle do tamanho

da refeicdo e a resposta para tal estimulo pode estar implicada no desenvolvimento da
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obesidade induzida pela dieta. Porém, outros autores afirmam que o contetido de
gordura dos alimentos, independente das mudancas de densidade caldrica, nao afetam o
consumo calérico (ROLLS et al., 1999) ou o apetite (WOODENT & ANDERSON,
2001). Ja estudos relacionando o efeito dos carboidratos sobre a saciedade mostram que
estes sdo mais saciantes (ROLLS at al., 1990 (a); BLUNDELL et al., 1993, 1994) ou
igualmente saciantes que as gorduras (ROLLS et al., 1994; POPPITT et al., 1998; REID
& HAMMERSLEY, 1999). Este poder saciante segundo Blundell & Macdiarmid
(1997) pode ser alterado de acordo com a associagdo do carboidrato com outros
nutrientes.

Essas diferencas da acdo dos macronutrientes sobre o apetite ocorrem
possivelmente em funcdo dos niveis dos hormonios ligados ao apetite. Refeigdes ricas
em carboidratos e pobres em lipidios resultam num aumento da concentragdo de leptina
circulante, sendo que este aumento é maior comparado ao aumento apos refeicdes ricas
em lipidios e pobres em carboidratos. Ja o consumo de fibras ou de proteinas ndo parece
influenciar as concentragdes circulantes de leptina. As dietas pobres em lipidios
parecem exercer um efeito inibitorio nos niveis de ghrelina, uma vez que em um estudo
o consumo de dieta pobre em lipidios e rica em carboidratos resultou na perda de peso,
sem um aumento nos niveis plasmaticos de ghrelina. Outro estudo demonstrou que a
ingestdo de dieta rica em carboidratos causou uma maior queda nos niveis de ghrelina
do que o consumo de dieta rica em lipidios em mulheres saudaveis (KLOK et al., 2007).

As pesquisas tém dado atengdo a velocidade de oxidagdo dos acidos graxos,
sendo retratado que os acidos graxos polinsaturados (PUFAs) possuem maior
velocidade de oxidacdo que os acidos graxos monoinsaturados (MUFAs), sendo os
primeiros mais eficientes na saciacdo, j4 que ¢ maior produtor de energia em relacdo ao
segundo. Os 4cidos graxos saturados possuem menor velocidade de oxidagdo,
favorecendo dessa forma a sua deposi¢cao no tecido adiposo (PIERS et al., 2001;
MOURAO, 2001). Friedman (1998) sugere que as gorduras que sdo oxidadas
promovem a saciedade, enquanto as que sdo estocadas ndo. A ingestdo de acido
linoléico (PUFA) resultou em menor consumo energético prospectivo, quando
comparado com solugdo salina (FRENCH et al., 2000). Lawton et al. (2000)
compararam o efeito do grau de saturagdao na saciedade e observaram um fraco efeito
dos MUFAs (4cido oléico) sob o consumo prospectivo em comparacdo aos PUFAs
(4cidos linoléico e a-linolénico). Porém, em estudo conduzido por Kamphuis et al.
(2001), o efeito destes acidos graxos (MUFAs e PUFAs) nao foi significantemente

diferente sobre o consumo alimentar.
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Na medida em que o contetido de lipidios aumenta no alimento, o contetdo de
adgua diminui. As gorduras apresentam um menor efeito osmotico do que os
carboidratos, e isto pode afetar o comportamento alimentar. Isto implica que a ingestao
de dietas ricas em carboidratos ou proteinas induz uma maior ingestdo de dgua, o que
pode influenciar o consumo alimentar subseqiiente. A grandeza deste efeito dependera
de como a agua interagird com o alimento no intestino. Evidéncias cientificas sugerem
que o consumo de refei¢cdes ricas em proteinas e carboidratos, com a mesma densidade
calorica, induziu maior sensa¢do de sede do que ingestdo de refeicdo correspondente
rica em lipidios (STUBBS et al., 2000).

O superconsumo passivo causado pela ingestdo de alimentos ricos em gorduras,
implica em um efeito fraco deste macronutriente na saciagdo, mas recentemente tem
sido atribuida a sua alta densidade caloérica (BELL et al.,, 1998; BLUNDELL &
STUBBS, 1998). Este efeito parece ndo depender do peso do alimento, pois € observado
em alimentos pesados ou leves (KIRKMEYER & MATTES, 2000).

2.2.2 - Valor caldrico e densidade caldrica do alimento

Apesar de ndao haver duvidas de que diferentes macronutrientes t€ém papel vital
no controle do apetite e consumo energético, eles ndo agem independentemente do valor
caldrico da dieta. O consumo de refei¢des altamente caldricas geralmente reduz a fome
em um maior grau quando comparadas aquelas pobres em caloria (OGDEN &
WARDLE, 1991). Entretanto, taxas similares de fome foram reportadas ap6s consumo
de pré-cargas com diferentes valores caloricos (DAVIES, et al., 1989).

Rolls et al. (2005) observaram que a ingestdo de sopa resultava em maior
satisfacdo e menor sensacdo de fome em comparagdo ao consumo da mesma quantidade
caldrica na forma de snacks (chips de batata, tortila chips, pretzels etc). Vale salientar
que no referido estudo, apesar do valor caldrico ter sido o mesmo, a densidade caldrica
diferiu (0,35 kcal/g para a sopa ¢ 4,2 kcal/g para os snacks), o que indica que um maior
volume de sopa teve que ser ingerido para que fosse atingido o mesmo valor calorico
dos snacks.

A densidade calorica da dieta ou do alimento pode ser definida em termos de
caloria por massa de matéria seca, caloria por massa de peso liquido do alimento
ingerido, ou consumo calorico total dividido pelo peso total do alimento ou bebida

ingerida (STUBBS et al., 2000).
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Apesar da taxa de esvaziamento gastrico ser mais lenta para os alimentos com
alta densidade calorica, esta menor taxa ndo compensa totalmente a maior densidade
calorica destes alimentos. A implicagdo deste fato ¢ que ingerir alimentos com alta
densidade calodrica pode ndo permitir uma distensdo géstrica suficiente que gere um
aumento dos sinais de saciedade. Por causa disso, o consumo de alimentos
caloricamente densos pode ser um fator importante que influencia o quanto de caloria ¢
ingerida ndo apenas em uma refei¢do, mas também em longo prazo (ROLLS, 2007),
contribuindo assim para um maior ganho de peso (WARDLE, 2007).

Bell (1998) e Rolls (1999) observaram que o consumo excessivo de alimentos
gordurosos se associa a elevada densidade calorica e que isso pode afetar imediatamente
ou tardiamente a saciedade, pela diminuigdo da fome. A ingestdo ad libitum de dietas
ricas em lipidios (alta densidade) gera um aumento de peso e ndo parece levar a
respostas alimentares compensatorias (DUNCAN et al.,, 1983; SHEPERD, 1988;
STUBBS, 1995).

Segundo Poppitt & Prentice (1996), a hiperfagia ligada a dietas ricas em lipidios
¢ mais uma conseqiiéncia da sua alta densidade caldrica do que do contetido de gordura
por si s0. Independentemente do conteudo de lipidios, dietas com baixa densidade
calorica podem gerar maior saciedade do que dietas altamente caloricas, sugerindo que
um importante sinal regulatério possa ser o peso ou volume do alimento ingerido. Os
mesmos autores mostraram que quando a densidade calorica foi diluida em 4gua,
diminuindo-a, os voluntarios eutréficos consumiram apenas 5% a menos do que a dieta
original ¢ os individuos obesos ndao foram capazes de compensar. J4& Duncan et al.
(1983) concluiram em seu estudo de curta duracao (10 dias) que individuos obesos e
ndo obesos responderam similarmente a modificacdes do valor calérico da dieta, o que

contrasta com os resultados de estudos anteriores (WAGNER & HEWITT, 1975).

2.2.3 — Peso e porgéo do alimento

Alguns estudos (WESTERTERP-PLANTEGA et al., 1997, PORRINI, et al.,
1997) indicam que as taxas de fome sdo melhor explicadas pelo peso do alimento
ingerido do que pela densidade caldrica ou composi¢do de macronutrientes
(KIRKMEYER & MATTES, 2000). Stubbs et al. (2000) relatam que a manutenc¢do
constante do peso ou volume dos alimentos consumidos ¢ o principal objetivo de

voluntarios humanos em pesquisa em laboratorio.
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Em relacdo ao tamanho das por¢des dos alimentos, vé-se que este tem crescido
nos ultimos anos. Por isso, estudos relacionando o tamanho das porgdes e apetite t€m
sido realizados. Edelman et al. (1986) manipularam por¢des de lasanha e observaram
que homens consumiram uma quantidade significantemente maior quando o tamanho da
por¢do foi pelo menos 2 vezes maior que a por¢do original. Rolls et al. (2002)
concluiram que a ingestdo de grandes porcdes leva a grande consumo calérico, nao
importando o método como o alimento ¢ servido. Neste estudo os voluntdrios
consumiram 30% a mais de calorias quando foram oferecidas grandes por¢des do que
quando foram oferecidas pequenas porg¢des. Sendo que a resposta ao tamanho da porgao
ndo variou com o sexo, indice de massa corporal (IMC), e como o alimento era servido

(pela propria pessoa ou por outros).

2.2.4 - Estado fisico do alimento

Outro ponto a considerar ¢ o estado fisico do alimento. Varios autores
(BOLTON et al., 1981; TOURNIER & LOUIS-SYLVESTRE, 1991; HULSHOF et al.,
1993) observaram que a ingestdo de alimentos soélidos suprimia o apetite por um
periodo de tempo maior do que de alimentos liquidos. Em um estudo conduzido por
Dimeglio & Mattes (2000), onde se comparou o efeito do carboidrato liquido e solido
na ingestdo de alimentos, verificou-se que o consumo de carboidratos liquidos
promoveu um balanco energético positivo, enquanto o de sélidos levou a uma reducao
compensatoria na ingestdo, demonstrando uma diferenciacdo no comportamento
alimentar frente ao estados fisicos apresentado pelo alimento ingerido. Mourao (2006)
concluiu que os alimentos liquidos apresentam uma fraca influéncia no controle do
apetite, uma vez que os voluntarios que consumiam alimentos liquidos apresentaram um
maior consumo calorico ao longo de todo o dia em comparacdo aos voluntarios que
ingeriram a mesma quantidade caldrica, porém na forma de alimentos solidos. Porém,
outros autores como Kissilef (1984), Kissilef (1985) e Rolls et al. (1990) observaram a
ocorréncia de respostas opostas.

A auséncia de mastigacdo que ocorre quando ingerimos alimentos liquidos, pode
ser a explicagdo para a menor saciedade relacionada a estes. O tempo de exposi¢do aos
receptores orofaringeos, intimamente ligados ao controle da fome/saciedade, para os
alimentos so6lidos ¢ muito maior do que para os liquidos. A mastigagdo também ativa a
liberacdo de histamina, a qual suprime fisiologicamente a ingestdo alimentar via

ativagado dos centros de saciedade (SAKATA, 1995; SAKATA et al., 2003).
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A viscosidade do alimento, que pode ser definida como a resisténcia de uma
substancia ao seu escoamento, (DAVIDSON & SWITHERS, 2005) também pode
alterar a ingestdo alimentar. Mancini et al. (2000) relatam que a viscosidade retarda o
esvaziamento gastrico, aumentando com isso a saciedade. Este retardo no esvaziamento
gastrico, provocado pelo aumento da viscosidade do contetido géstrico, pode ser devido
a redugdo da sedimentacao dos sélidos no liquido, dificultando assim a habilidade que o
antro tem de esvaziar-se (VINCENT et al., 1995). Corroborando esse achado
(viscosidade aumenta a saciedade), temos os relatos de Mattes & Rothacker (2001) os
quais observaram que a baixa viscosidade de bebidas ricas em aglicares apresentou

associacao a uma baixa taxa de saciedade.

2.2.5 - Volume do alimento

Quanto ao volume de um alimento ou de uma refeicdo, tem-se observado que
um volume maior de alimento promove a supressdo da fome e aumenta a sensacdo de
plenitude géstrica, independente da densidade caldrica do alimento (MOURAO, 2001).
O que pode ser comprovado também pelos estudos de Geliebter (1988), onde se
constatou que a distensdao do estdmago com um baldo suprime a fome, indicando que o
volume do alimento ou refeicdo exerce um efeito modulatério. Entretanto, porque as
“cargas” testadas variaram de volume e peso, tal efeito ndo pode ser atribuido apenas ao
peso ou ao volume. O mesmo acorreu com os resultados do estudo de Rolls et al.
(1998), onde dados preliminares indicaram que o volume de um alimento liquido
consumido afetaria a saciedade, independente das propriedades sensoriais ou do
contetdo de macronutrientes, confirmando que o volume do alimento promoveria
supressao da fome e aumentaria a sensagdo de plenitude gastrica. Porém, neste estudo, a
densidade caldrica ndo foi constante, impossibilitando assim uma conclusao sobre o
assunto.

Em outro trabalho, Rolls et al. (2000) concluiram que o volume influencia na
saciedade, independente da densidade calorica do alimento, uma vez que neste trabalho
foi possivel isolar a variavel volume, utilizando-se o aumento deste pela incorporagao
de ar em milk shakes. Concluiu-se que o aumento no volume do alimento levou a uma
redu¢do, em curto prazo, da ingestao alimentar.

Gray et al. (2002) testando pré-cargas de sopa que variavam de volume e
densidade energética observaram que os voluntdrios apresentaram reducao do apetite

subjetivo apos ingestdo das pré-cargas de alto volume, ndo havendo diferenca no apetite
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subjetivo nas diferentes densidades caldricas, indicando um efeito do volume e nio da
densidade calorica sobre o apetite subjetivo. Em outro estudo (NORTON et al., 2006),
os autores relatam que apesar das taxas subjetivas de apetite serem influenciadas pelo
volume, este ndo foi suficiente para afetar o consumo prospectivo. O efeito do volume
no consumo alimentar posterior se baseou na quantidade consumida e na densidade
calorica do alimento. Neste mesmo assunto, Gray et al. (2003) relatam que o volume
exerce maior influéncia quando o consumo ¢ grande ou que deve haver uma
concentragdo limite para nutrientes no trato gastrointestinal antes que o volume

isoladamente exerg¢a efeitos no consumo alimentar subseqiiente.

2.2.6 - Propriedades sensoriais dos alimentos

Os atributos sensoriais (aroma, sabor, aparéncia e textura do alimento)
influenciam na supressdo ou ingestdo do alimento em um curto espago de tempo
(MOURAO, 2001). Apesar de alguns autores afirmarem que as propriedades sensoriais
dos alimentos influenciam a fome, ndo ha consenso a respeito na literatura. Enquanto o
resultado de alguns estudos mostram que o gosto doce aumenta a fome (BLUNDELL &
HILL, 1986), outros ja indicam que o doce suprime a fome (CANTY & CHAN, 1991).
Estas discrepancias podem se dever a confusdo com palatabilidade (quanto mais
agradavel for o sabor, maior quantidade serd consumida) (KIRKMEYER & MATTES,
2000).

Conforme citado anteriormente, fatores sensoriais contribuem para a
superestimulagdo dos sistemas sensoriais, produzindo sinais de recompensa sensoriais
que sdo em alguns momentos mais fortes do que o controle exercido pelos sinais de
saciedade. Quando os sinais de saciedade produzidos s3o minimos, as propriedades
sensoriais dos alimentos se tornam gratificantes e prazerosas € a alimentagao tem muitas
chances de ocorrer. Apos a refeicdo, quando os sinais de saciedade estdo presentes, as
propriedades sensoriais dos alimentos ndo sdo mais interpretadas como prazerosas e nao
existe mais estimula¢do para a alimentacdo. O local de integragdo entre os sinais de
saciedade e os sinais sensoriais, incluindo o sabor, o aroma, a textura e a aparéncia dos
alimentos para produzir uma avaliacdo afetiva, ocorre em regides do cérebro como o
hipotdlamo. No entanto, o hipotdlamo contém neurdnios que respondem a estes sinais
sensoriais, somente quando a fome esta presente (ROLLS, 2007). Mas, o hipotalamo
nao ¢ o primeiro estdgio do cérebro para o processamento entre estimulos sensoriais €

sinais de fome/saciedade. Tal processamento ¢ feito anteriormente no cortex
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orbitofrontal (Figura 3). Este cortex ¢ local crucial para a interacdo destes dois
estimulos, uma vez que ¢ esse sistema que determina o quao agradavel ¢ um alimento e
se temos apetite para ele. Provavelmente, os neuronios do hipotalamo que respondem a
sinais de fome/saciedade enviam conexdes até o cortex orbitofrontal, a fim de obter
essas informag¢des (ROLLS, 2005; ROLLS, 2006). Estudos dos neurdnios do cortex
orbitofrontal ja revelaram, por exemplo, como a textura das gorduras ¢ representada na
boca, gerando implicacdes na palatabilidade dos alimentos; também revelaram os
mecanismos sensoriais de saciedade especifica, ou seja, o decréscimo do apetite por
determinado alimento, quando este estd sendo consumido, enquanto o apetite para

outros alimentos nao ¢ afetado (ROLLS, 2004; ROLLS, 2005; ROLLS, 2006).

orb iTo‘Fr'o nTa'

Figura 3 — Localizagdo do cortex orbitofrontal no cérebro.

2.2.7 - Palatabilidade dos alimentos

A palatabilidade pode ser definida como caracteristica de ser aceitdvel ao
paladar, suficientemente agraddvel em sabor para ser ingerida (The American Heritage
Dictionary, 2003). Yeomans et al. (2001) observaram que a redugdo no consumo
alimentar subseqiiente ap6s uma refei¢ao teste depende da palatabilidade desta refeicao,
havendo pouca compensacao quando a refeicdo ¢ mais palatavel.

Os alimentos mais palataveis assim como os alimentos caloricamente mais
densos sdo os mais preferidos (SCHIFFMAN, 1998). Estudo de Sawaya et al. (2001)
sugere que pessoas com sobrepeso sdo mais suscetiveis a escolha de um alimento
palatavel, que geralmente ¢ mais caldrico, favorecendo para o aumento do peso
corporal. Varios outros estudos observaram uma menor ingestdo de alimentos ndo
palataveis em comparagdo aos alimentos palataveis (KAUFFMAN et al., 1995;
YEOMANS & GRAYS, 1996; YEOMANS et al., 1997, YEOMANS & SYMES,
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1999). Contudo, a real influéncia da palatabilidade nos fendmenos de saciagdo e
saciedade ainda ¢ incerta. Apesar de nao se conhecer a fundo a real influéncia da
palatabilidade, j& se sabe que os sistemas cerebrais podem agir no sentido de diminuir as
sensagdes sensoriais de palatabilidade resultantes da ingestdo de determinado alimento.
Esta diminuicdo das sensacgdes de palatabilidade é produzida ao final de uma refei¢ao
em quantidades suficientes para frear o ato de se alimentar. Entretanto, a alta
palatabilidade dos alimentos produzidos nos dias atuais pode alterar este sistema. Esta
palatabilidade extra, apresentada pelos alimentos de hoje torna insuficiente esta
diminui¢ao das sensagdes sensoriais de palatabilidade, levando a um consumo excessivo

de alimentos (ROLLS, 2007), resultando em maior ganho de peso (WARDLE, 2007).

2.3 - Escalas para anélise do apetite

A escala de analogia visual (VAS) é uma técnica utilizada para tradugdo de uma
sensagdo subjetiva em uma medida quantitativa objetiva. Individuos marcam sua
motivagdo para ingestdo de alimentos nesta escala graduada, que usualmente apresenta
9 pontos. Taxas subjetivas de apetite usualmente mostram uma correlagao positiva com
a quantidade de alimento consumido, e pode ser considerado um indicador valido da
magnitude do apetite (CASTRO & ELMORE, 1988; DeGRAAF, 1993). Flint et al.
(2000) concluiram em seu estudo de validacdo das VAS que, apesar da grande
variabilidade dos coeficientes de repetibilidade, as taxas de apetite mensuradas pela
VAS podem ser reproduzidas e utilizadas em estudos.

Avaliacoes feitas utilizando escalas de pontos fixos mostram que a sensacao
subjetiva de fome aumenta constantemente a medida que a hora da refei¢cdo se aproxima
e cai rapidamente apds a refeicdo. A sensagdo de saciedade aumenta constantemente
durante o curso da refeicdo e diminui também constantemente apds a refeicao.
Entretanto, a correlacdo entre a sensa¢cdo de fome pré-refeicao e a quantidade de comida
ingerida pode variar de moderado a fraco (ROBINSON et al., 1978; ROGERS &
BLUNDEL, 1979; HILL & BLUNDEL, 1982). Apesar disso, tais escalas tém sido
consideradas como indices validos da mensuracao do apetite (DE GRAAF, 1993;
GREEN et al., 1997), apresentando relacdo positiva com o consumo alimentar
(TEGHRSOONIAN et al., 1981).

No entanto, a avaliagdo subjetiva do apetite, nem sempre prediz a ingestdo. Uma
das razdes para as avaliacdes de experiéncias conscientes de fome e saciedade nao

terem éxito na predi¢do deste comportamento (consumo prospectivo) € porque estes
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requerem que o individuo descreva suas experiéncias em um unico momento ou
selecionem uma tUnica sensagdo, o qual se assume correlacionar altamente com aquela
categoria de experiéncia subjetiva, excluindo outras sensa¢des (HILL & BLUNDEL,

1982).

2.4 — Apetite e amendoim

O amendoim, em funcdo do seu elevado teor energético, tem sido muitas vezes
restringido da dieta. Apesar disso, estudos mostram que esta semente oleaginosa
ocasiona reducdo da ingestdo de alimentos, em funcdo de seu alto poder de saciedade
(KIRKMEYER & MATTES, 2000; ALPER & MATTES, 2002). Em estudo de
interven¢do, onde se determinou os efeitos de uma pré-carga de 500 kcal de amendoim
sobre a fome e o consumo alimentar, em 12 homens e 12 mulheres adultos, com peso
normal, foi observado reducdo significante da fome em todas as preparagdes
isocaloricas, enquanto preparacdes de mesmo peso e volume, mas caloricamente
diferentes ndo levaram a uma queda imediata da fome e ocasionaram significante
elevacao desta 3 horas apds a condigdo basal. Concluiu-se que o amendoim apresentou
um alto poder de saciedade, devido ao maior conteudo caldérico e promoveu alta
ingestao de acidos graxos mono e polinsaturados (MATTES & VOISARD, 1998).

Segundo Kirkmeyer & Mattes (2000), lanches contendo amendoim e manteiga
de amendoim sd3o uma maneira efetiva de controlar a fome, sem levar ao ganho de peso.
Voluntarios que ingeriram amendoim e manteiga de amendoim ajustaram seus
consumos caldricos espontaneamente e ndo adicionaram calorias extras a dieta. Apos
este lanche (amendoim e manteiga de amendoim), os participantes do estudo tiveram a
sensacao de fome reduzida por duas horas e meia. Quando eles foram alimentados com
outro tipo de lanche (bolo de arroz), a sensagdao de fome retornou dentro de meia hora.

Os participantes do estudo de McManus et al. (2001) que perderam mais peso,
relataram que “ndo sentiam como se estivessem fazendo dieta” por poderem consumir
alimentos como pasta de amendoim, amendoim em grdos ¢ uma mistura de varias
“nuts” (castanhas e sementes oleaginosas), mesmo em quantidades controladas,
sugerindo mais uma vez a acdo do amendoim sobre a saciedade.

Coelho et al. (2006) avaliando o efeito do 6leo de amendoim sobre o apetite,
observaram que em voluntarios com sobrepeso, o 6leo de amendoim ocasionou aumento
das taxas de saciacao durante as semanas 6 ¢ 8 do estudo, sendo que as taxas de fome

permaneceram sem alteragdo neste periodo. J& os voluntérios eutréficos relataram sentir
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mais fome durante as semanas 2 ¢ 6 do estudo e as taxas de saciagdo tenderam a
aumentar. [sso nos mostra que a resposta a acdo do amendoim e de seus derivados sobre
o apetite ¢ influenciada pelo peso ou IMC dos voluntérios. O mesmo 6leo de amendoim
foi utilizado por Alfenas & Mattes (2003) na comparacdo dos efeitos de fontes lipidicas
ricas em acidos graxos monoinsaturados versus fontes lipidicas ricas em acidos graxos
saturados sobre o apetite. Estes autores relataram que a ingestdo de bolinhos muffins
contendo 6leo de amendoim (rico em monoinsaturados) resultou em maiores taxas de
saciagdo e também em menores taxas de fome quando comparados com muffins sem

gordura.

2.4.1 - Amendoim e peso corporal

Existe um grande interesse em dietas ricas em lipidios para perda ou manutencao
do peso. Para este fim, a Federacdo das Sociedades Americanas para Biologia
Experimental incluiu sessdes dos beneficios para saude das sementes oleaginosas, uma
fonte principal de MUFA, nos congressos anuais de 1998 e 1999 de Biologia
Experimental (Experimental Biology Annual Meetings). A maioria das pesquisas estuda
os MUFAs, relacionando-os com a perda ou manutencdo do peso incluindo também as
sementes oleaginosas (CHAMPAGNE, 2000).

Os estudos epidemioldgicos, bem como de intervengdes clinicas, mostraram que
o consumo de uma grande variedade de sementes oleaginosas (ricas em MUFA)
também estd associado ao peso estavel e até mesmo a diminuicdo do peso, além da
redugdo nas taxas de triacilglicerdis e colesterol, embora os mecanismos nao tenham
sido identificados (FRASER et al., 1992; O’BYRNE et al., 1997; HU et al., 1998;
KRIS-ETHERTON et al., 1999; ALMARIO et al., 2001).

Apesar dos mecanismos por meio dos quais o consumo de amendoim leva ao
peso estavel ainda ndo serem totalmente conhecidos, postula-se que o amendoim possa
aumentar o gasto energético basal por meio da agdo dos MUFAs (Marken Lichtenbelt et
al., 1997, citado por ALPER & MATTES, 2002) e talvez também seu contetido protéico
(SWAMINATHAN, et al, 1985). Acidos graxos insaturados sdo oxidados
preferencialmente quando comparados com &cidos graxos saturados (LEYTON et al.,
1987). Em humanos, dieta com razdo PUFA/SFA (4cidos graxos saturados) alta
aumentou ndo apenas o gasto energético basal, mas também a termogénese induzida
pela dieta (TID) (Marken Lichtenbelt et al., 1997, citado por ALPER & MATTES,
2002).
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Lermer & Mattes (1999) observaram que o consumo de carga composta de
amendoim (500 kcal) promoveu alta saciedade e ndo conduziu ao aumento no peso.
Fraser et al. (1999) estudaram mudangas em peso corporal resultante da ingestdo diéria
adicional de aproximadamente 60 g de améndoas (também rica em MUFAs) em 40
voluntarios humanos. Tais voluntarios apresentaram ganho de peso médio de apenas
420 g ao invés dos 8 kg esperados, no periodo de 6 meses. Pearson et al. (1999)
compararam o efeito de ingestdo de uma dieta pobre em gorduras, mas rica em
carboidratos, ao de uma dieta rica em gorduras e rica em MUFA, em 30 voluntarios.
Apobs um periodo de seis semanas, foi observada perda de peso de 6 a 9 kg, em ambos
os grupos. Em um estudo conduzido por McManus et al. (1999) envolvendo individuos
com sobrepeso, verificou-se que o consumo de dieta rica em MUFA versus dieta pobre
em gorduras, durante 12 meses, resultou em perda de peso média (5 kg) semelhante.
Alper & Mattes (2002) relataram que um aumento do consumo calorico resultante do
consumo de amendoim (rico em MUFA) por individuos eutréficos resultou em ganho
de peso significantemente menor do que o previsto. Hu et al. (1998) observaram que as
mulheres que ingeriam sementes oleaginosas eram freqiientemente mais magras. Em
estudo com um grupo mais homogéneo em relagdo a educagdo, satide e alimentacao,
verificou-se uma correlagao negativa entre consumo de sementes oleaginosas e indice
de massa corporal (IMC) (FRASER et al., 1992). O’Byrne et al. (1997), investigando os
efeitos do consumo de amendoim no perfil lipidico, observaram perda de peso (3 kg)
apos 6 meses de estudo, apesar dos voluntarios terem mantido o consumo caldrico e o
nivel de atividade constantes. Porém, houve um aumento de 600 g no primeiro més
seguido de uma diminuicao de 200 g no segundo més.

Em estudo controlado onde individuos eutroficos ingeriram 30 % da sua energia
basal na forma de 6leo (amendoim, agafrdo ou oliva), veiculado através de milk shakes
como calorias adicionais a dieta normal por um periodo de oito semanas, Sales et al.
(2005) encontraram ganho de peso significante somente no segundo més de adicdo do
6leo de amendoim a dieta de individuos eutroficos, ao passo que os individuos que
consumiram outros tipos de 6leos vegetais (agafrdo e oliva) apresentaram aumento de
peso na segunda semana de estudo. Coelho et al. (2006) utilizando a mesma
metodologia mencionada no estudo acima, observaram menor ganho de peso que o
esperado em voluntérios com sobrepeso ingerindo 6leo de amendoim ap6s 8 semanas de
estudo. No entanto, este mesmo efeito foi observado quando o 6leo de amendoim foi

substituido por 6leo de canola ou manteiga.
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2.5 — Hormonios e apetite

O apetite ¢ regulado por diversos hormdnios e mecanismos neurais (DEGEN et
al., 2001). O nucleo arqueado do hipotalamo abriga dois conjuntos opostos de circuitos
neuronais, um circuito estimulador do apetite ¢ um outro circuito inibidor do apetite
(Figura 2). Os dois circuitos mandam sinais principalmente para o Nucleo
Paraventricular (PNV) (Figura 1), mas também para outros nticleos do hipotadlamo, os
quais modulam diretamente o comportamento alimentar. O circuito estimulador do
apetite produz dois neurotransmissores, o NPY e o AGRP, os quais promovem o
apetite. O NPY sinaliza diretamente para o PNV para promover o comportamento
alimentar, enquanto o AGRP age indiretamente, bloqueando o receptor do tipo 4 da
melanocortina, um receptor inibidor de apetite do PNV. O circuito inibitdrio do apetite
inclui: CART e principalmente POMC (Figura 2), a qual produz o hormoénio
estimulador alfa melanocito (o MSH). Este ultimo opera principalmente através do
receptor do tipo 4 da melanocortina para inibir o apetite (KORNER & LEIBEL, 2003).

A leptina e insulina também iniciam o circuito inibitorio do apetite por meio de
regulagdes do o MSH, da inibi¢do do neurdnio estimulador do apetite (NPY) e da
expressao do mRNA para o AGRP no hipotdlamo, ao passo que a ghrelina apresenta o
efeito oposto. Os receptores de ghrelina e leptina foram também encontrados no nucleo
do tronco encefilico (Figura 1) e inje¢des diretas de leptina dentro do complexo dorsal
vagal reduzem o consumo alimentar e o peso corporal em ratos. Portanto, apesar de ter
sido estabelecido que o hipotdlamo seja central no controle do balango energético,
evidéncias cumulativas sugerem que circuitos neurais originarios da regido caudal do
tronco encefélico estdo também envolvidos e sdo, portanto, um foco de extensa pesquisa

(KORNER & LEIBEL, 2003).

2.5.1 — Ghrelina

Este peptideo foi isolado em estdmago de ratos e posteriormente em estomago
de humanos. Ele também ¢ produzido em pequenas quantidades pelo intestino,
pituitaria, hipotalamo e placenta (SAAD, 2002).

A secrecao de ghrelina pelo estdmago depende em grande parte do estado
nutricional. Os niveis de ghrelina apresentam um aumento pré-prandial e uma
diminui¢do pos-prandial, ou seja, o jejum aumenta os niveis séricos de ghrelina

enquanto a realimentagdo interrompe este aumento, sugerindo uma fun¢do de mudanca
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para um metabolismo mais eficiente durante estados de fome, para a ghrelina
(CUMMINGS et al., 2001; KLOK et al., 2007). Ainda em estudos com humanos,
Tschop et al (2001) observaram que os niveis de ghrelina sio mais baixos em
voluntarios obesos.

Além disso, os niveis de ghrelina apresentam uma variagdo diurna. Niveis mais
baixos sdo encontrados as 6:00 da manha aumentando ao longo do dia e atingidos seus
picos durante a madrugada entre 01:00 e 02:00 da madrugada (LEIDY et al., 2007).

Os efeitos circulantes da ghrelina diminuem com o aumento da idade, do IMC,
do hormoénio do crescimento, da glicose sanguinea e da insulina e sdo maiores nas
mulheres em comparagdo com os homens (KLOK et al., 2007).

Segundo Wren et al. (2001), a ghrelina promove o aumento do consumo
alimentar por aumentar a fome e o desejo alimentar. O aumento do apetite e do
consumo alimentar em humanos foi observado ap6s infusdes intravenosas de ghrelina.

Existem trés vias de acdo da ghrelina. A mais relatada pela literatura diz que
apds a secre¢do da ghrelina pelo estdbmago na corrente sanguinea, este peptideo
atravessa a barreira hematoencefalica por um sistema de transporte saturavel e se liga a
seus receptores no hipotalamo. Na segunda via, a ghrelina pode atingir o cérebro por
meio do nervo vago e do nucleo do trato solitario e na terceira e ultima via, a ghrelina ¢
produzida localmente e pode afetar diretamente varios ntcleos hipotalamicos (KLOK et
al., 2007). Seja qual for a via pela qual a ghrelina chega ao cérebro, uma vez atingido
seu destino, ela exerce os seguintes efeitos:

- Aumento da produgdo do NPY e da AGRP e ainda do hormonio concentrador
de melanina (MCH) — todos peptideos orexigénicos que vao manter e potencializar a
fome e inicio da ingestdo de alimentos desencadeados pela ghrelina. Esta mediacdo dos
efeitos da ghrelina pela ativacdo do NPY e AGRP, se opde a ac¢do da leptina, a qual
inibe os neurdnios de NPY e reduz a alimentacao (Figura 2) (HORVATH et al., 2001).
Porém, esta acdo contraria de leptina e ghrelina ainda ¢ controversa. Tschop et al.
(2001a) demonstraram que em pacientes obesos os niveis de ghrelina plasmadtica de
jejum se correlacionaram negativamente com os niveis plasmaticos de jejum da leptina.
Entretanto, em outro estudo, os niveis de leptina plasmatica de jejum e as concentragdes
de ghrelina ndo se correlacionaram (IKEZAKI et al., 2002);

- Atenuacdo da redugdo no consumo alimentar induzida pela leptina pela
modulacdo da expressdo de vdarios peptideos hipotalamicos, como a orexina
(WILLIAMS et al., 2004);

- Inibicdo dos neuronios da POMC e neurdnios produtores de CRH (KLOK et

al., 2007);
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- Estimulacdo ao esvaziamento gastrico, causando aumento do consumo
alimentar (ASAKAWA et al., 2005).

Em resposta ao aumento da ingestdo de alimentos causada pela agdo da ghrelina
resulta uma elevagdo da glicemia e da insulinemia, sendo que esta suprime a producao
de ghrelina encerrando assim o ciclo de fome — ghrelina - ingestdo calorica —insulina -
supressao de ghrelina (DZAJA et al., 2004).

A ghrelina aumenta também a utilizacdo de carboidratos, reduzindo a utilizacao
de gorduras. Este fato foi observado por Tschop et al. (2000), ap6s inje¢des subcutianeas
de ghrelina durante o fotoperiodo de claro (fase de descanso) para os roedores
(TSCHOP et al., 2000).

Se a ghrelina também influencia a regula¢do do gasto energético ainda nao esta
claro. Foi descrito na literatura que roedores tiveram seu gasto energético diminuido
apos administragdo periférica de ghrelina (KLOK et al., 2007). Ja os resultados de outro
estudo mostraram que nem o gasto energético ou a atividade motora sofreram mudancas
ap6s a aplicagio de ghrelina (TSCHOP et al., 2000). Porém, isso ainda ndo foi
demonstrado em humanos.

KLOK et al. (2007) apos analises de varios estudos afirmam que a ghrelina ndo ¢
primordial no crescimento, na deposicao da gordura e no apetite. E diz ainda que nao ¢
provavel que seja uma reguladora direta da leptina e insulina, uma vez que ratos
knockout para ghrelina apresentam peso corporal, densidade 0ssea, taxa de crescimento,
esvaziamento gastrico, consumo alimentar, reprodugdo, comportamento e patologia dos
tecidos todos normais. Os autores sugerem que outros agentes indutores do apetite
compensam a perda de ghrelina funcionante.

Em resumo, a ghrelina estimula a ingestdo alimentar, aumenta a utilizagdo de
carboidratos, reduz a oxidagao lipidica, aumenta a motilidade gastrica e secre¢do acida

(GALE et al., 2004).

2.5.2 — Insulina

A insulina ¢ um hormdnio polipeptidico originado das células beta do pancreas e
regulado pelas reservas e consumo de carboidratos. Sua secre¢do depende
primariamente da concentragdo plasmatica de glicose. Os niveis elevados deste
hormdnio podem aumentar a ingestao alimentar, devido a redugdo da glicose sanguinea

(WOODS & SEELEY, 2000).
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O efeito da insulina sobre a ingestdo de alimento depende da via de
administracdo e da dose administrada. Em doses que diminuem a glicose plasmatica
(doses fisiologicas), a insulina leva a hiperfagia, possivelmente por indugdo de
hipoglicemia. H4 autores que especulam que o declinio transitdrio na glicose plasmatica
que precede a refeicdo resulte de uma breve elevagdo nos niveis de insulina
(CAMPFIELD, 1996). De modo inverso, a infusao cronica de insulina em baixas doses
no sistema ventricular inibe a ingestdo alimentar e leva a perda de peso (WOODS et al.,
1979). Esta agdo da insulina pode ser explicada pelas descobertas recentes, as quais
demonstram que a insulina entra no cérebro e inibe a expressdo do neuropeptideo
Y(NPY) e galanina (GAL) (Figura 2). A grande molécula de insulina ¢ transportada
para dentro do fluido extracelular do hipotdlamo, onde pode interagir com os receptores
de insulina e iniciar uma série de reacdes que inibem a sintese do NPY e GAL. A
insulina tem um efeito similar sobre a expressdo de GAL, por isso afeta os suprimentos
energéticos a longo prazo estocados como lipidios (HOEBEL, 1997). Como ja foi
relatado anteriormente, uma outra agdo da insulina que leva a inibi¢do da ingestdo
alimentar ¢ sua acdo sobre a ghrelina. A insulina suprime a produgdo de ghrelina e
encerra o ciclo de fome — ghrelina - ingestao caldrica —insulina - supressdo de ghrelina
(DZAJA et al., 2004).

Outros estudos experimentais demonstraram que a insulina tem uma fungao
essencial no sistema nervoso central para incitar a saciedade, aumentar o gasto
energético e regular a acdo da leptina (SCHWARTZ, 2000). A insulina ainda interfere
na secre¢ao de éntero-hormonios como GLP-1, que atua inibindo o esvaziamento
gastrico e, assim, promovendo uma sensacao de saciedade prolongada (VERDICH et

al., 2001).

2.5.3 — Leptina

A leptina ¢ uma proteina codificada pelo gene ob, sendo um horménio
sintetizado pelo tecido adiposo, cujo receptor encontra-se principalmente no hipotalamo
(JEANRENAUD & JEANRENAUD, 1996; TARTAGLIA, 1997; BRUNNER et al.,
1997; WALDER et al., 1999, RABEN & ASTRUP, 2000). Apesar de ser sintetizada
principalmente pelo tecido adiposo, a leptina pode também ser produzida por outros
tecidos humanos, como o do estdmago, do epitélio das mamas e da placenta

(CASABIELL et al.,1997; BADO et al.,1998; HOGGARD et al., 2001).
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Em humanos, os niveis de leptina estdo associados ao peso corporal, indice de
massa corporal (IMC) e a gordura corporal total, sendo considerado hormdnio
lipostatico (HEINI et al.,, 1998; LIN et al.,, 2000; RABEN & ASTRUP, 2000),
informando o corpo do estado dos estoques de energia do tecido adiposo, promovendo
mudancas no apetite, metabolismo e escolha dos nutrientes que podem sinalizar via
receptor de leptina (TARTAGLIA, 1997).

Os niveis circulantes de leptina apresentam um padrdo diurno e sdo
influenciados pelo género (seus efeitos sdo maiores nas mulheres em comparagio aos
homens), idade (os efeitos da leptina diminuem com o aumento da idade), exercicio
(diminuem com o exercicio) e a elevagdo da glicemia (seus efeitos aumentam) (KLOK
et al., 2007).

Dentro do sistema nervoso central (SNC), o balango de energia é regulado por
uma complexa rede de peptideos hormonais integrando estimulos periféricos e
determinando mudancas comportamentais relacionadas ao gasto energético e ao
consumo alimentar. A leptina fornece informagdes sobre o estado nutricional para os
nucleos hipotalamicos (SUYEON & MOUSTADID-MOUSSA, 2000; FIOTTI &
GIANSANTE, 2005). A leptina ¢ secretada pelo tecido adiposo para a corrente
sanguinea e atravessa a barreira hematoencefalica se ligando aos receptores
hipotalamicos de leptina (KLOK et al., 2007). Esta ligacdo inicia uma cascata de
respostas neuroendocrinas que resulta na inibi¢do de peptideos orexigenos, enquanto
estimula peptideos anorexigenos (Figura 2) (LOOS et al.,, 2006). Os peptideos
orexigenos os quais sdo influenciados pela leptina sdo: o NPY, o AGRP, a galanina, a
orexina. Ja os peptideos anorexigénicos regulados pela leptina sdo: a POMC, o CART e
também o hormoénio liberador da corticotropina (CRH) (Figura 2). Embora seja um
modelo incompleto, postula-se que a leptina suprima a atividade dos neuronios
orexigénicos que produzem NPY/AGRP (efeito orexigeno) e que ela estimule a
atividade de neurdnios produtores de POMC ou CART (efeito anorexigeno) (Figura 2)
(SCHWARTZ et al., 2000; KLOK et al., 2007). Porém, em altas concentragdes séricas,
a leptina ndo consegue atuar devido a resisténcia que acaba limitando seu efeito
anoréxico (WOODS et al., 1998).

A leptina tem acao em longo prazo, exerce seus efeitos via seu receptor (LEPR
ou OBR), no nucleo arqueado, sendo que a estimulagdo da sintese de POMC ¢ realizada
através de estimulacdo do nucleo paraventricular via receptores MC4-R (FIOTTI &
GIANSANTE, 2005).

A leptina estimula o sistema nervoso simpatico e a hipoleptinemia e a resisténcia

a leptina podem levar a reducdo de atividade do sistema nervoso simpético e redug¢do do
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gasto energético de repouso e aumento do quociente respiratorio (SNITKER et al.,
2002). A administragdo de leptina em ratos geneticamente obesos 0b/ob, que sdo ratos
que apresentam mutacdo no cromossoma 6 e desenvolvem-se com uma sindrome
acompanhada de hiperfagia, diabetes e obesidade, cuja origem se deve a auséncia de
leptina (LEP) ou a presenca de leptina ndo funcional (MARQUES-LOPES et al., 2004),
ndo apenas resulta em um aumento dos niveis do hormoénio central estimulador do
melanocito (MSH), mas também dos niveis periféricos de MSH. O aumento dos niveis
de MSH resultam numa inibicdo central do apetite mediada por neurdnios que
expressam o receptor 4 da melanocortina (MC4-R) (MABA, 2006).

A estimulacdo do sistema nervoso simpatico, também leva ao aumento da
norepinefrina (NOR), a qual age nos adipdcitos por sinalizagdo via AMP-ciclico e
proteina quinase A, estimulando a transcricdo do gene para proteinas desacopladoras da
fosforilacdo oxidativa. Essas proteinas formam canais que permitem a entrada de
protons na matriz mitocondrial sem passar através do complexo ATP sintetase, levando
a oxidagdo continua de 4cidos graxos sem sintese de ATP, com dissipacao de energia na
forma de calor. Isto leva a um aumento no gasto de energia no tecido adiposo, com
estimulo a lipdlise (MABA, 2006).

Dados mais recentes indicam que a leptina também exerce funcao de regulagao a
curto-prazo do consumo alimentar e do peso corporal (KLOK et al., 2007), uma vez que
esta também € secretada pelo estomago (BADO et al., 1998). Por isso, tem sido
sugerido que a leptina gastrica apresenta uma fungdo no controle do tamanho da
refeicdo conjuntamente com outros peptideos. A secrecdo de leptina gastrica ¢
estimulada por varios peptideos intestinais ¢ também pela administracdo de insulina,
enquanto refeicdes ricas em gordura e refeigdes mistas diminuem os niveis de leptina
circulante. E possivel que a leptina gastrica sirva como um estimulo local, exercendo
um papel na digestdo e absor¢do. Porém, ainda se fazem necessdrios estudos para

confirmacao desta hipotese (KLOK et al., 2007).

2.6 - Polimorfismos nos genes da leptina e do seu receptor e associacdo com o

controle da ingestdo alimentar e do peso corporal

O gene que codifica o hormonio leptina (LEP) se localiza no cromossomo 7
regido 7q31.3 (recessivo) e quando mutado estd associado a fenotipos de
hipometabolismo, hiperfagia, atraso puberal, infertilidade, intolerancia a glicose devido

a deficiéncia de leptina. J4 o gene que codifica o receptor da leptina (LEP-R) localizado
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no cromossomo 1 regido Ip31 (recessivo) apresenta como fenotipos associados a
mutacoes deste gene hipometabolismo, hiperfagia, retardo puberal devido a transducao
desordenada da leptina (ROSEBAUM, 2002).

O termo polimorfismo se refere as diferencas em seqiiéncias especificas de DNA
entre individuos, ocorrendo em mais de 1 % da populacio (MARTI et al., 2004;
ELLIOTT & JOHNSON, 2007), ou seja, o polimorfismo ¢ uma mutagdo que apresenta
freqiiéncia superior a 1 % na populagdo. A forma mais comum de polimorfismo ¢ a
mudanca de um uUnico nucleotideo em uma seqiiéncia de DNA, chamada de
“polimorfismo em um unico nucleotideo” (SNP). Como cada célula contém duas copias
de cada gene (exceto as células presentes nos cromossomos sexuais), um individuo pode
carrear varias combinagdes de um polimorfismo (ELLIOTT & JOHNSON, 2007).
Estudos de associacdo genética procuram por relagdes estatisticas entre um
polimorfismo em vérios genes candidatos e um dado fendtipo geralmente entre
individuos que ndo sdo parentes (ROSMOND, 2003; FAROOQI & O’RAHILLY,
2007).

A obesidade ¢ uma sindrome complexa de origem multifatorial e na maioria dos
casos parece se tratar de uma condi¢do poligénica, ou seja, ¢ determinada pela a¢do de
dois ou mais pares de genes, além de poder ser adicionalmente afetada por uma série de
influéncias ambientais. Uma hipotese universalmente aceita assume que doencas
complexas como a obesidade s@o normalmente baseadas em um nimero limitado de
alelos predisponentes, cada um conferindo um pequeno acréscimo no risco para o
individuo (FROGUEL & BOUTIN, 2001; BRAY & BOUCHARD, 2004). Hoje ja sao
conhecidos mais de 600 genes e regides cromossdmicas que estdo associados a génese
da obesidade e mais sdo adicionados a cada dia (ELLIOTT & JOHNSON, 2007).

A predisposi¢do genética na obesidade afeta tanto o consumo caldrico quanto o
gasto energético. Apesar disso, evidéncias de mutagdes em um tnico gene (LEP e LEP-
R) tém sido implicadas isoladamente no consumo de calorias (FROGUEL & BOUTIN,
2001; BRAY & BOUCHARD, 2004).

Os efeitos de polimorfismos comuns associados a obesidade na populagdo sao
dificeis de serem estudados por duas razdes: 1 — os efeitos de cada polimorfismo sdo
muito sutis, geralmente modulam o risco de desenvolvimento da obesidade por poucos
pontos percentuais ao invés de levar inevitavelmente a grande e intratavel ganho de
peso, sendo por isso seus efeitos dificeis de detectar em populagdes que apresentem
diferentes estilos de vida; 2 — As interagdes dos genotipos dos genes ligados a obesidade
podem ser importantes, ou seja, combinagdes de genotipos podem cancelar uns aos

outros ou entdo podem interagir aumentando ou reduzindo o risco de maneira maior do
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que a esperada, pela soma dos efeitos de cada gendtipo isolado (ELLIOTT &
JOHNSON, 2007).

Os genes podem determinar sinais aferentes e eferentes, assim como
mecanismos centrais envolvendo regulacdo do peso corporal. Portanto, a informagao
genética transferivel envolve a regulagdo do peso corporal a curto e longo prazo ¢ a
manuten¢cdo da composi¢do da dieta via (1) diferentes peptideos € monoaminas
envolvidas na regulacdo do apetite, (2) variagdes na utilizacdo de energia e nutrientes e
na taxa metabdlica de repouso ou na resposta a atividade fisica e (3) diferencas
individuais no metabolismo dos adipdcitos (MARTI et al., 2004).

A existéncia de ligagdes genéticas entre IMC e outros indices fenotipicos de
obesidade tem sido demonstrado com fortes evidéncias estatisticas para alguns genes

como o da leptina e do receptor da leptina.

2.6.1 — Gene da leptina

2.6.1.1 - Regido ndo tradutora

O Lep-tet, um tetranucleotideo polimorfico repetido na regido 3’ ndo tradutora
do gene da leptina, ¢ composto de 15 alelos que podem ser divididos em 2 grupos com
diferentes distribui¢des de tamanho: pequeno (classe I) e grande (classe II). Shintani et
al. (2002) encontraram uma associa¢do nao significante entre o alelo classe I e o IMC
(tendéncia de maior IMC em individuos classe I/classe I), sendo que os niveis de leptina
circulantes ndo foram significantemente diferentes em individuos com este genotipo.
Resultado semelhante foi encontrado por Porreca et al. (2006), porém em ambas as
classes de alelos. Estudando este mesmo tetranucleotideo, McGarvey et al. (2002)
testaram a associagdo do tetranucleotideo localizado na por¢do 3’ do gene da leptina
com o IMC em individuos provenientes de Samoa e encontraram uma associagao entre
baixo IMC e alta freqiiéncia do alelo 226 (alelo classe II segundo classificagdo de
SHINTANI et al., 2002).

Hager et al. (1998) estudando a regido 5’ ndo tradutora do gene da leptina
humana, concluiu que mutagdes no gene da leptina sd3o pouco provaveis de serem
causas da obesidade humana, mesmo para fendtipos extremos. Entretanto, observaram
que uma variante A/G na posi¢do 19 do exon 1 deste gene foi associado a niveis mais
baixos de leptina plasmatica em individuos extremamente obesos ¢ também em um

estudo de coorte de mulheres caucasianas escolhidas ao acaso.
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2.6.1.2 - Regido promotora

A presenga de polimorfismos na regido promotora do gene da leptina humana
tem sido associado com variagdes nos niveis circulantes de leptina. Mammés et al.
(1998) descreveram varios polimorfismos relacionados ao gene da leptina, mudanca de
C para A na posigdo -2549, C para T na posi¢do -1887, T para G na posigdo -2437, C
para T na posi¢ao -1823, G para A na posicao -1387, C para T na posi¢ao -633, C para
A na posicao -188 e G para A na posi¢do +19. Destes, o alelo A na posi¢ao -2549
apresentou associagdo com niveis aumentados de leptina plasmatica antes da dieta de
restricdo prescrita aos voluntarios, sendo esta associacdo independente do IMC. O efeito
oposto deste gendtipo foi encontrado por Le Stunff et al. (2000), que observou que
mulheres com o genotipo AA para o gene -2549 exibiram menores valores médios de
leptina plasmatica comparadas aquelas com genotipos C/A e C/C. Mammés et al. (1998)
também observaram que em homens, o polimorfismo C para T na posi¢ao -1887, foi
associado ao grande decréscimo nos niveis de leptina em resposta a dieta de restricdo a
que estes foram submetidos. Porém, devido ao pequeno niimero de carreadores deste
alelo, ndo se pode excluir a possibilidade deste resultado ter ocorrido ao acaso.
Importante ressaltar que nenhum destes polimorfismos citados acima foram associados
ao IMC, quando estes continuavam com sua dieta normal. Em um outro estudo deste
mesmo grupo de pesquisa (MAMMES et al., 2000), homens com o gendtipo A/A para o
gene -2548 da leptina exibiram um maior nivel plasmdtico de leptina do que os
carreadores do alelo G. Yiannakouris et al. (2001) descreveram resultados semelhantes
em meninas obesas com o genotipo A/A, segundo estes autores, estas apresentaram
valores 20 a 25 % menores de leptina plasmatica em relacdo aos outros genotipos.
Apesar de ndo se conhecer as causas desta discordancia de valores, podem-se levantar
hipoteses de efeitos especificos de idade ou sexo no polimorfismo. Neste mesmo
trabalho, os autores ndo observaram diferengas significantes entre individuos eutréficos
e obesos concernente ao tipo e freqiiéncia de alelos G e A na posi¢ao -2548 do gene da
leptina. Também nao foi observada associagdo entre o polimorfismo -2548G/A com
IMC e porcentagem de massa de gordura. Estes individuos com o polimorfismo -2548
AA no promotor do gene da leptina, apresentaram expressdo aumentada do gene e
aumento da leptina circulante (HOFFSTEDT et al., 2002). Apesar da maioria dos
estudos associarem obesidade ao gendtipo A/A, Li et al. (1999) associaram o
polimorfismo -2548G/A no promotor do gene da leptina com obesidade mdrbida em
mulheres caucasianas, nas quais o alelo G foi mais freqliente em obesos com IMC > 40.

Em outros estudos da regido promotora do gene da leptina observou-se uma

maior freqiiéncia do polimorfismo Arg para Gln no codon 25 em individuos obesos
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(IMC >35) quando comparados aos controles (OHSHIRO et al., 2000) e também a
identificacao do polimorfismo C188A no gene da leptina nao sendo este relacionado a
obesidade nem aos niveis séricos de leptina (OKSANEN et al., 1997). Hoffstedt et al.
(2002) afirma que a variante LEP19GG foi associada a baixos niveis de leptina

plasmaticos em mulheres com obesidade morbida.

2.6.2 — Gene do receptor de leptina

Vérios polimorfismos relacionados ao gene LEP-R ja sdo conhecidos, dentre

eles:

a) Mutacdes ndo conservativas:

- GIn223Arg, ou seja, mudanga de glutamina para arginina no cédon 223 (mudanga no
codon CAG para CGQ),

- Lys656Asn, ou seja, mudanca de lisina para asparagina no cddon 656 (mudanga no

cédon AAG para AAC).

b) Mutagdes conservativas:

- Lys109Arg, ou seja, mudanga de lisina para arginina no cédon 109 (mudanga no

cddon AAG para AGG).

¢) Mutagdes silenciosas:

- Pro1019Pro, ou seja, mudanca de prolina para prolina no cédon 1019 (mudanca no
cddon CGT para CAT);
- Ser343Ser, ou seja, mudancga de serina para serina no cddon 343 (mudanga no cédon

GTG para GCQ).

Trés destes polimorfismos sdo potencialmente funcionais, uma vez que se situam
na regido codificadora do receptor e por isso podem alterar a sinalizacdo da leptina. Sdo
eles: Lys109Arg causando conservagdo da carga, GIn223Arg e Lys656Asn ambos com
mudanga de carga, o que os torna mais provaveis de acarretar mudangas funcionais.
Porém, nao foi encontrada significancia estatistica entre estes polimorfismos do LEP-R
e a resposta da leptina, resultado que segundo os autores pode se dever ao pequeno

numero amostral utilizado (MARS et al., 2004).

30



2.6.2.1 - Lys109Arg

Um destes polimorfismos, Lys109Arg, tem sido associado ao baixo IMC e
circunferéncia da cintura. Estas descobertas sugerem a existéncia de alelos protetores
que podem explicar porque nem todos os homens obesos sdo hipertensos. Alelos
protetores de doengas cardiovasculares e diabetes tipo 2 ja foram descritos na literatura
(ROSMOND, 2003). Este mesmo autor em estudo prévio (ROSMOND et al., 2000)
também relatou a existéncia de associagdo entre o polimorfismo Argl09Arg e IMC e
circunferéncia abdominal.

Em relagdo a este mesmo polimorfismo Loos et al. (2006) observaram que os
homozigotos Lys109Lys apresentaram um quociente respiratdrio significantemente
mais baixo do que as outras variantes (Lys109Arg, Argl09Arg), este fato s6 foi
significante nos individuos ndo obesos, ndo acontecendo o mesmo nos individuos
obesos.

Heo et al. (2001, 2002) analisaram dados de 9 estudos do gene do LEP-R nao
encontrando significancia estatistica na associagdo do polimorfismo Lys109Arg com
IMC e circunferéncia da cintura.

Van Rossun et al. (2003) investigando a associagao dos niveis de leptina com os
polimorfismos no gene do LEP-R e o ganho de peso, encontraram uma associagao
positiva entre altos niveis de leptina e risco aumentado de ganho de peso. Além disso,
pessoas que ganhavam peso apresentavam niveis basais de leptina elevados em
comparagdo aqueles que mantinham o peso estavel. Estes voluntarios que ganhavam
peso e que também apresentavam o alelo Argl09 (alelo mutado) apresentavam niveis

superiores de leptina em compara¢do aos ndo carreadores destes alelos.

2.6.2.2 - GIn223Arqg

Os homozigotos GIn223GIln apresentaram um quociente respiratdrio
significantemente mais baixo do que as outras variantes (GIn223Arg e Arg223Arg),
sendo esta associa¢do significante apenas nos individuos ndo obesos (LOOS et al.,
2006). Este fato condiz com uma maior utilizagdo de gorduras no gasto energético, o
que por sua vez poderia induzir a uma perda de peso ou entdo evitar o ganho de peso.
Porém, Ukkola et al. (2000) estudando o polimorfismo GIn223Arg do receptor de
leptina concluiram que os homozigotos para o alelo GIn223 eram mais suscetiveis a
anormalidades metabdlicas (maior elevagcdo dos niveis de leptina, maior intolerancia a

glicose, decréscimo de HDL e aumento de triglicérides), quando expostos a balango
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energético positivo durante longo periodo. Nesse estudo, mudangas de composi¢do
corporal nao se mostraram diferente entre os individuos GIn/Gln, GIn/Arg e Arg/Arg.
Porém, houve uma tendéncia para um maior ganho de peso em massa de gordura entre
os homozigotos GIn223. O mesmo ocorrendo em mulheres pods-menopausa
homozigotos GIn223GIn, onde foi observado um aumento da gordura abdominal e
subcutanea (WAUTERS et al., 2001), o que ndao parece ser conseqliéncia de um
quociente respiratorio baixo como encontrado no estudo de Loos et al. (2006).

Stefan et al. (2002) observaram que homozigotos Arg223Arg apresentaram
menores valores de gasto energético de 24 horas, menores niveis de atividade e maior
tamanho de adipocitos abdominais do que os homozigotos GIn223GIn. O maior
tamanho dos adipocitos tem sido associado com excessiva reserva adiposa.
Yiannakouris et al. (2001) também estudando individuos homozigotos Arg223Arg
observaram que estes apresentavam maiores valores de IMC e porcentagem de massa de
gordura comparado aos carreadores do alelo GIn223, o que corrobora os achados de
Stefan et al. (2002). Os valores de IMC, de massa de gordura (%) e niveis plasmaticos
de leptina também se mostraram significantemente superiores nos carreadores do alelo
Arg223 em comparacdo aos nao carreadores do alelo Arg223 em homens caucasianos
de meia-idade provenientes do Heritage Family Study, o que sugere uma forte evidéncia
da associagdo entre o polimorfismo GIn223Arg e adiposidade em humanos
(CHAGNON et al., 2000). Ainda estudando os carreadores do alelo Arg223, observou-
se que os voluntarios que ganhavam peso e que também apresentavam o alelo Arg223
apresentavam niveis superiores de leptina em comparagdo aos nao carreadores destes
alelos. Esta associagdo se mostrou mais clara entre os homens, onde a associagao entre
leptina e ganho de peso tendeu a ser mais forte entre os carreadores do alelo Arg223
comparados com aqueles que ndo apresentavam esta mutacdo (VAN ROSSUN et al.,
2003). Em suma, o polimorfismo GIn223Arg pode ser considerado um preditor
significante de 5% da variabilidade da composi¢do corporal. Esta mudanga de glutamina
para arginina na posi¢ao 223 do gene humano da LEP-R, com a troca de carga de neutra
para positiva, pode afetar a funcionalidade do receptor e alterar sua capacidade de
sinalizacdo. Foi encontrado também neste mesmo estudo, um aumento da expressao do
gene ¢ aumento da leptina circulante em individuos com o polimorfismo Arg223Arg no
gene do receptor de leptina (YIANNAKOURIS et al., 2001).

Tal relagdo do alelo Arg223 com parametros ligados a obesidade pode ser
parcialmente explicada pela mais baixa capacidade de ligacdo da leptina a forma soluvel
do seu receptor no plasma dos portadores deste alelo. Em estudos com mulheres

caucasianas, pds-menopausa a presenca do alelo Arg223 se associou a maiores valores
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de IMC, porcentagem de massa de gordura e concentragdo plasmatica de leptina
(QUINTON et al., 2001). Stefan et al. (2002) também encontraram associacdo do
polimorfismo GIn223Arg a uma baixa capacidade de ligagdo a forma soluvel do
receptor no plasma. Apesar de ndo estar claro como a forma soluvel do LEP-R reflete o
funcionamento dos receptores LEP-R transmembrana nos tecidos, tem sido especulado
que os voluntarios que apresentam esta variante do LEP-R podem apresentar também
resisténcia a leptina, indicando func¢do anormal do receptor (STEFAN et al., 2002).

Matevi et al. (2002) observaram que este mesmo polimorfismo (GIn223Arg)
teve distribui¢des diferentes entre individuos de peso normais e obesos, sendo que em
individuos eutroficos houve uma pequena porcentagem do genotipo GIn/GIn e nos
obesos uma grande porcentagem do genétipo Arg/Arg. Nos voluntarios do sexo
masculino, este Ultimo genotipo se mostrou mais freqiiente em individuos com
adiposidade central (circunferéncia da cintura > 102 cm). Neste mesmo estudo nao foi
encontrada diferenca estatistica em relagdo ao IMC, mas sim uma tendéncia em
individuos Arg/Arg a ter valores mais elevados de IMC quando comparados a
homozigotos GIn/GIn (Mattevi et al., 2002). Dados semelhantes foram encontrados por
Chagnon et al. (2000) estudando homens caucasianos norte-americanos, estes autores
encontraram diferenca estatistica em homens carreando o alelo Arg, os quais exibiram
maiores valores de IMC e porcentagem de gordura corporal. Este mesmo grupo de
pesquisa em estudo anterior (CHAGNON et al., 1999) observou uma associacdo
significante entre o polimorfismo GIn223Arg e a massa de gordura e fraca associagao
também foi encontrada entre polimorfismo GIn223Arg e IMC.

Porém, Rand et al. (2001) nao encontraram associacdo entre o polimorfismo
GIn223Arg com o IMC de gestantes nos primeiros meses de gestagdo nem com a
duracdo da gestacdo bem como com o peso ao nascer de seus filhos. O mesmo
acontecendo com Endo et al. (2000) e Silva et al. (1999) os quais concluiram que o
polimorfismo GIn223Arg nao se associou com obesidade. Heo et al. (2001, 2002) que
analisaram dados de 9 estudos de LEP-R para associacdo de 3 alelos (Lys109Arg,
GIn223Arg, Lys656Asn) com IMC e circunferéncia da cintura, ndo encontraram

significancia estatistica em nenhuma das associagdes.

2.6.2.3 - Lys656Asn

Gotoda et al. (1997) encontraram um pequeno efeito do polimorfismo

Lys656Asn sobre o IMC apenas nos individuos eutroficos e ndo nos obesos, sugerindo
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uma possivel associagdo deste codon, ndo com obesidade e sim com a manuten¢dao do
baixo peso corporal. Estes autores afirmam também que € pouco provavel que exista
uma muta¢do comum no gene LER-R que se associe a obesidade em uma populacio de
homens caucasianos ingleses. Entretanto, anormalidades no mecanismo sinalizador pds-
receptor do LEP-R podem estar presentes em pessoas obesas. Loos et al. (2006) também
encontraram seus resultados significativos em individuos nao obesos. Estes autores
encontraram uma taxa de metabolismo de repouso significantemente menor em
individuos que apresentavam o alelo Lys656.

Este polimorfismo foi estudado por Liu et al. (2004), sendo encontrada uma
associacao entre este polimorfismo ¢ a massa magra e gordurosa. Individuos carreadores
do alelo G (Lys656) apresentavam em média 3,16% mais massa magra e 2,71% mais
massa de gordura do que aqueles que nao apresentavam este alelo. Apesar deste efeito,
o polimorfismo Lys656Asn nao se refletiu no IMC. Esta ndo associagdo com o IMC e
também com a massa de gordura foi vista em mulheres com sobrepeso e obesidade
carreadoras do alelo Asn656 que apresentaram um aumento da gordura abdominal e
subcutdnea. Também foi relatada uma associa¢do significante entre o polimorfismo
LEP-R Lys656Asn e oxidacdo de substratos, especialmente apos carga de glicose
(WAUTERS, et al., 2001). Estudos posteriores destes mesmos autores (WAUTERS et
al., 2002) estudando o gene do receptor de leptina e os niveis de leptina encontraram
uma associacdo entre o polimorfismo Lys656Asn com a taxa de oxidacdao de glicose,
sendo que os homozigotos Lys656Lys mostraram uma tendéncia de oxidagdo de
carboidratos aproximadamente 5% superior do que os carreadores do alelo Asn656 no
jejum e de 15% superior (estatisticamente significante) apds uma carga de glicose.
Concomitantemente, a oxida¢do de gordura deste grupo caiu a niveis inferiores aos
encontrados nos carreadores do alelo Asn656. Porém, ndo foi encontrada diferenca
estatistica em peso, IMC e massa de gordura entre os carreadores destes alelos. E
possivel que pequenos efeitos resultem em um alto ganho de peso em longo prazo e,
para tal verificagdo seria necessario estudos longitudinais. Heo et al. (2001, 2002)
analisaram dados de 9 estudos de LEP-R para associacdo de 3 alelos (Lysl109Arg,
GIn223Arg, Lys656Asn) com IMC e circunferéncia da cintura e ndo foi encontrado

encontrando significancia estatistica em nenhuma das associagdes.
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2.6.2.4 - Demais polimorfismos do gene do LEP-R

Oksalen et al. (1998) confirmaram a presenca de uma insercdo de um
polimorfismo pentanucleotideo (CTTTA) no final 3° do gene do receptor de leptina
humano. Sua presenca gerou uma seqiiéncia A + U, a qual forma uma estrutura em
loop. Este loop pode afetar a estabilidade do mRNA e portanto sua abundéancia na
célula.

Silva et al. (1999) encontraram uma associagdo do polimorfismo Prol019Pro
com concentragdes elevadas de insulina e pressao diastdlica.

Chagnon et al.(1999) observaram uma associagdo significante entre a repeticao
CTTT com a massa magra e também associagdo fraca entre a repeti¢do CTTT e a massa

de gordura.
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3-0OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Conhecer os efeitos do amendoim sobre o apetite e sua relagdo com os principais
hormdnios reguladores do apetite avaliando a existéncia de respostas diferentes quando

polimorfismos no gene da leptina ou no seu receptor estdo presentes.

3.2 - Objetivos Especificos

Investigar os efeitos do consumo do amendoim sobre o apetite como parte de

uma refei¢do principal ou como lanche;

e Relacionar o consumo de amendoim aos niveis plasmaticos dos hormdnios

leptina, insulina e ghrelina;
e Verificar se as respostas hormonais ao consumo de amendoim diferiam nos

individuos eutr6ficos com polimorfismos na regido promotora do gene da leptina

e na regido codificadora do gene do receptor da leptina.
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4 - CASUISTICA E METODOS

O presente trabalho foi realizado nos Laboratorios de Estudo Experimental dos
Alimentos e Metabolismo Energético e Composicdo Corporal (MECOMP), do
Departamento de Nutricdo e Satde, da Universidade Federal de Vigosa, e no
Laboratorio de Imunologia de Doengas Infecciosas, da Universidade Federal de Minas

Gerais, MG.

4.1 - Selegéo dos Voluntarios

Foram recrutados 60 individuos saudaveis e eutréficos (IMC 20 — 25 kg/m®) de
18 a 50 anos de idade, constituidos 50 % do sexo masculino e¢ 50 % do sexo feminino,
sendo as ultimas pré-climatéricas.

Os critérios de inclusdo foram: ndo apresentar flutuagdo de peso maior que 3 kg
nos ultimos 6 meses, ndo serem usudrios de medicamentos, exceto contraceptivos orais,
ndo fumantes e devendo manter o nivel de atividade fisica constante durante todo o
estudo. Foram excluidos atletas ou aqueles que executavam atividades extenuantes.

Os recrutados deveriam apresentar ainda:

- controle sobre a compra e preparacdo de mais de 50 % dos alimentos
ingeridos,

- avaliar em uma escala 9 pontos os alimentos teste em no minimo 5, sendo que
a nota para os alimentos dos trés tratamentos nao deveria diferir em mais de uma
unidade,

- ndo realizarem restricao alimentar;

- apresentar padrio alimentar normal, ou seja, minimo de 3 refeigdes didrias
(café da manha de 6:00 as 9:00 h, almogo entre 11:00 e 13:00 h e jantar de 19:00 as
21:00 h), sendo que pelo menos 50 % dos participantes deveriam apresentar habito de
ingestdo de lanche da tarde entre as 13:00 e 16:00 h. Tais informagdes foram
conseguidas por meio de questionarios apropriados (Anexo 2).

Todos os individuos que participaram do projeto assinaram um documento que
atestava sua participacdo voluntaria e esclarecida e os trabalhos s6 foram iniciados apos
a aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica na Pesquisa com Seres Humanos, da

Universidade Federal de Vigosa (Anexo 3).
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4.2 — Alimento padrdao e alimentos testes

Sessenta participantes foram divididos aleatoriamente nos 3 grupos (GA:
amendoim, GM: mix ¢ GAM: amendoim + mix). GA: amendoim torrado levemente
salgado (Donated from the Peanut Council in U.S.A.); GM: cereal com fibras (General
Mills®) + biscoito de queijo crocante (Specialty Cheese ®) + batata palha (Elma
Chips®); GAM: cereal com fibras (General Mills®) + biscoito de queijo crocante
(Specialty Cheese ®) + batata palha (Elma Chips®) + amendoim torrado levemente
salgado (Donated from the Peanut Council in U.S.A.).

Cada participante além da refeicdo e do tratamento a ele designado também
completou sessdes controle onde a mesma quantidade caldrica era oferecida. Os
controles compunham-se de: sanduiche de presunto, queijo, cenoura + banana +
chocolate.

Resumindo, cada participante completou 4 sessdes:

1 - refei¢cdo controle

2 - lanche controle

3 - refeicao do tratamento a ele designado (GA ou GM ou GAM)
4 - lanche do tratamento a ele designado(GA ou GM ou GAM)

Estas sessOes apresentavam duragdo de 5 horas e eram realizadas uma vez por
semana para os homens e para as mulheres que faziam uso de contraceptivos orais, de
preferéncia no mesmo dia da semana. Para as mulheres que ndo faziam uso de
contraceptivos orais, as sessdOes aconteceram uma vez por més, logo apos sua
menstruagao, para garantir que estavam sempre na mesma fase do ciclo menstrual.

Nas sessoes correspondentes a refeicdo (controle ou tratamento), os alimentos
testes eram servidos juntamente com o almogo e nas sessdes referentes ao lanche
(controle ou tratamento), o mesmo era servido 2 horas ap6s o almogo (Anexo 1).

Os tratamentos continham aproximadamente 330 kcal e apresentavam
distribui¢do similar de macronutrientes, com cerca de 67% de lipidios, 17% de proteinas

e 16% de carboidratos (Tabela 1).
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Tabela 1 — Distribuicdo em macronutrientes dos 3 tratamentos do estudo

Alimento Peso (g) Calorias Carboidratos Proteina Lipidios
(kcal) (kcal) (kcal) (kcal)
Grupo Amendoim: 52 325,17 44,76 48,00 232,41
Amendoim torrado 52 325,17 44,76 48,00 232,41
Grupo Mix: 61 333,41 59,92 62,32 211,17
Cereal com fibras 7 9,93 5,56 2,60 1,77
Biscoito de queijo 39 241,08 22,4 55,72 162,96
Batata palha 15 82,4 31,96 4,00 46,44
Grupo Mix + amendoim: 56,5 329,38 52,34 55,16 221,88
Cereal com fibras 3,5 4,96 2,78 1,30 0,88
Biscoito de queijo 19,5 120,54 11,20 27,86 81,48
Batata palha 7,5 41,30 15,98 2,00 23,32
Amendoim torrado 26,0 162,58 22,38 24,00 116,20

No grupo controle, utilizou-se sanduiche acompanhado de banana e chocolate,
onde as calorias perfaziam também 330 kcal. Porém, a divisdo de macronutrientes do

controle foi de 34% de lipidios, 16% de proteinas e 50% de carboidratos (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribuicdo em macronutrientes do grupo controle

Alimento Peso (g) Calorias Carboidratos Proteina Lipidios
(kcal) (kcal) (kcal) (kcal)
Sanduiche: 114,39 230,11 84,88 48,61 96,61
P3ao de forma integral 35,39 92,36 65,27 13,72 13,36
Queijo prato 12,00 40,76 5,05 10,11 25,59
Presunto 35,39 39,22 4,40 23,63 11,15
Maionese 6,31 44,68 - - 44,68
Mostarda 3,15 2,40 0,98 0,50 0,91
Ketchup 3,15 2,98 2,98 - -
Cenoura 18,93 7,73 6,19 0,63 0,91
Banana 74,57 74,98 68,65 3,08 3,24
Chocolate ao Leite 5,05 27,43 12,99 1,44 13,00
Total 194,02 332,52 166,54 53,12 112,86

39



O mesmo sanduiche foi servido para todos os voluntarios como almocgo padrao,
que também contou com outros alimentos como banana, chocolate e agua (800mL por
pessoa). Porém, as calorias totais de cada almogo variaram de individuo para individuo

ficando em torno dos 30% do metabolismo de repouso (RMR).

4.3 — Estimativa do metabolismo energético de repouso (RMR)

A escolha de um método de avaliacdo do gasto energético varia em relagdo a seu
custo, grau de complexidade e precisdao. As formulas, devido a sua simplicidade e
também por serem boas estimativas do gasto energético, sdo métodos mais utilizados na
pratica clinica.

A estimativa do metabolismo energético foi feita utilizando as EER (IOM,
2002).

EER para homens acima de 19 anos de idade:

EER = 662 — 9,53 x idade [anos] + atividade fisica x (15,91 x peso [kg] + 539,6
x altura [m])

Onde, a atividade fisica (AF) sera:

AF = 1,00 se o FAF for estimado como sendo de =21,0<1,4 (sedentario)

AF = 1,11 se o FAF for estimado como sendo de 21,4<1,6 (pouco ativo)

AF = 1,25 se o FAF for estimado como sendo de =21,6<1,9 (ativo)

AF = 1,48 se o FAF for estimado como sendo de 21,9<2,5 (muito ativo)

EER para mulheres acima de 19 anos de idade:

EER = 354 — 6,91 x idade [anos] + atividade fisica x (9,36 x peso [kg] + 726 x
altura [m])

Onde, a atividade fisica (AF) sera:

AF = 1,00 se o FAF for estimado como sendo de =21,0<1,4 (sedentario)

AF = 1,12 se o FAF for estimado como sendo de 21,4<1,6 (pouco ativo)

AF = 1,27 se o FAF for estimado como sendo de =21,6<1,9 (ativo)

AF = 1,45 se o FAF for estimado como sendo de 21,9<2,5 (muito ativo)

A partir dos valores obtidos com o auxilio de tais férmulas, calculou-se 30% do

metabolismo de repouso para ser oferecido como almocgo para todos os voluntérios.
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4.4 — Avaliacdo dos parametros do apetite

Muitos estudos do comportamento alimentar humano utilizam escalas para
avaliar o apetite (BURLEY et al., 1987; DE GRAAF, 1997; GREEN & BLUNDELL,
1996; ROLLS et al., 1990). Esta técnica requer que os voluntarios assinalem
numericamente a magnitude de suas sensagdes subjetivas (fome, plenitude gastrica,
desejo/motivagdo alimentar, dentre outros). Estes valores subjetivos sdo normalmente
avaliados ao longo do tempo para a obtencdo de perfis temporais destas sensacdes. Tais
escalas sdo consideradas indices validos na aferi¢do do apetite (GREEN et al., 1997; DE
GRAAF, 1993) e também para correlacio com o consumo alimentar
(TEGHTSOONIAM et al., 1991).

A sensagdo de fome foi registrada em uma escala de 13 pontos, contendo “nem
um pouco” e “extremamente” nas extremidades. As avaliagdes também incluiram
sensagao de plenitude gastrica, desejo/motivagdo alimentar (geral e especifico para
alimentos salgados, doces e ricos em gordura) (Anexo 4).

Os individuos foram orientados a comparecerem ao Laboratorio de Metabolismo
Energético do Departamento de Nutricdo ¢ Satde da UFV uma hora antes de seu
horario habitual de almogo, sendo que deveriam permanecer pelo menos quatro horas
sem se alimentar apos a ingestdo do desjejum. Para comprovar o jejum de 4 horas
promoveu-se a aferigdo da glicemia plasmatica por puncdo digital e leitura em
glicosimetro (Accu-Check®), que deveria ser inferior a 90 mg/dL. Quando isto ndo
ocorreu, o voluntario foi instruido a voltar em outra ocasiao.

Apo6s sua chegada, os voluntarios preencheram os questionarios para avaliagao
das varidveis do apetite. Logo em seguida, foi oferecido o almogo e entdo estes
deveriam preencher novamente os questionarios em intervalos pré-fixados durante as 5
horas seguintes, sendo que, em se tratando de sessdo de lanche, os voluntérios
receberam o tratamento 120 minutos apos a ingestdo do almogo (Anexo 1). Durante o
periodo em que os voluntarios permaneceram no laboratério, foi permitido ler, estudar,
assistir a videos e usar o banheiro livremente.

Apbs as 5 horas passadas no laboratorio, o questionario foi repetido, de hora em

hora, durante todo o dia, enquanto o voluntario permaneceu acordado.
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4.5 — Avaliacédo do volume intra-gastrico

A fim de observar o volume intra-gastrico, foram realizados testes de
mastigacdo. Nestes testes, os voluntarios foram instruidos a morder uma por¢ao normal
de cada alimento teste e mastigar at¢ o momento de deglutir ¢ entdo cuspir esses
alimentos em sacos plasticos previamente pesados. Estes sacos plasticos foram selados e
em seguida mergulhados em uma proveta milimetrada com capacidade para 1 L e o
volume de agua deslocado foi considerado como igual ao volume do alimento em
questdo (Principio de Arquimedes). Este procedimento foi realizado em duplicata ¢ a

média calculada. Para encontrar os volumes totais, utilizou-se regra de trés simples.

4.6 — Avaliacdo antropomeétrica e de composic¢ao corporal

Neste trabalho, os individuos foram pesados, utilizando-se balanca eletronica
microdigital, marca Filizola®, capacidade de 150 kg e precisao de 100 g utilizando-se o
minimo de roupa possivel ou com a mesma roupa em todas as aferi¢des, em um mesmo
horério pré-definido. A altura foi determinada utilizando-se um antropometro vertical
milimetrado, com escala de 0,5 cm. Em ambas as situagdes, os individuos encontravam-
se em pé, em posicdo firme, com os bragos relaxados e cabeca no plano horizontal. A
partir destes valores, foi calculado o IMC (BRAY & GRAY, 1988).

O método da BIA (Bioimpedancia elétrica) (Biodynamics modelo 310)
(LUKASKI et al., 1985) foi utilizado para a aferigao do percentual de gordura corporal
total e porcentagem de massa magra. Para a realizagdo deste método, os voluntérios
compareceram ao MECOMP pela manhd, com o minimo de atividade fisica e
permaneceram em posi¢do horizontal sem meias e luvas ou objetos metalico por 30
minutos. Em se tratando de voluntarios do sexo feminino, deveriam se encontrar fora do
periodo menstrual. Todos os voluntarios se abstiveram do consumo de café¢ no dia
anterior e também da ingestdo de dgua nas horas precedentes ao teste.

A medida pela BIA foi realizada com o posicionamento de 2 conjuntos de
eletrodos de folha de aluminio, colocados na superficie dorsal dos pés e maos,
metacarpo e metatarso, respectivamente, e também entre as proeminéncias distais do
raddio e ulna e entre a parte médio-lateral do tornozelo. Foi aplicada, ao corpo, uma
corrente elétrica de baixa amplitude e alta freqii€ncia e os resultados foram coletados.

A avaliagdo da composicao corporal foi efetuada apenas durante o processo de

recrutamento.
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4.7 — Avaliacdo da atividade fisica

Os individuos participantes do estudo foram avaliados em relagdo a atividade
fisica por meio de questionario de “atividade 10g”, onde registraram minuciosamente
todas as atividades realizadas no periodo de 24 horas perfazendo 1.440 minutos (Anexo
5). Estes dados foram analisados com o auxilio do software NutriQuest versao 2.1.

Esta avaliagdo foi conduzida juntamente com o registro alimentar nas 4 sessdes

realizadas por cada voluntario.

4.8 — Avaliacdo da ingestdo dietética

Foram coletados dados do consumo alimentar diario em vida livre, utilizando o
método de Registro Alimentar durante 3 dias, sendo avaliadas as calorias totais
ingeridas, carboidrato, proteina, lipidio, colesterol, 4cido graxo saturado, acido graxo
polinsaturado, 4cido graxo monoinsaturado.

Utilizou-se o programa de analises de dietas DietPro® (versdo 4), para analise
da dieta.

Esta avaliagdo aconteceu em cada uma das 4 sessdes realizadas por cada

voluntario.

4.9 — Avaliacgéo hedonica

Avaliagao hedonica dos alimentos testes na forma de refei¢do e lanche foi obtida
a partir de uma escala de nove pontos contendo em uma das extremidades 1 = desgosto
extremamente ¢ 9 = gosto extremamente (Anexo 6). As respostas dos participantes
foram usadas como uma ferramenta para recrutamento, sendo que apenas foram aceitos
voluntarios que marcaram escores minimos de 5 sendo que a nota para os alimentos dos
3 tratamentos (amendoim, mix e mix + amendoim) ndo deveria diferir em mais de 1

ponto.

43



4.10 — Avaliacdo hormonal

No presente trabalho foi dosado o nivel plasmatico de ghrelina, leptina e insulina
nos tempos 0, 30, 120 e 300 minutos em uma subamostra de 10 individuos em cada
tratamento e a sua determinagdo foi realizada por meio da técnica de radioimunoensaio
(RIE). Uma concentragao fixa de antigeno marcado foi incubado em uma diluicdo
constante de anticorpo tal que a concentracdo de antigeno dos sites de ligacdo do
antigeno no anticorpo ficassem limitados conforme procedimento indicado pelo
fabricante. Foram utilizados os kits da empresa Linco ® para ghrelina total, insulina
humana especifica e leptina humana, conforme descrigao abaixo:

e GHRELINA Rie Linco GHRT-89HK - Lot.89029C01- Exp.05/05/2006 -

Sensibilidade do kit: 93 pg/mL

e LEPTINA Rie Linco HL-81K - Lot.81022C01 - Exp.05/05/2006 - Sensibilidade.
do kit: 0,5 ng/mL

e INSULINA Rie Linco HI-14K - Lot.14039C01 - Exp.05/05/2006 - Sensibilidade
do kit: 2,0 uU/mL.

A leitura foi realizada Contador Gamma Auto Logic.
Uma curva padrao foi feita com concentragdes crescentes de antigeno nao
marcado e a partir desta curva pode ser calculada a quantidade de antigeno na amostra

(MILES et al., 1974).

4.11 — Avaliacao dos polimorfismos para o gene LEP e LEP-R

O DNA total foi extraido de amostras de sangue dos voluntérios. Este DNA foi
utilizado para amplificacdo de seqiiéncias do genes que codificam a leptina e o seu
receptor. Os fragmentos de DNA amplificados foram digeridos com enzimas de
restricdo especificas (SHINTANI et al., 1996, CHAGNON et al., 2000; SILVA et al.,
2001).para a avaliacdo dos polimorfismos estudados.

Na regido promotora do gene que codifica a leptina foi analisado o polimorfismo
que ocorre na posicao -2549 onde ha a possibilidade de alteragdo do nucleotideo
citosina para adenina. Na regido codificadora do gene que codifica o receptor da leptina
foi analisado a presenca do polimorfismo no cédon 109, ou seja, a substitui¢do do

aminoacido lisina por arginina.
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A razdo da escolha do polimorfismo na posi¢ao -2549 para o gene que codifica a
leptina foi tdo somente o maior nimero de informagdo encontrada na literatura,
principalmente no que diz respeito aos primers que deveriam ser utilizados. Para o gene
que codifica o receptor de leptina, optou-se por investigar a presen¢a do polimorfismo
109Arg, por esta se tratar de uma mutagdo conservativa, ou seja, passivel de passar para
geracdes futuras, por ser uma mutacao potencialmente funcional, ou seja, por poder
alterar a sinalizagdo da leptina e também pelo fato deste polimorfismo ja haver sido

relatado em individuos ndo obesos, como € o caso dos participantes deste estudo.

4.11.1. Extracdo do DNA total

O DNA total de 30 pacientes foi extraido das células sanguineas utilizando o
GFX Genomic Blood DNA Purification Kit (Amersham Biosciences®). Foram
adicionados 900 uL da solugcdo de lise RBC a 300 pL de sangue. Apos a
homogeneizagdo, a mistura foi incubada 5 minutos a temperatura ambiente. Entdo, foi
realizada a centrifugacao 12.000 rpm por 20 segundos. O sobrenadante foi descartado e
o pellet contendo as células brancas sangiiineas foram ressuspendidas em vortex com
500 uL da solugdo de extragdo. A mistura foi incubada novamente 5 minutos a
temperatura ambiente. A mistura foi transferida para tubos coletores com a coluna GFX
para purificagdo do DNA e centrifugada 8.000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante do
tubo coletor foi descartado e foi adicionado mais 500 uL da solugdo de extra¢do na
coluna GFX. Foi feita nova centrifugagdo a 8.000 rpm por 1 minuto e o sobrenadante
foi descartado novamente. Foram adicionados 500 pL da solugdo de lavagem na coluna
GFX. Apo6s a centrifugagdo a 12.000 rpm durante 3 minutos, o sobrenadante foi
descartado. A coluna GFX foi transferida para um novo tubo coletor ¢ o DNA foi eluido
da coluna utilizando 100 uL de 4gua Milli-Q autoclavada a 70 °C apds a centrifugacdo a
8.000 rpm durante 1 minuto. A quantidade de DNA foi estimada por eletroforese em gel
de agarose 0,8 %.

4.11.2. Amplificacdo do fragmento de DNA que contem parte da regido promotora do

gene que codifica o hormonio leptina (LEP)

As reacdes de amplificacdo foram feitas em um volume final de 50 pL, contendo

1,0 uL do DNA molde (~20 ng de DNA), 1 uL de cada oligonucleotideo (20 pmol), 1
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uL de dNTP, 10 puL de tampao Tag e 0,25 pL de Tag DNA polimerase (Go Taq
Promega®). Os oligonucleotideos usados na amplificagio foram LEP F (5°-
TTTCCTGTAATTTTCCCGTGAG-3’) e LEP R (5°-
AAAGCAAAGACAGGCATAAAAA-3’) sintetizados pela IDT Integrated DNA
Technologies. As amplificagdes (produto 242 pb) foram realizadas em um
termociclador “Programmable Thermal Controller-100 MJ Research, Inc.”, com passo
inicial de 2 minutos a 94 ° C, programado para 30 ciclos de 45 segundos a 94 °C, 45
segundos a 56 °C e 1 minuto e 30 segundos a 72 °C. Ap6s o ultimo ciclo, uma etapa de 5

minutos a 72 °C.

4.11.3. Amplificacdo do fragmento de DNA que contem parte da regido codificadora

(exon 4) do gene que codifica receptor de leptina (LEP-R)

As reagdes de amplificacdo foram feitas em um volume final de 50 uL, contendo
1,0 uL. do DNA molde (~20 ng de DNA), 1 uL de cada oligonucleotideo (20 pmol), 1
uL de dNTP, 10 puL de tampao Tag e 0,25 uL de Tag DNA polimerase (Go Taq
Promega®). Os oligonucleotideos usados na amplificagio foram LEP-R F (5°-
CACATTGTACAATGGAAGCACAAAGTT-3) e LEP-R R (5°-
TGTTAAAATCATAGCCATAAGACATCT-3’) sintetizados pela IDT Integrated DNA
Technologies. As amplificacdes (produto 588 pb) foram realizadas em um
termociclador “Programmable Thermal Controller-100 MJ Research, Inc.”, com passo
inicial de 2 minutos a 94 °C, programado para 30 ciclos de 45 segundos a 94 °C, 45
segundos a 55°C e 1 minuto e 30 segundos a 72 °C. Ap6s o ultimo ciclo, uma etapa de 5

minutos a 72 °C.

4.11.4- Precipitacdo dos fragmentos de DNA amplificados e clivagem com Enzimas

de Restricao

As reagdes de amplificagdo (duas por amostra) foram transferidas para tubo
eppendorf de 1,5 mL e adicionados 1,5 pL. de NaCl 5 M e 2,5 volumes de etanol. A
mistura foi incubada a -20 °C durante 16 horas. Foi centrifugada a 12.000 rpm durante
30 minutos e descartado o sobrenadante. O pellet foi lavado com etanol 70 % e seco a

temperatura ambiente. Apés esta etapa, o pellet foi ressuspendido em 20 uL de agua

Milli-Q.
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As reagdes de clivagem foram feitas em um volume final de 25 pL, contendo 20
uL do fragmento DNA purificado, 2,5 pL do tampao da enzima e 1 uL da enzima (10
unidades) sendo a digestdo com a enzima Cfol para o fragmento LEP e com a enzima
Haelll para o fragmento LEP-R. A rea¢do de clivagem foi incubada a 37 °C por 4 h € os
produtos gerados separados em Gel agarose 2 % durante 1 h a 100 volts. Apos a
eletroforese, o gel foi visualizado em transluminador de luz UV e fotografado. O
marcador de tamanho do DNA usado foi o phix174 clivado com Hinfl (Promega®).

A enzina Cfol reconhece determinada seqiiéncia de 4 bases: GCGC clivando o
fragmento de DNA da seguinte maneira: GCG - C. O sitio para enzima Cfol esta
presente no gene da leptina na regido -2549, clivando o fragmento de 242 pb em 2
fragmentos de DNA:

e 1 fragmento de 181 pb
e 1 fragmento de 61 pb

Porém, se houver polimorfismo na regido -2549 do gene que codifica a leptina, ou
seja, mudanca de C para A, a enzina Cfol ndo reconhece e ndo cliva o fragmento de
DNA, gerando com isso apenas 1 fragmento de 242 pb. Portanto foi considerado:

e Homozigoto AA — presenca no gel apos eletroforese de apenas 1 fragmento de

242 pb (sem sitio de restri¢ao Cfol)

e Heterozigoto AC- presenca no gel apos eletroforese de 1 fragmento de 242 pb

(sem sitio de restri¢ao Cfol) e outros dois fragmentos, 1 de 61 pb e 1 de 181 pb.

e Homozigoto CC - presenca no gel apds eletroforese de dois fragmentos: 1 de 61

pbe 1de 181 pb.

Ja a enzima Haelll, reconhece a determinada seqiiéncia de 4 pares de
bases:GGCC, clivando o fragmento de DNA da seguinte maneira GG — CC. O sitio para
a enzima Haelll ndo estd presente na regido codificadora do gene do receptor de leptina
(exon 4), por isso nao cliva o fragmento original de 588pb, restando por isso 1
fragmento de 588 pb.

Se houver polimorfismo na regido codificadora do gene do receptor da leptina
(exon 4), havera a mudanca da base A para G (AGCC—GGCC), e a enzima Haelll tera
sitio de restricdo e clivard o fragmento de DNA em:

e 1 fragmento de 451 pb

e | fragmento de 137 pb.
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Dessa maneira, a determina¢ao do genétipo dos voluntarios para o gene do
receptor da leptina procedeu-se da seguinte maneira:

e Homozigoto Lisina-Lisina - presenga no gel apds eletroforese de 1 fragmento de
588 pb (sem sitio de restricao Haelll)

e Heterozigoto Lisina-Arginina - presenca no gel apds eletroforese de 1 fragmento
de 588 pb (sem sitio de restricdo Haelll) e outros dois fragmentos, 1 de 451 pb e
1 de 137 pb.

e Homozigoto Arginina-Arginina- dois fragmentos: 1 de 451 pb e 1 de 137 pb.

4.12—- Aderéncia ao protocolo

Para garantir a aderéncia ao protocolo, os participantes foram informados que
amostras de saliva pré e pos-ingestdo dos alimentos ingeridos fora do laboratorio,
seriam analisadas para determinar composicdo da refeicdo, total de calorias e os
resultados seriam comparados ao do registro alimentar. Porém, estas anélises ndo foram
realizadas e as amostras foram descartadas.

As checagens nas atividades log e avaliagdo da dieta tiveram o proposito de
verificar se houve alguma alteragcdo das atividades fisicas e a ingestao dietética durante

o estudo.

4.13 — Critérios de exclusao

Foram excluidos os voluntarios que ndo compareceram por 2 vezes aos testes
agendados, aqueles que se recusaram a participar de alguma atividade definida no

estudo ou que apresentaram ocorréncias de efeitos adversos a saude.

4.14 — Analise estatistica

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado para alocagao dos
voluntarios nos 3 grupos de estudo da pesquisa.
Os dados passaram pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (com correcdo de

Lilliefors) para checar a normalidade da amostra. Como estes ndo apresentaram
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distribuicdo normal, optou-se pela analise ndo paramétrica dos dados utilizando-se o
teste de Kruskal-Wallis para comparagdo dos 3 grupos. Para isolar o grupo ou grupos
que diferiram, utilizou-se como procedimento de comparacdes multiplas, o teste de
Dunn'’s, quando o tamanho dos grupos foi desigual e também o teste de Tukey quando o
tamanho dos grupos foi igual. Quando necessario, a comparacao entre dois grupos, foi
usado o teste Mann-Whitney.

O nivel de probabilidade estatistica utilizado foi de 5 %.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Caracterizacéo da populacao

O quadro 1 demostra os dados iniciais da populacao estudada.

Quadrol - Caracteristicas apresentadas pela populacao estudada ao inicio do

estudo
Caracteristicas Grupo Grupo Mix Grupo Mix + Total
Amendoim (n=20) Amendoim (n =60)
(n=20) (n=20)
Peso (kg)* 67,07 £ 13,44 59,79 + 65,44 £ 9,34 63,19 +
8,29 10,85
Estatura (cm)* 173,14 £ 11,55 165,95 + 170,04 + 8,21 169,71 +
8,09 9,72
IMC* 21,5+2,06 21,7+2,17 22,5+ 1,61 21,79 £ 1,98
Raca Branca — 80% Branca — Branca — 60% Branca —
Parda — 20% 85% Parda — 10% 75%
Parda — Negra —30% Parda — 15%
15% Negra — 10%
Idade (anos)* 2425+ 5,13 23,75 + 24,85 +£4,78 24 £451
3,67

*:Valores em médias + desvio padrao.

5.2 — Estimativa do metabolismo energético

O metabolismo energético de repouso foi calculado por formulas e teve como

média geral 2.307,60 kcal/dia + 366,90 (n = 60). Para o grupo amendoim a média foi de
2.342,22 kcal/dia + 449,84 (n = 20); para o grupo mix de 2.228,50 kcal/dia + 303,36 (n
= 20) e para o grupo mix+ amendoim de 2.352,08 kcal/dia + 337,20 (n = 20). O valor do

metabolismo energético de repouso individual foi utilizado para o célculo das calorias

que foram oferecidas aos voluntarios como almogo, utilizou-se o valor equivalente a 30

% do metabolismo de repouso para este fim.
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5.3 — Avaliacdo dos parametros do apetite

As taxas de fome (Figura 4A) no grupo amendoim para refeicdo controle
(sanduiche + banana + chocolate) foram significantemente menores (p < 0,05) do que a
refeicdo do tratamento (amendoim), ou seja, individuos relataram sentir mais fome
ingerindo amendoim do que ingerindo a mesma quantidade em kcal na forma de
sanduiche + banana + chocolate. Isso pode ser devido ao volume intra-géstrico.
Segundo vérios autores (GELIEBTER, 1988; ROLLS et al., 1998; ROLLS et al., 2000;
MOURAO, 2001; GRAY et al., 2002) o volume pode agir ocasionando a diminui¢io
das sensagdes de fome do individuo.

Através dos calculos do volume intra-géstrico, encontrou-se que o volume da
refeigdo controle foi em média de 188,34 mL (112,25 mL do sanduiche + 70,72 mL da
banana + 5,37 mL do chocolate) e o volume intra-gastrico médio do amendoim ficou
em torno de 59,12 mL, ou seja, aproximadamente 31 % do volume da refeicdo controle.
Isso pode explicar a discrepancia do resultado encontrado neste estudo em comparagdo
a outros relatados na literatura como o estudo de Kirkmeyer & Mattes (2000), que
relataram que pré-carga de 500 kcal em amendoim causou menor taxa de fome em
comparacao a pré-cargas hipocalodricas (mesmo peso € mesmo volume) ou auséncia de
pré-carga. E também de Alfenas & Mattes (2003) que encontraram menores taxas de
fome quando muffins apresentando volumes semelhantes, contendo 6leo de amendoim
em sua composi¢do, foram fornecidos a individuos eutréficos em comparacdo aos
controles (muffins sem gordura). No entanto, os muffins testados naquele estudo
apresentavam aproximadamente o mesmo volume. Mourdo (2001) confirma esta
possivel explicacdo (influéncia do volume na saciedade) quando afirma que um volume
maior de alimento promove uma maior supressdo da fome e aumenta a sensacdo de
plenitude géastrica, independente da densidade caloérica do alimento. Rolls et al. (2000)
também concluiram que o volume influencia na saciedade, independente da densidade
caldrica do alimento. Outro fator que pode ter contribuido para tal resultado (amendoim
gerar maior taxa de fome do que o controle) ¢ o fato do amendoim ndo ser totalmente
absorvido. Apesar do amendoim e do controle (sanduiche + banana + chocolate)
oferecidos no presente estudo terem apresentado o mesmo teor caldrico, as calorias
provenientes do amendoim ndo sdo totalmente absorvidas. Segundo estudo de Cruz
(2006), a digestibilidade aparente do amendoim encontrada foi de 92,5 %, valor um
pouco menor do que o controle (mesmas preparagdes sem o amendoim na composi¢ao)

que apresentou digestibilidade aparente de 94,7 %.
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Os valores para fome no grupo mix (Figura 4A) para refeicdo controle foram
menores (p < 0,05) do que a refei¢ao do tratamento, ou seja, individuos relataram sentir
mais fome ingerindo mix do que ingerindo a mesma quantidade em kcal na forma de
sanduiche + banana + chocolate. O grupo mix ndo sé apresentava nimero de calorias
semelhante ao grupo do amendoim, mas também a distribuicdo de macronutrientes e
volume. Essa informag¢ao faz supor que nao foi o amendoim em si que gerou maiores
taxas de fome e aponta mais uma vez para a importancia do volume que o alimento
apresenta ao alcangar o estdmago. Este, neste caso, também parece exercer fungdo
importante, uma vez que o volume do controle ficou em torno dos 188,34 mL e o do
mix em torno de 67,69 mL, ou seja, aproximadamente 36 % do volume do controle.

Quando a quantidade caldrica na forma de amendoim foi oferecida em um Unico
momento (almogo) a sensacdo de estar satisfeito levando ao término da refeicdo
(saciacdo) foi maior do que quando parte destas calorias (amendoim) foram oferecidas 2
horas mais tarde (lanche) (Figura 4B). Este fato poderia ser explicado via resposta
hormonal central. Porém analisando a S3 (almogo) vs S4 (lanche) do tratamento
amendoim em termos de concentracdes dos trés hormonios analisados, ndo foi
encontrada diferenca estatistica (dados ndo mostrados) entre as semanas de estudo. Por
isso, talvez esta diferenca encontrada nao seja resultado de uma agao hormonal central e
sim de regulacao a curto-prazo, como a feita pela colecistocinina (CCK). A CCK ¢
liberada pelo trato gastrointestinal em resposta a presenca de gordura e proteina e
juntamente com a distensdo abdominal, ¢ a maior responsavel pela inibigdo da ingestao
alimentar em curto prazo. Evidéncias indicam que a a¢do da CCK ¢ potencializada pela
distensao estomacal, indicando um sinergismo entre seus receptores € 0s
mecanoceptores do trato gastrointestinal (HALPERN & RODRIGUES, 2007).
Infelizmente a CCK n3o foi dosada neste estudo, impossibilitando com isso a
comprovagdo desta hipotese. Este resultado encontrado (uma refeigdo gerando maior
saciagdo do que a mesma quantidade energética oferecida como duas refeigdes)
contradiz outros achados da literatura como os de Speechly & Buffenstein (1999) que
relatam que o aumento na freqiiéncia de consumo de pré-cargas isoenergéticas resultou
na reducdo do apetite em homens eutroficos. O mesmo grupo de pesquisa, porém em
outro estudo (SPEECHLY et al., 1999) concluiram que os individuos obesos
alimentados com pré-cargas isoenergéticas, subdivididos em cinco refeigdes,
consumiram 27 % menos numa refei¢do subseqiiente quando comparados com aos
mesmos individuos ingerindo a mesma pré-carga numa Unica refei¢do. Blundel et al.
(1993) afirmam que lanches entre as refei¢cdes apresentam um efeito benéfico na

reducdo da fome e prevencao de posterior superconsumo.
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O grafico de saciagdo (Figura 4B) ilustra também que o sanduiche servido como
controle levou ao término da refeicdo mais facilmente do que o mix, corroborando os
achados de fome, os quais foram menores para o controle e maiores para o mix.

Observa-se ainda na Figura 4C um maior desejo de se alimentar,
estatisticamente significante (p < 0,05), nos voluntarios que ingeriram amendoim
juntamente com a refeicdo em comparagao aos mesmos voluntarios ingerindo outros
alimentos com a mesma quantidade calorica do amendoim (controle) na refeicdo. Este
resultado se repetiu com outro alimento que continha ndo apenas a mesma quantidade
calorica, mas também o volume ¢ distribuicdo de macronutrientes semelhante a do
amendoim, no caso o tratamento com mix. Tal resultado sugere que ndo foi 0 amendoim
em si que desencadeou essa resposta aumentada nas taxas de desejo alimentar
inespecifico, mas sim outros fatores como o volume e a digestibilidade, ja discutidos
anteriormente.

Quando perguntados especificamente sobre que tipos de alimentos que sentiam
desejo de consumir, os voluntarios do grupo amendoim apontaram para os alimentos
doces, ou seja, na refei¢do (almogo) do tratamento amendoim os voluntarios sentiram
um maior desejo por alimentos doces do que estes mesmos voluntarios sentiram apos
ingerirem a mesma quantidade calorica (controle) (Figura 5A). Este mesmo resultado
foi encontrado na refeicao do tratamento do grupo do mix (Figura 5A).

Quando se analisou o lanche do controle versus lanche do tratamento, foi
encontrado apenas no tratamento mix menores valores de desejo alimentar para

alimentos salgados em comparagao ao controle (Figura 5C).

53



Taxas de apetite

12 12
B
A 10 10 - +
£ i ‘\A/‘\A
x 3 :
- 3
L 6 ﬁ 6 + A
[%] ©
5 g 4
= 3
* R
0 Tk A & A 0
S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4
Sessbes do Estudo Sessfes do Estudo
c 5 12
& 10
£
<3 8-
o E
T S 6
g3
o £
©
2 -
E 0 _f_l""' & i A
S1 S2 S3 S4

SessOes do Estudo

‘—O—Amendoim @ - Mix —&— Mix + Amendoim \

Figura 4: Medianas de fome (A), saciagdo (B) e desejo alimentar inespecifico (C) dos voluntarios durante as 4 sessdes do estudo. (n = 60; 30 homens e 30 mulheres). S1 =
sessdo da refeigdo controle; S2 = sessdo do lanche controle; S3 = sessdo da refei¢do do tratamento; S4 = sessdo do lanche do tratamento.

* = Diferenca estatisticamente significativa entre a sess@o do lanche controle vs lanche tratamento a 5% de probabilidade.

+ = Diferenca estatisticamente significativa entre a sessdo do almogo controle vs almogo tratamento a 5% de probabilidade.

° = Diferenca estatisticamente significativa entre a sessdo do almoco tratamento vs lanche tratamento a 5% de probabilidade.
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5.4 — Avaliacdo antropométrica e de composicao corporal

Todos voluntarios foram classificados como eutréficos. A mediana do peso no
inicio do estudo para o grupo que recebeu o tratamento amendoim foi de 60,52 kg, para
o grupo que recebeu o mix foi de 58,30 kg e para o grupo que recebeu mix +amendoim
63,75 kg. Nao houve diferenca (p < 0,05) do peso e IMC nas quatro sessdes que

compuseram este estudo (Tabela 3).

Tabela 3 - Parametros antropométricos, composi¢cao corporal de voluntarios nas 4 sessdes

do estudo para o todos os grupos em estudo.

Sesséo 1 Sesséo 2 Sesséo 3 Sessao 4
PARAMETROS Mediana Mediana Mediana Mediana
Grupo amendoim
Peso (kg) 60,52 60,17 60,60 60,17
IMC 20,69 20,75 20,87 20,86
M. Gord (%) 19,35 - - -
M. M. (%) 80,65 - - -
Grupo Mix
Peso (kg) 58,30 58,07 58,52 58,42
IMC 21,94 21,58 21,92 21,84
M. Gord (%) 22,60 - - -
M. M. (%) 77,40 - - -
Grupo Mix +
amendoim
Peso (kg) 63,75 63,95 64,350 64,40
IMC 22,53 22,41 22,55 22,41
M. Gord (%) 20,15 - - -
M. M. (%) 79,85 - - -

Medianas com letras diferentes na mesma linha sdo estatisticamente significantes. n =60, 30 homens e 30
mulheres. Semana 1 = sessdo da refeicdo controle, Semana 2 = sessdo do lanche controle, Semana 3 =
sessdo da refeicdo do tratamento, Semana 4 = sessao do lanche do tratamento, IMC = indice de massa
corporal, M. Gord. = massa de gordura, M.M. = massa magra. OBS: a M.M. e a M. Gord. s6 foram
aferidas no inicio da primeira semana.

56



5.5 — Avaliacdo da atividade fisica

Nao houve diferenca (p > 0,05) em atividade fisica nos voluntarios avaliados,
durante o estudo (dados ndo mostrados). Isso demonstra que os voluntarios seguiram as
orientagdes de ndo alterarem suas atividades do dia a dia e nem iniciarem ou pararem

toda e qualquer atividade fisica durante o estudo.

5.6 — Avaliacdo da ingestdo dietética

A avaliacdo da ingestdo dietética foi realizada para garantir que os voluntarios
ndo modificassem seu padrdo alimentar, garantindo com isso que os alimentos do
estudo fossem os Unicos responsaveis pelos resultados encontrados. Nas Tabelas 4, 5 ¢ 6
encontram-se as informagdes da avaliacao dietética para o grupo amendoim, grupo mix

e grupo mix + amendoim respectivamente.

Tabela 4 — Medianas de ingestao dos nutrientes avaliados do grupo ingerindo amendoim

nas quatro sessoes do estudo

Nutrientes Almogo Almogo Lanche Lanche
Controle Tratamento Controle Tratamento

Energia (kcal) 239291 2682,35 2538,73 2556,22
Proteinas (g) 94,20 97,07 95,76 92,79
Carboidrato (g) 316,58 319,59 344,92 306,79
Lipidios (g) 78,83° 110,00° 90,09 95,42
Acido graxo monoinsaturado (g) 0,98 0,95 13,45 13,50
Acido graxo polinsaturado (g) 2,08" 9,63 2,14 9,70°
Acido graxo saturado (g) 11,14% 40,28° 11,28° 40,59°
Colesterol (mg) 71,39% 54,46 71,66" 55,89"

Medianas com letras diferentes na mesma refeicdo e na mesma linha sdo estatisticamente diferentes.

Verifica-se que no grupo ingerindo amendoim (almogo tratamento e lanche
tratamento), os valores que se mostraram superiores aos encontrados no controle foram
os nutrientes nos quais o amendoim ¢ rico, ou seja, lipidios, acido graxo polinsaturado.

O colesterol da dieta em ambos os casos (almogo tratamento e lanche tratamento)
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assumiu valores inferiores quando os voluntarios ingeriram amendoim na dieta,
sugerindo que o amendoim levou a escolha e consumo de alimentos pobres em
colesterol pelos voluntarios. Podemos descartar uma mudanga consciente dos
voluntarios no padrdo alimentar devido ao fato de estarem mantendo registros
alimentares, uma vez que redugdes no conteido de colesterol na dieta s6 foram

observadas nos dias de consumo de amendoim.

Tabela 5 — Medianas de ingestdo dos nutrientes avaliados do grupo ingerindo mix nas

quatro sessoes do estudo

Nutrientes Almoco Almoco Lanche Lanche

Controle Tratamento Controle Tratamento

Energia (kcal) 2225,36 2252,87 2421,05 2137,17
Proteinas (g) 78,07 81,29 85,00 82,07
Carboidrato (g) 311,91 285,85 339,37° 266,31
Lipidios (g) 70,50 80,39 81,28 87,98
Acidos graxos monoinsaturados (g) 0,81* 0,68° 0,85° 0,67
Acidos graxos polinsaturados (g) 1,96° 1,40° 1,98 1,55°
Acidos graxos saturados (g) 10,94 18,66° 10,89° 18,74°
Colesterol (mg) 71,11° 129,78" 69,65 130,07

Medianas com letras diferentes na mesma refeicdo e na mesma linha sao estatisticamente diferentes.

Nos voluntdrios que ingeriram mix como tratamento, ou seja, ingeriram
quantidades caloricas e distribuicdo de macronutrientes semelhantes ao amendoim,
porém sem a presen¢a de amendoim na formulacdo, encontramos valores de lipidios e
colesterol aumentados. Isso pode ser explicado pela propria formulagdo do mix, que
apesar de ter calorias semelhantes aos demais tratamentos e ao controle, o teor de
colesterol se encontrava muito aumentado em relagdo ao controle (mix = 81,25 mg de
colesterol por por¢ao e controle = 22,69 mg de colesterol/por¢do). Observa-se também
diminui¢do de &cidos graxos monoinsaturados e polinsaturados quando o mix foi
ingerido, o que sugere que o aumento do lipidio aconteceu na forma de colesterol e

acido graxo saturado proveniente do proprio mix (biscoito de queijo).
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Tabela 6 — Medianas de ingestdo dos nutrientes avaliados do grupo ingerindo

mix+amendoim nas quatro sessdes do estudo

Nutrientes Almogo Almocgo Lanche Lanche
Controle Tratamento Controle Tratamento

Energia (kcal) 2292,06 2378,91 2607,12 2401,12
Proteinas (g) 84,24 86,80 96,38 84,93
Carboidrato (g) 322,40 272,07 318,39 272,79
Lipidios (g) 72,83 93,68" 88,67 94,96
Acidos graxos monoinsaturados (g) 0,90? 7,09° 0,92° 7,06°
Acidos graxos polinsaturados (g) 2,00° 5,61° 2,15 5,56°
Acidos graxos saturados (g) 11,41° 30,03° 11,52° 29,85°
Colesterol (mg) 72,80° 94,37° 73,86" 92,31°

Medianas com letras diferentes na mesma refei¢do e na mesma linha sio estatisticamente diferentes.

O grupo mix + amendoim apresentou caracteristicas semelhantes aos dois
grupos anteriores, assim como no grupo amendoim, os voluntarios pertencentes ao
grupo ingerindo mix+ amendoim também apresentaram valores superiores de lipidios,
acido graxo saturado, mono e polinsaturado, todos esses nutrientes tendo como fonte
principal o amendoim. E como o grupo mix, os valores de colesterol se encontravam
aumentados em relacdo ao controle, a magnitude do aumento foi menor do que o grupo
mix, o que pode refletir um menor conteudo do mix neste grupo, uma vez que parte da

porcao oferecida era de amendoim.

5.7 — Avaliag¢éo hormonal

Na Figura 6 observa-se que nenhum dos tratamentos apresentou diferenga
estatistica nas quatro coletas realizadas para ghrelina, porém conforme observa-se na
Figura 7 os voluntarios do grupo mix apresentaram valores de ghrelina inferiores aos
dos voluntarios presentes nos outros tratamentos, o que foi confirmado ser
estatisticamente significante quando avaliou-se a diferenca entre os tratamentos
considerando-se todos os tempos de coleta (Figura 7). Esse resultado pode ser devido ao
fato das concentragdes de leptina destes voluntarios serem estatisticamente superiores

aos demais participantes do estudo (Figuras 8 e 9), uma vez que na literatura
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(HORVATH et al., 2001; TSCHOP et al., 2001a) encontram-se relatos da agdo contraria
da leptina e ghrelina. Apesar das concentracdes de leptina no grupo mix se apresentarem
superiores aos demais grupos, estas ainda se encontram dentro dos valores de
normalidade para este horménio (mulher eutréfica: 2,0 a 17,0 ng/mL; homem eutréfico:
1,0 a 11,0 ng/mL). O mesmo resultado também foi observado para a insulina (Figuras
10 e 11). Nesse caso, a comparagao com os valores de referéncia (3-30 uU/mL) é mais
dificil, uma vez que estes valores sdo determinados apds 8 a 14 horas de jejum e os
voluntarios deste estudo apenas permaneceram 4 h sem se alimentar, antes da primeira
coleta. A avaliagdo hormonal sugere que os componentes do grupo mix apresentavam
uma regulacdo da ingestao alimentar, levando-os a ingerir menos alimentos e por isso se
apresentarem eutroficos. O tratamento oferecido a estes voluntarios ndo explica este
fato, pois ao longo do estudo ndo houve diferenca estatistica nas quatro coletas
realizadas para nenhum dos hormoénios avaliados em relagdo aos controles (Figura 6, 8 e
10). Existem nos dias de hoje varios genes ja conhecidos que se relacionam com a
presenca de obesidade ou com a auséncia dela. Tais genes, podem afetar o controle do
apetite (NPY, leptina, receptor de leptina, POMC, CCK, MCH, serotonina, dopamina),
do gasto energético e da regulagdo termogénica (ADR2 e 3, UCP1, UCP3, leptina,
dentre outros), assim como a utilizagdo metabdlica de substratos combustiveis e
sinalizagao (PPAR, APOB,APOD, PKA, dentre outros). Entre eles encontram-se o gene
da leptina e do receptor da leptina. A analise dos polimorfismos para estes dois genes
(Figura 13) ndo parece explicar o fato do grupo mix apresentar perfil hormonal tao
distinto dos outros dois tratamentos. Neste caso, pode-se apenas hipotetizar que um
desses genes citados esteja envolvido no efeito observado. Porém, cabe a novos estudos

nesta area aferir tal hipotese.
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5.7.1 — Ghrelina

C
Concentrqgéo mS1 Concentragéo mS1
de Ghrelina s2 de Ghrelina
(pg/mL) O (pg/mL) 02
®S3 | S3
oS4 oS4
0 30 120 300 0 30 120 300
Tempo em minutos Tempo em minutos
1.000
B 900
800+
700+
Concentrggao 600 mS1
de Ghrelina 500+
(pg/mL) 400 OS2
300 ®S3
200+ 0S4 Figura 6 — Medianas da concentracdo de Ghrelina (pg/mL) nas quatro
100+ coletas dos voluntarios pertencentes aos 3 tratamentos (amendoim, mix e
0,

mix + amendoim), nas 4 sessdes do estudo.

A = grupo amendoim; B = grupo mix; C = grupo mix+ amendoim.

Tempo em minutos S1 = sessdo da refei¢do controle; S2 = sessdo do lanche controle; S3 =
sessdo da refeicao do tratamento; S4 = sessao do lanche do tratamento.

Nao houve diferenga estatistica (p > 0,05).
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Figura 7 — Comparagao das medianas das concentragdes de Ghrelina (pg/mL), nas 4 coletas (0, 30, 120 e 300 minutos)

nos 3 tratamentos do estudo.
Medianas com letras diferentes sdo estatisticamente significantes a 5% de probabilidade.
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5.7.2 — Leptina
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Figura 8 — Medianas da concentracdo de Leptina (ng/mL) nas quatro
coletas dos voluntarios pertencentes aos 3 tratamentos (amendoim, mix
e mix+amendoim) nas 4 sessdes do estudo.

A = grupo amendoim; B = grupo mix; C = grupo mix+ amendoim.

S1 = sessdo da refeicdo controle; S2 = sessdo do lanche controle; S3 =
sessdo da refeicdo do tratamento; S4 = sessdo do lanche do tratamento.
Nao houve diferenga estatistica (p > 0,05).
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Figura 9 — Comparagao das medianas das concentracdes de Leptina (ng/mL), nas 4 coletas (0, 30, 120 e 300
minutos) nos 3 tratamentos do estudo.
Medianas com letras diferentes sdo estatisticamente significantes a 5% de probabilidade.
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5.7.3 — Insulina
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Figura 10 — Medianas da concentragdo de Insulina (uU/mL) nas quatro coletas
dos voluntarios pertencentes aos 3 tratamentos (amendoim, mix e
mix+amendoim) nas 4 sessdes do estudo.

A = grupo amendoim; B = grupo mix; C = grupo mix+ amendoim.

S1 = sessdo da refeigcdo controle; S2 = sessdo do lanche controle; S3 = sessdo da
refeicdo do tratamento; S4 = sessdo do lanche do tratamento.

Nao houve diferenga estatistica (p > 0,05).
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Figura 11 — Comparacao das medianas das concentra¢des de Insulina (uU/mL), nas 4 coletas (0, 30, 120 ¢ 300 minutos)
nos 3 tratamentos do estudo.
Medianas com letras diferentes sdo estatisticamente significantes a 5% de probabilidade.
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5.8 — Avaliagéo dos polimorfismos para o gene LEP e LEP-R

Na Figura 12 encontra-se uma das fotografias da eletroforese em gel de agarose
realizada com os produtos de amplificacdo do fragmento de DNA que codifica o

horménio leptina.

M 3 9 10 11 12 16 17 18 19 21 23

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose 2 % do produto de amplifica¢do do fragmento de

DNA que contém parte do gene que codifica o horménio Leptina clivado com a enzima Cfol.

M- Marcador phiX174 Hinfl

Verifica-se que os homozigotos AA apresentam um fragmento de 242 pb (sem
sitio de restrigdo Cfol), os heterozigoto AC apresentam um fragmento de 242 pb (sem
sitio de restricdo Cfol) e outros dois fragmentos de 61 pb ¢ 181 pb e os homozigotos CC
possuem dois fragmentos de 61 pb e 181 pb (com sitio de restricdo da Cfol) (Figura 12).

Devido ao numero reduzido de amostras em cada tratamento (n = 10 para cada
tratamento) ndo foi possivel realizar analises estatisticas com os dados referentes a
avaliacao dos polimorfismos para o gene da leptina e do receptor de leptina para cada
tratamento em separado. Na Figura 13 encontram-se os resultados, em porcentagem, da
analise do polimorfismo para o gene da leptina na posi¢ao -2549. A base normal nesta
regido € a citosina (C) e a base polimorfica a adenina (A). Portanto, homozigotos CC
sdo individuos sem nenhum polimorfismo, individuos AC apresentam o polimorfismo
em um dos alelos e os individuos homozigotos AA s3o individuos que apresentam o

polimorfismo em ambos os alelos.
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Figura 13 — Freqiiéncia de polimorfismo no gene da leptina na posig@o -2549 para os trés
tratamentos do estudo. CC = auséncia de polimorfismo, AC = polimorfismo em um dos alelos,

AA = polimorfismo em ambos os alelos.

Uma vez que os tratamentos do estudo ndo influenciaram a resposta hormonal e
que se dividindo em grupos os resultados ndo eram passiveis de sofrer andlise
estatistica, optou-se por realizar as andlises dos polimorfismos nos individuos como um
todo, apenas realizando a separacdo por polimorfismos.

A distribui¢do dos polimorfismos do gene da leptina na posi¢do -2549 na

amostra total (n = 30) est4 apresentado na Figura 14.

13%

o CC
mAC
OAA

Figura 14 — Distribui¢do dos polimorfismos para o gene da leptina na posi¢do -2549 (n = 30; 15 homens e
15 mulheres). CC = auséncia de polimorfismo, AC = polimorfismo em um dos alelos, AA =

polimorfismo em ambos os alelos.
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Neste estudo encontrou-se 13 % da populagdo apresentando dois alelos
polimorficos (AA) e 50 % um alelo polimorfico (AC) para o gene da leptina na posicao
-2549 (Figura 14). Yiannakouris et al. (2003) em seu estudo com o mesmo
polimorfismo para o gene da leptina, encontraram em individuos gregos saudaveis 46 %
de polimorfismo em um dos alelos ¢ 23,70 % de polimorfismo em ambos os alelos. Ren
et al. (2004) pesquisando o gene da leptina na posicdo -2549 na populacao chinesa,
encontraram no grupo controle 1,18 % de polimorfismo em ambos os alelos e 48,24 %
de polimorfismo em um tUnico alelo. Mostrando com isso que os resultados encontrados
no presente estudo para polimorfismo em apenas um dos alelos estd bem proximo ao
relatado na literatura (YIANNAKOURIS et al., 2003; REN et al., 2004). Outra analise
realizada foi a avaliagdo do gene do receptor de leptina, na regido codificadora deste.
Nesse caso ndo foi encontrado polimorfismo na posicdo 109 na populagao em estudo,
ou seja, todos os voluntarios apresentaram homozigose para a lisina (Lys109Lys)
(Figura 15). Em relagdo a este polimorfismo, Loos et al. (2006) observaram que os
homozigotos Lys109Lys apresentaram um quociente respiratdrio significantemente
mais baixo do que as outras variantes (Lysl109Arg, Argl09Arg), sendo este fato
significante apenas nos individuos nao obesos. Infelizmente, no presente estudo ndo foi

aferido o quociente respiratorio, impossibilitando uma comparagao.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 15 16 17 18 19 20

Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose 2 % do produto de amplificagdo do fragmento de DNA que
contém parte do gene que codifica o receptor de Leptina clivado com a enzima Haelll. M-Marcador

phiX174 Hinfl

Podemos observar na Figura 15 que somente foram encontrados homozigotos
Lisina-Lisina, pois estes apresentam 1 fragmento de 588 pb (sem sitio de restri¢do

Haelll).

69



Devido ao fato da amostra ndo apresentar polimorfismos para o gene do receptor
de leptina, relacionou-se apenas os polimorfismos do gene da leptina na posi¢ao -2549
versus alguns pardmetros de interesse como IMC, composi¢do corporal, hormonios
dosados (leptina, ghrelina e insulina) e varidveis do apetite (fome, saciacdo, desejo
alimentar inespecifico, desejo alimentar por alimentos doces, salgados e gordurosos), os

quais sdo apresentados a seguir.

5.8.1 — Polimorfismos do promotor do gene LEP x IMC

23+

22,5

Medianas de

IMC 221

21,51

21-

CC AC AA

Polimorfismos do gene Lep

Figura 16 — Distribui¢do dos polimorfismos do gene da leptina (LEP) na posig@o -2549 pelas medianas de
IMC nos individuos pertencentes aos 3 tratamentos do estudo (n = 30; 50 % sexo masculino e 50 % sexo
feminino). Nao houve diferenga entre os polimorfismos (p > 0,05). CC = auséncia de polimorfismo, AC =

polimorfismo em um dos alelos, AA = polimorfismo em ambos os alelos.

Nao houve associagdo dos polimorfismos do gene da leptina na posicao -2549
com o IMC. Esse achado também foi relatado por Yiannakouris et al. (2003) e por
Mammés et al. (1998), este ndo apenas com polimorfismos nesta posi¢ao do gene, mas
também em outras posicdes do gene da leptina. Outros autores associaram o
polimorfismo -2548 no gene promotor da leptina com o IMC apenas em individuos
classificados como obesos madrbidos, ou seja, individuos apresentando IMC > 40 (Li et

al., 1999).
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5.8.2 — Polimorfismos do gene LEP x composicéo corporal

m CC
mAC
OAA

% de MLG % de MG

Composicédo Corporal dos voluntarios

Figura 17 - Distribui¢ao dos polimorfismos do gene da leptina (LEP) na posicao -2549 pelas medianas da
porcentagem de massa livre de gordura (MLG) e massa de gordura (MG) nos individuos pertencentes aos
3 tratamentos do estudo (n = 30; 50 % sexo masculino e 50 % sexo feminino). Medianas com letras
diferentes no mesmo paradmetro sdo estatisticamente significantes a 5 % de probabilidade. CC = auséncia

de polimorfismo, AC = polimorfismo em um dos alelos, AA = polimorfismo em ambos os alelos.

Os portadores do gendtipo CC, ou seja, sem a presenca do alelo polimoérfico A,
apresentaram maior porcentagem de gordura do que os demais genotipos AC ¢ AA e
por conseqiliéncia menor porcentagem de massa livre de gordura. Uma vez que o
genotipo CC em vérios estudos (LE STUNFF et al., 2000; YIANNAKOURIS et al.,
2001; HOFFSTEDT et al., 2002; REN et al., 2004) se correlacionou com valores mais
altos de leptina plasmatica, era de se esperar que os individuos portadores deste
genotipo tivessem uma maior porcentagem de massa de gordura, uma vez que ¢ neste
tecido que o hormdnio leptina é produzido. Os dados ainda sdo controversos, pois
Yiannakouris et al. (2003) n3o encontraram diferenca significante entre este

polimorfismo e MLG e MG.
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5.8.3 - Polimorfismos do gene LEP x leptina plasmatica

Valores de
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Polimorfismos do gene Lep

Figura 18 - Distribuicao dos polimorfismos do gene da leptina (LEP) na posi¢ao -2549 pelas medianas de
leptina plasmatica (ng/mL) nos individuos pertencentes aos 3 tratamentos do estudo (n = 30; 50 % sexo
masculino e 50 % sexo feminino). Medianas com letras diferentes sdo estatisticamente significantes a 5 %
de probabilidade. CC = auséncia de polimorfismo, AC = polimorfismo em um dos alelos, AA =

polimorfismo em ambos os alelos.

Os individuos nao portadores de alelos polimérficos para o gene da leptina (CC)
na posi¢do -2549 apresentaram valores significantemente maiores de leptina em
comparacdo aos individuos que apresentaram o alelo polimérfico A em um ou em
ambos os alelos. Esses valores elevados encontrados nos individuos com o genotipo
CC, entretanto, sdo considerados normais, pois os valores de referéncia sdo: mulher
eutrofica: 2,0 a 17,0 ng/mL; homem eutrofico: 1,0 a 11,0 ng/mL. Esse resultado esta de
acordo com o fato de estes individuos CC apresentarem maior porcentagem de massa de
gordura, ou seja, uma vez que a leptina ¢ um horménio produzido pelas células
adiposas, era de se esperar que individuos com maiores estoques de gordura
produzissem maiores quantidades de leptina. Os individuos AA e AC exibiram menores
concentragdes plasmaticas de leptina. O mesmo achado foi relatado por Hoffstedt et al.
(2002) e Ren et al. (2004) para o gendtipo AA e também por Le Stunff et al. (2000), que
observaram que mulheres com o genotipo AA para o gene -2549 exibiram menores
valores médios de leptina plasmatica comparada aquelas com genotipos C/A e C/C.

Meninas obesas com o gendtipo AA também apresentaram valores 20 a 25 % menores

72



de leptina plasmatica em relagdo aos outros genotipos (Yiannakouris et al., 2001). Ja
Mammés et al. (1998) relataram uma associagao do alelo A com maiores niveis de

leptina antes da dieta oferecida.

5.8.4 - Polimorfismos do gene LEP x ghrelina plasmatica
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Figura 19 - Distribui¢ao dos polimorfismos do gene da leptina (LEP) na posi¢ao -2549 pelas medianas de
ghrelina plasmatica (pg/mL) nos individuos pertencentes aos 3 tratamentos do estudo (n = 30; 50 % sexo
masculino e 50 % sexo feminino). Medianas com letras diferentes sdo estatisticamente significantes a 5 %
de probabilidade. CC = auséncia de polimorfismo, AC = polimorfismo em um dos alelos, AA =

polimorfismo em ambos os alelos.

Os valores de ghrelina plasmatica dos individuos com o genétipo CC também se
apresentaram superiores aos demais gendtipos. Porém, ndo € possivel afirmar se estes
valores estdo dentro ou acima dos valores normais para este hormonio, uma vez que nao
existe ainda disponivel o intervalo de normalidade para a ghrelina, devido ao pouco
tempo de sua descoberta. Contudo, podem-se comparar tais valores a outros valores de
niveis plasmaticos de ghrelina total relatados na literatura. No estudo conduzido por
Leidy el al. (2007) envolvendo mulheres eutroficas, verificou-se que individuos do
grupo controle apresentavam valores médios de ghrelina total de 24 h iguais a 1616 +
122 pg/mL, e 1511 + 173 pg/mL para média de dosagens realizadas 2 h antes e depois

do almocgo, as quais mais se assemelham ao protocolo do presente estudo. Aydin et al.
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(2005) encontraram valores muito inferiores a estes em seu estudo, apresentando
concentragdes basais (jejum) de ghrelina de homens e mulheres eutréficos como sendo
da ordem de 126,4 + 38,5 pg/mL. Ja Williams et al. (2005) mostram em seu estudo
valores médios de ghrelina de 24 h em obesos variando de 300 pg/mL as 10:00 h até
valores proximos a 500 pg/mL as 18:00h. Os valores encontrados no presente estudo
variaram de 500 a 800 pg/mL para mediana de dosagens realizadas apods jejum de 4 h e
outras trés dosagens em periodo pos-prandial, perfazendo um total de 5 h. Devido as
diferengas nos protocolos dos estudos, torna-se dificil uma apreciagdo correta da
diferenga dos valores plasmaticos obtidos no presente estudo e os demais relatados na

literatura.

5.8.5 - Polimorfismos do gene LEP x insulina plasméatica
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Figura 20 - Distribui¢ao dos polimorfismos do gene da leptina (LEP) na posi¢ao -2549 pelas medianas de
insulina plasmatica (uU/mL) nos individuos pertencentes aos 3 tratamentos do estudo (n = 30; 50 % sexo
masculino e 50 % sexo feminino). Nao houve diferenca entre os polimorfismos (p > 0,05). CC = auséncia

de polimorfismo, AC = polimorfismo em um dos alelos, AA = polimorfismo em ambos os alelos.

Nao houve diferenga estatistica das concentragdes de insulina plasmatica em
relacdo aos polimorfismos do gene da leptina na posicao -2549, apesar de observarmos
uma tendéncia nos individuos AA a menores valores de insulina plasmética. Os valores
de referéncia para insulina de jejum sdo de 3-30 pU/mL. Porém, para esta analise os

individuos necessitam ficar de 8 a 14 h em jejum e os voluntarios do presente estudo
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somente fizeram 4 h de jejum antes da primeira coleta, o que dificulta uma comparagao
mais precisa. Na literatura pertinente a este assunto foi encontrado apenas um estudo
relacionando este polimorfismo especifico e concentracio de insulina plasmatica. Nesse
estudo, REN et al. (2004) relatam que em individuos ndo diabéticos, mas que
apresentavam parentes com diabetes, a presenca de dois alelos polimodrficos (AA)
resultou em menores valores de insulina plasmatica de jejum (8,86 + 5,43 pU/mL). O
mesmo ocorrendo na presenga de apenas um alelo polimérfico (AC) (9,96 + 4,40
uU/mL) em comparagdo aos individuos sem a presenca de polimorfismo para esse gene

(CC) (11,52 + 7,51 pU/mL).
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5.8.6 - Polimorfismos do gene LEP x apetite
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Figura 21 — Medianas das taxas de fome (A) e de saciacdo (B) dos
voluntarios durante as 4 sessdes do estudo e sua relagdo com o
polimorfismo do gene da leptina (LEP) na posi¢ao -2549. (n = 30; 50 %
sexo masculino e 50 % sexo feminino). Alelo C = normal, alelo A =
polimérfico. Medianas com letras diferentes sdo estatisticamente

significantes a 5 % de probabilidade.
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Figura 22 — Medianas das taxas de desejo alimentar inespecifico (A) e também desejo alimentar especifico para alimentos doces (B), salgados (C)e gordurosos (D) durante
as 4 sessdes de estudo e suas relagdes com os polimorfismos do gene da leptina (LEP) na posigao -2549. (n = 30; 50 % sexo masculino e 50 % sexo feminino). Alelo C =

normal, alelo A = polimoérfico. Medianas com letras diferentes sdo estatisticamente significantes a 5 % de probabilidade.




Na Figura 21 A observa-se que os individuos com o polimorfismo em ambos os
alelos (AA) apresentam maiores taxas de fome do que os demais gendtipos. Este fato
pode ser parcialmente explicado observando a Figura 18, que mostra que a concentragao
plasmatica de leptina destes voluntarios foi significantemente menor que os individuos
sem polimorfismo para este gene. A leptina ¢ capaz de inibir os peptideos orexigenos
(NPY e AGRP) enquanto estimula peptideos anorexigenos (POMC e CART), causando
com isso maior sensacdo de saciedade e evitando a alimentacdo. Portanto, se os
individuos com genétipo AA apresentam menores taxas deste hormonio, ¢ natural que
apresentem maiores taxas de fome e, por conseguinte, menores taxas de saciagdo
(Figura 21B). Estes mesmos individuos (AA) apresentaram maior desejo de se alimentar
do que os demais genotipos deste gene (AC e CC) (Figura 22A). O desejo de se
alimentar mostrou ser superior nos portadores do gendtipo AA para alimentos doces e
salgados e ndo para alimentos gordurosos (Figura 22B, C e D).

Ao observar as Figuras 22A e 22B, nota-se que o desejo por doces alcangou
valores superiores ao desejo alimentar inespecifico, uma das possiveis explicacdes para
este fato, diz que o desejo de consumir carboidratos, mais especificamente carboidratos
simples, reduz a sintese de NPY com subseqiiente alivio da fome. Uma vez que os
voluntarios se encontravam sem se alimentar e por isso mesmo tendo sensacdes de
fome, o desejo de consumir doces levaria mais rapidamente a supressao da fome
(YORK & BRAY, 1996). Anderson et al. (2002) afirmaram que carboidratos de alto
indice glicémico (carboidratos simples) exercem maior saciedade e suprimem mais a
fome do que carboidratos com baixo indice glicémico (carboidratos complexos). Este
ainda ¢ um assunto controverso, pois em estudo de Alfenas & Mattes (2005), onde 39
adultos saudaveis consumiram alimentos de alto e baixo indice glicémico ndo foram
encontradas diferengas significantes nas variaveis de apetite pesquisadas (fome, desejo

de se alimentar e saciagdo).

6 — CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permitem concluir que o amendoim nao afeta o
apetite e tampouco desencadeia resposta hormonal diferente de qualquer alimento com

semelhante volume, quantidade calorica e distribuicdo de macronutrientes.
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O volume exerceu efeito supressor na fome, diminuindo o desejo alimentar
subseqiiente, demonstrando com isso, ser relevante a saciedade em individuos
eutroficos.

Os individuos portadores do alelo polimoérfico para o promotor do gene da leptina na
posicdo -2549 em ambos os alelos, apresentam maior probabilidade de desenvolver um
quadro de obesidade, uma vez que apresentam menores concentracdoes de leptina
plasmatica, maiores taxas de fome, menores taxas de saciagdo e maior desejo alimentar,
principalmente por alimentos doces. Porém, a magnitude dessa maior probabilidade de
desenvolvimento de obesidade ndo pode ser aferida neste estudo, cabendo por isso, a

estudos posteriores esta tarefa.
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Data:

ANEXO 2

Questionario para recrutamento

I. Informacdes gerais

1. Nome:

2. Sexo: Masculino

3. Endereco:

Feminino

4. Telefones: Casa

5. E-mail:

6. Data de nascimento:

7. Racga

a.

o <

o

=

8. Altura (m):

9. Peso (kg):

Caucasiana
Asiatica
Hispanica
Negra
Indigena

Outra (nome)

Trabalho

Idade:
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1. Informag¢ao médica

10. Vocé ja teve ou t€m algum dos seguintes?

Estado atual

(marque uma alternativa)

Nunca

Data

diagnostico

Mau

controlado

Bem

controlado

Curado

a. Ataque cardiaco

b. Derrame

c. Diabetes

d. Hipoglicemia

e. Pressdo alta

f. Cancer

g. Anorexia

h. Bulimia

1. Doencas psiquiatricas

j- Anemia falciforme

k. Osteoporosis
Baixa densidade Ossea

1. Hipotireoidismo

m. Hipertireoidismo

n. Doenca Celiaca

0. Outra doenca grave

(Especifique)
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11. (Apenas para mulheres) Vocé se encontra gravida ou amamentando?

Nao

Sim

12. Vocé faz uso de alguma medicagdo?
( )Nao
( )Sim. Quais:

Raz&o para 0 uso

Medicamento Dosagem e Por quanto tempo
(e.x. Lanoxin) fregUénCia 4 anos

1 mg/2xaodia

Taxa cardiaca acelerada

13. Vocé tem alguma alergia a medicamentos ou outras substancias?

Nao

Sim se sim, responda abaixo:

Alérgico a

Sintomas
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14. Vocé apresenta algum desejo alimentar que ocorre regularmente? (alimentos que

voceé alteraria suas atividades rotineiras para obter)

( )Nao
( )Sim. Quais:

15. Vocé tem alguma aversao alimentar? (alimentos que vocé acredita que fazem mal a
sua saude devido a alguma experiéncia passada onde apds a ingestao vocé apresentou
alguma reacao desagradavel ou doenca) Favor exclua da resposta as possiveis
intolerancias ou alimentos que vocé apenas nao gosta.

( )Nao

( )Sim. Quais:

16. Vocé tem alguma intolerancia alimentar? (como intolerancia a lactose do leite)
( )Nao
( )Sim, se sim cite os alimentos e sintomas

Alimento Sintoma

17. Vocé esta participando de alguma outra pesquisa?

Sim Se sim, liste.

18. Vocé fuma?
Nao
Sim
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19. Vocé consome bebidas alcodlicas?

Nao

Sim Se sim, escreva a quantidade de bebida vocé costuma ingerir.
Cerveja(em garrafas) Vinho(em garrafas) QOutras bebidas

# por dia # por dia # por dia

# por semana # por semana # por semana
# por més # por més # por més

20. Vocé pratica atividades fisicas regulares?

( )Nao
( )Sim. Quais:

Tipo de atividade Freqiiéncia por Duracao da Historico(0-6 M;6-
semana atividade 12M; 1-5 Ae>5 A)

21. Vocé planeja comecar um exercicio num futuro proximo?
(  )Nao
( )Sim. () Préxima semana

() Proximo més

I1l.  Informagdes Dietéticas

22. Qual a percentagem de controle sobre a sele¢ao e preparacao de seus alimentos que
voceé ingere?

a) Nenhuma
b) 0-25%

c) 26 —50%
d) 51-75%

o)  76-100%
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23. Indique as horas do dia em que vocé NORMALMENTE consume refeicdes e

lanches. Coloque a letra R para refeigdes e L para lanches sob cada hora do dia.

AM (manha e inicio da tarde)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

PM (tarde e noite)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

24. Vocé perdeu ou ganhou mais do que 3Kg nos ultimos 6 meses?
( )Nao
( )Sim. ( )Perdeu Kg
( )Ganhou  Kg

25. Voceé esté atualmente seguindo alguma dieta?
(  )Nao
( )Sim. Qual tipo

() Prescrita por um profissional de nutri¢ao

() Prescrita por vocé mesmo

26. Vocé pratica alguma restri¢cao alimentar de cunho religioso?
( )Nao

( )Sim. Qual a razdo da rejei¢ao?

Alimento Razao da rejeicao
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27. Vocé utiliza alguma foram de suplemento alimentar? ( ex: vitaminas, minerais,

proteinas etc)
( )Nao

( )Sim. Se sim, liste abaixo:

Marca do produto | Tipo de suplemento Dosagem Freqiiéncia de uso

28. Vocé apresenta alguma normalidade no paladar ou olfato?

( )Nao
( )Sim. Qual tipo:

Favor CIRCULE as respostas para as seguintes questdes.

PARTE 1-

29- Quando eu sinto o cheiro de um bife fritando, ou vejo um pedago suculento de carne, eu
encontro muita dificuldade para comé-lo, se eu tiver acabado de fazer uma refeicao.

30- Eu geralmente como muito em ocasides sociais, gosto de festas e picnics.

31- Eu geralmente estou faminto por isso como mais de trés vezes por dia.

32- Quando eu como minha cota de calorias, eu normalmente me sinto bem em nao comer
mais nada.

33- Fazer dieta ¢ muito dificil para mim porque sinto muita fome.

34- Eu intencionalmente como pequenas refeicdes para ajudar no controle do meu peso

35- As vezes, alguns alimentos tém sabor tdo bom que consigo comer mesmo quando nio
estou com fome.

36- Visto que estou sempre com fome, as vezes desejo que enquanto estou comendo, um
especialista me diga se comi o suficiente ou se poderia comer mais alguma coisa.

37- Quando estou ansioso (a), costumo comer mais do que normalmente como.

38- A vida é muito curta para perdé-la fazendo dieta.

39- Quando meu peso aumenta ou diminui, faco dieta

VF2

VF?2
V F
VF 1

(OS]

VF3
VF 1
VF2

VF3

VF2
VF 1
VF?2
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40- Sempre que sinto muita fome tenho que comer alguma coisa.

41- Quando estou com alguém que come muito, eu também como muito.

42- Eu tenho uma boa no¢a@o de quantas calorias t€ém os alimentos mais comuns.

43- As vezes, quando eu comego a comer, ndo consigo parar.

44- Nao ¢ dificil para mim deixar resto no prato.

45- Em determinados horarios do dia, eu fico com fome porque tenho o héabito de comer
nesses horarios.

46- Quando estou fazendo dieta, se eu como algo que ndo sou permitido, eu
intencionalmente como menos por um periodo de tempo para compensar.

47- Quando estou com alguém que estd comendo, as vezes sinto fome suficiente para comer
também.

48- Quando me sinto deprimido, eu sempre como muito.

49- Eu divirto comendo muito e fico deprimido contando calorias ou vigiando meu peso.
50- Quando eu vejo uma guloseima, eu freqiientemente fico com fome e tenho que comer
imediatamente.

51- Eu freqiientemente paro de comer antes de estar completamente cheio, como forma
consciente de limitar a quantidade de comida ingerida.

52- Eu sinto tanta fome que meu estdmago, freqiientemente, parece um buraco sem fundo.
53- Meu peso mudou pouco durante os ultimos 10 anos.

54- Eu estou sempre faminta, por isso ¢ dificil para eu parar de comer antes de acabar a
comida no meu prato.

55- Quando eu me sinto sozinha, eu me consolo comendo.

56- Eu conscientemente vomito uma refei¢gdo com objetivo de ndo ganhar peso.

57-Eu, algumas vezes, tenho muita fome pela tarde ou a noite.

58- Eu como qualquer coisa que quero, quando eu quero.

59- Sem pensar em comida, eu agiliento ficar muito tempo sem comer.

60- Eu conto calorias como meio consciente de controlar meu peso.

61- Eu ndo como alguns alimentos porque eles podem me engordar.

62- Eu estou sempre com fome o suficiente para comer por muito tempo.

63- Eu presto muita aten¢do as mudangas no meu corpo.

64- Enquanto estou fazendo dieta, se eu como um alimento que nado ¢ permitido, eu, muitas

vezes, como outros alimentos com elevado teor calorico.

VF
V F
V F
VF2
VF2
VF3

— N W

VF 1

VF3

VF2

VF 1

VF3

VF 1

VF3

VF?2
V F

(O8]

VF2
VF 1
VF3
VF1
VF2
VF 1
VF 1
VF3
VF I
VF?2
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PARTE 2

Por favor responda as seguintes questdes fazendo um circulo na resposta apropriada

para voceé.

65- Com que freqiiéncia vocé faz dieta com intencdo de controlar seu peso?
1 2 3 4 +1

raramente algumas vezes  freqiientemente sempre

66- Poderia a flutuacao de peso de 2.kg afetar a maneira como vocé vive sua vida?
1 2 3 4 +1

nao totalmente pouco moderadamente muito

67- Qual a freqiiéncia que vocé sente fome?
1 2 3 4 +3
somente na hora  algumas vezes  freqlientemente  quase sempre

das refeicOes  entre as refei¢cdes entre as refeigoes

68- Sua sensacdo de culpa por comer muito ajuda vocé a controlar sua ingestdo de

alimentos?
1 2 3 4 +1
nunca raramente freqlientemente sempre

69- Quao dificil seria para vocé parar de comer a meio caminho de terminar o jantar e

ficar sem comer nas proximas quatro horas?

1 2 3 4 +3
facil pouco dificil moderadamente  muito dificil
dificil

70- Vocé tem consciéncia sobre o que vocé estd comendo?
1 2 3 4 +1

nao totalmente pouco moderadamente  extremamente

114



71- Qual a freqii€ncia que vocé tem resistido a alimentos tentadores?
1 2 3 4 +1

quase nunca raramente freqiientemente  quase sempre

72- Qual a probabilidade de vocé comprar alimentos de baixa caloria?

1 2 3 4 +1
improvavel pouco provavel moderadamente muito provavel
provavel

73- Vocé come moderadamente diante de outros e sozinho come grande quantidade de

alimentos?
1 2 3 4 +2
nunca raramente freqlientemente sempre

74- Qual a probabilidade de vocé, conscientemente, comer lentamente com objetivo de

reduzir o quanto vocé come?

1 2 3 4 +1
improvavel pouco provavel moderadamente muito provavel
provavel

75- Com qual freqiiéncia vocé dispensa uma sobremesa porque vocé ja esta satisfeita?
1 2 3 4 +3
quase nunca raramente no minimo uma  quase todo dia

VEZ por s€émana

76- Qual a probabilidade de vocé comer conscientemente menos do que vocé quer?

1 2 3 4 +1
improvavel pouco provavel moderadamente muito provavel
provavel

77- Vocé costuma comer mesmo sem estar com fome?
1 2 3 4 +2
nunca raramente algumas vezes a0 menos uma

VCZ por semana
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78- Na escala de 0 a 5, onde 0 quer dizer sem restri¢ao alimentar (comer tudo que vocé
quer, sempre que vocé quer) e 5 significa restricao total (limita constantemente a

ingestdo de alimentos e nunca cede) qual o nimero vocé poderia dar para vocé mesmo?

0
Come tudo que vocé quer, quando que vocé quer
1
freqilientemente come tudo que vocé quer, quando vocé quer
2
muitas vezes come tudo que vocé quer, Quando vocé quer +1
3
muitas vezes limita ingestdo de alimentos, mas freqiientemente cede
4
freqiientemente limita ingestdo de alimentos, mas raramente cede
5

constantemente limita ingestdo de alimentos, nunca cede

79- Até que ponto esta declaragdo descreve seu comportamento alimentar? Eu comego
fazer dieta pela manha, mas devido algum nimero de coisas que acontecem durante o
dia, pela tarde eu me rendo e como o que eu quero € prometo a mim mesma (0)

comegar, novamente, a dieta amanha.

1 2 3 4 +2
nao parece parece um pouco  me descreve me descreve
comigo comigo muito bem perfeitamente
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ANEXO 3

) UNIYERSI'DADE FEDERAL DE VICOSA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS

Vigosa, 1° de julho de 2005.

Senhora Professora,

Informamos a V. S* que o Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Vigosa, reunido em 30.6.2005, analisou e aprovou,
sob o aspecto ético, o projeto de pesquisa, de sua autoria, intitulado: Efeito do amendoim
sobre o apetite e sua relacao com 0s hormonios leptina, insulina e grelina em
individuos com polimorfismos para os genes da leptina e seu receptor.

Atenciosamente,

.

Professor Gilberto P:}i © Rosado
Comité de
Presidedle

Professora Josefina Bressan Resende Monteiro
Departamento de Nutri¢do e Saude

/ths
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ANEXO 4

Nome: Data: Horario:

Favor marcar na escala o que melhor reflete a sua resposta para cada uma das questdes
abaixo:

1. Vocé sente fome nesse momento?

| | | | i i i i
Nem um pouco Extremamente
2. Vocé tem a sensagdo de estdmago cheio nesse momento?
i i i i i i i i i i i i i
Nem um pouco Extremamente
3. Vocé sente vontade de comer nesse momento?
i i i i i i i i i i i i i
Nem um pouco Extremamente
4. Vocé tem vontade de comer alguma coisa salgada?
i i i i i i i i i i i i i
Nem um pouco Extremamente
5. Vocé tem vontade de comer alguma coisa com muita gordura?
i i i i i i i i i i i i i
Nem um pouco Extremamente
6. Vocé tem vontade de comer alguma coisa doce?
i i i i i i i i i i i i i
Nem um pouco Extremamente
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Nome:

ANEXO 5

Data: / /

Hor4ario do dia

Duracao

Tipo de atividade

Nivel de atividade
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1 - Neste momento, vocé apresenta algum desejo em relagdo a alimentos?

Sim

Se responder sim, qual alimento vocé deseja

ingerir?

ANEXO 6

Nao

2 - Por favor, circule o nimero que melhor reflete o quao enjoado (passando mal do

estdmago) voceé se sente agora?

1 2 3
Extremamente

8 9

Nem um pouco

3 - Por favor experimente cada alimento e circule a aceitabilidade de cada um. Lave a

boca com agua antes de provar a proxima amostra.

Amostra A - Amendoim
1 2 3
Desgosto
Extremamente

Amostra B — Mix
1 2 3
Desgosto
Extremamente

Amostra C — Mix + amendoim
1 2 3
Desgosto
Extremamente

Amostra D - Banana
1 2 3
Desgosto
Extremamente

Amostra E - Sanduiche
1 2 3
Desgosto
Extremamente

Amostra F -Chocolate
1 2 3
Desgosto
Extremamente

8 9
Gosto
Extremamente

8 9
Gosto
Extremamente

8 9
Gosto
Extremamente

8 9
Gosto
Extremamente

8 9
Gosto
Extremamente

8 9
Gosto
Extremamente
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