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RESUMO

A programacdo metabdlica tem sido estudada para entender os efeitos provocados por alteragdes
ambientais nas janelas criticas do desenvolvimento. Sabe-se que a lactagdo e o tipo de alimentacdo durante
alguns periodos criticos da vida podem ocasionar alteragdes epigenéticas, com possiveis predisposi¢des a
doengas metabodlicas na fase adulta. As alteragcdes ocasionadas durante a programac¢do metabodlica estdo
fortemente relacionadas a obesidade e resisténcia a insulina (RI), modulando o tecido adiposo branco
(TAB) por meio de hiperplasia ou hipertrofia das células adipdcitas. Aliado a isso, embora os mecanismos
ndo estejam totalmente esclarecidos, alguns estudos evidenciam que a atividade da paraoxonase 1 (PON-1)
¢ alterada pela exposi¢do ao tipo de ambiente e dieta rica em agucares, podendo as modulagdes dessa
enzima se relacionarem com o grau de adiposidade do TAB. Com isso, esse trabalho tem como proposta
analisar os efeitos da superlactacdo decorrente da redugdo da ninhada e da RI induzida por dieta rica em
carboidrato simples (HSD) sobre os concentragdes séricas de PON-1 e dindmica adiposa. Apds o
nascimento, ratos Wistar machos (n= 49) foram distribuidos de maneira aleatéria em: ninhada controle (8
filhotes/mae, NC) e ninhada reduzida (4 filhotes/mae, NR). Apés o desmame (21 dias), os animais foram
novamente distribuidos randomicamente em quatro grupos: (i) animais da NC alimentados com dieta
padrdo (ragdo comercial Nuvilab®) (n=11, STD-NC); (ii) animais da NC alimentados com HSD (dieta
“palatavel" a base de leite condensado, 79% de carboidratos (n=13, HSD-NR); (iii) animais da NR
alimentados com STD (n=12, STD-NR); (iv) animais da NR alimentados com HSD (n=13, HSD-NR). Os
efeitos da HSD foram avaliados durante 8 semanas. Apds 8 semanas, os animais foram eutanasiados com
anestésico inalatério, o sangue foi coletado e o TAB retroperitoneal foi extraido, pesado e armazenado.
Foram realizadas as dosagens das concentragdes séricas de colesterol total, fragdo HDL e triacilglicerol
(TAG) e a atividade enzimatica sérica da PON-1. Além disso, foi realizado o calculo da massa relativa,
confecgdo de laminas histologicas do TAB retroperitoneal; parte do TAB retroperitoneal foi destinada para
determinacdo de gordura total (método de FOLCH) e TAG no tecido. Os efeitos do tamanho da ninhada e
da dieta pos-desmame foram determinados pela ANOVA TWO-WAY, seguidos do pos-teste de Bonferroni.
Foi estabelecido previamente os modelos de superlactagdo com sobrepeso neonatal e RI induzida pela
HSD. Nossos dados demonstraram uma hipertrofia do TAB retroperitoneal provocada pela HSD, havendo
uma implicagdo na atividade arilesterasica da PON-1. Além disso, a superlactagdo foi capaz de conter a
hipertrofia gerada pela dieta e aumentou a atividade paraoxondsica, evidenciando um possivel efeito

protetor da superlactacdo no desenvolvimento da RI.

Palavras-chave: reducdo de ninhada, dieta rica em carboidratos simples, resisténcia a insulina, tecido

adiposo branco, paraoxonase-1



ABSTRACT

Metabolic imprinting has been studied to understand the effects caused in development critical
periods. It is known that lactation and diet during certain critical periods of life can cause
epigenetic alterations, with possible tendencies to metabolic disorders later in life. The alterations
caused by metabolic imprinting are strongly related to obesity and insulin resistance (IR), which
may modulate white adipose tissue (WAT) by adipocyte cells hyperplasia or hypertrophy.
Although mechanisms are not fully established, some research evidence that paraoxonase 1
(PON-1) activity is modulated by environmental type exposure and high-sugar diet (HSD),
enzyme changes may correlate negatively to adiposity WAT level. Wistar male rats (n=37) were
divided randomly into two groups right after birth: the control litter group (8 pups/mother) and
the litter size group (4 pups/mother) for 21 days. After weaning, the animals were divided into
four new groups: (i) animals fed on the control litter group’s standard diet (STD) (n=11,
STD-NC); (ii) animals fed on the control litter group’s high sugar diet (n=13, HSD-NC); (iii)
animals fed on the litter size group's standard diet (STD) (n=12,STD-NR); (iiii) animals fed on
the litter size group's high sugar diet (n=13, HSD-NR). The eftects of HSD were evaluated over 8
weeks. After 8 weeks, the animals’ eutanasia occurred with anesthetic; blood and WAT samples
were removed and kept for further analyzes. WAT retroperitoneal histological blades were also
analyzed as well as serum concentrations of total cholesterol, high density lipoprotein (HDL),
triacylglycerol (TAG), lipid content and PON-1 activity. In addition, the relative mass was
calculated, histological slides of the retroperitoneal adipose tissues were made, and part of the
retroperitoneal adipose tissue was used for determination of total fat (FOLCH method), followed
by measurement of TAG in the tissue. The effects of litter size and post-weaning diet were
determined by TWO-WAY ANOVA, followed by Bonferroni post-test. The litter size models with
neonatal overweight and HSD-induced RI were established beforehand. Our data demonstrated a
hypertrophy of the retroperitoneal WAT caused by HSD, with an implication in the arylesterase
activity of PON1; moreover, neonatal overfeeding was able to contain the hypertrophy caused by
the diet and increased paraoxon activity, evidencing a possible protective effect of neonatal

overfeeding on the development of IR.

Key-words: litter size effect, high-sugar diet, insulin resistance, white adipose tissue,

paraoxonase- 1
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1. INTRODUCAO

A incidéncia dos distirbios metabolicos, como obesidade e dislipidemias, t€ém
aumentado de forma significativa (Monteiro; Azevedo, 2010). Nesse contexto, o estudo da
programagdo metabdlica se faz cada vez mais necessario, uma vez que esse termo ¢ usado
para descrever o fendmeno biologico que relaciona as experiéncias nutricionais do comeco da
vida e doencas posteriores (Waterland; Garza, 1999). Atualmente, utiliza-se o termo Origens
do Desenvolvimento da Saude e da Doenca (DOHaD - Developmental Origins of Health and
Disease) para tratar de estudos epidemioldgicos que investigam a exposicdo a diversos
fatores nos estagios iniciais da vida e sua relagdo com o surgimento de doengas
posteriormente (Delpierre et al., 2016). Em mamiferos, esse fenomeno pode estar relacionado
aos mecanismos epigenéticos, que incluem metilagio do DNA, modificagdes
pos-traducionais das histonas e uma sériec de RNAs néo codificadores (Bernstein; Meissner;
Lander, 2007). Os ajustes funcionais ¢ metabolicos gerados por essa programacgdo podem
provocar um maior impacto nas denominadas janelas criticas do desenvolvimento dos
mamiferos, como a gestacdo ¢ a lactacdo, fases caracterizadas por intensa proliferacao
celular, diferenciacdo e rapida expansdo tecidual, determinando assim, a predisposi¢dao a
doengas metabdlicas na vida adulta (Barker, 1993).

O modelo de manipulag@o do tamanho de ninhada em roedores tem sido extensamente
utilizado para estudar os efeitos da programacdo metabolica durante janelas criticas do
desenvolvimento sobre o peso e a composicdo corporal. Nesse modelo, ratos sdo
redistribuidos logo apds o nascimento para uma pequena ou grande ninhada, resultando em
superlactagdo ou subnutri¢cdo durante o periodo de amamentagao, respectivamente. Os efeitos
da manipulagdo da ninhada na literatura sdo controversos, uma vez que, alguns autores
sugerem que recém nascidos criados em pequenas ninhadas frequentemente apresentam
resisténcia a insulina (RI), intolerancia a glicose, dislipidemia e doengas cardiovasculares
(Mozes; Seféikova; Ragek, 2015; Xiao et al., 2007). Por outro lado, existem evidéncias
cientificas que apontam para um efeito protetor da superlactagcdo contra obesidade e diabetes
na fase adulta sendo, portanto, necessario maiores esclarecimentos em relagdo aos efeitos e
mecanismos relacionados a superlactacdo (Grunewaldet et al., 2014).

Dentro desse contexto, o tecido adiposo branco (TAB) representa a maior propor¢ao
de tecido adiposo no corpo e pode ser encontrado em torno de muitos Orgdos e vasos
sanguineos na cavidade abdominal e subcutanea. Esse tecido armazena o excesso de energia

na forma de triacilglicerol (TAG) e um aumento na acumulagdo dessas células pode ser um


https://www.zotero.org/google-docs/?d1RzMU
https://www.zotero.org/google-docs/?Oyc2TA
https://www.zotero.org/google-docs/?tK76Xg
https://www.zotero.org/google-docs/?rakVhI
https://www.zotero.org/google-docs/?rakVhI
https://www.zotero.org/google-docs/?DFMuXe
https://www.zotero.org/google-docs/?mcbYQK
https://www.zotero.org/google-docs/?tK76Xg
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fator determinante para o risco de doencas metabolicas (Koenen et al., 2021). A expansdo do
tecido adiposo pode ocorrer por meio do aumento no tamanho do adipocito (hipertrofia) ou
pelo aumento no nuimero de adipocitos (hiperplasia) (Wang et al., 2013). Os adipocitos
diferenciados sdo pds mitdticos, portanto, a hiperplasia representa um crescimento na
formacdo de adipocitos de novo (adipogénese). A hipertrofia dos adipdcitos esta intimamente
relacionada com a disfungdo do tecido: essa expansdo patoldégica do TAB ¢ o principal
componente da sindrome metabdlica (SM) em individuos obesos (Sun; Kusminski; Scherer,
2011). A fonte e a quantidade de energia podem modificar o crescimento do TAB, sendo a
hiperplasia mais afetada pela fonte e a hipertrofia mais afetada pela quantidade de energia
(Schoonmaker et al., 2004).

Nessa perspectiva, a lactagdo promove a nutricdo adequada do recém-nascido, além
de reduzir a mortalidade infantil, sugerindo um efeito protetor. Além disso, acredita-se que a
composicdo do leite materno leva a respostas adaptativas, favorecendo uma modificagdo na
deposi¢do de gordura no TAB (Horta; Loret De Mola; Victora, 2015). Sendo, ainda,
importante salientar que o alto consumo de agucares na dieta esta relacionado com o aumento
da obesidade na infancia, por provocar alteracdo na expressao de genes que atuam em redes
relacionadas a diferenciacdo celular e metabolismo de lipideos no tecido adiposo e o nimero
de adipocitos nessa fase ¢ um elemento importante na acumulagdo de massa do TAB na vida
adulta (Christodoulides et al., 2009; Stephen et al., 2012). Nesse sentido, trabalhos com
roedores avaliaram que animais alimentados com dieta rica em carboidratos simples (HSD)
apresentaram, como consequéncia, hiperinsulinemia e RI, além de gerar uma hiperplasia e
hipertrofia do TAB (Oliveira et al., 2020). A ingestdo exacerbada desse macronutriente pode
modular as vias celulares que controlam a lipogénese de novo, processo biologico pelo qual
carbonos provenientes de carboidratos sdo transformados em lipidios (acidos graxos),
levando a uma maior adiposidade corporal, uma vez que os acidos graxos serdao utilizados
para a sintese de TAG, o qual sera armazenado principalmente no TAB retroperitoneal (De
Queiroz et al., 2014b; Shankar et al., 2010).

Aliado a isso, a composicdo da dieta tem um papel significante na modulacdo da
paraoxonase 1 (PON-1), importante para a manutencao de niveis normais de componentes do
metabolismo lipidico e glicolitico, podendo influenciar a RI. A PON-1, enzima secretada pelo
figado ligada a HDL, possui efeito protetor contra o estresse oxidativo e inflamagao, podendo
ter um papel na producdo e secre¢do de insulina (Koren-Gluzer et al., 2011; Meneses et al.,
2019). Como a PON-1 protege contra o estresse oxidativo, suas propriedades antioxidantes

correlacionam-se com a insulina secretada pelas células beta pancreaticas sobre
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concentragdes altas de glicose (Koren-Gluzer et al., 2011). Além de condigdes genéticas, a
dieta e fatores epigenéticos podem modular tanto a atividade quanto os niveis séricos da
PON-1 (Meneses et al., 2019). Os estudos que avaliaram a relagdo do agucar e atividade da
PON-1 foram feitos submetendo roedores a uma dieta rica em sacarose e os resultados dos
trabalhos diferem, pois mostram tanto um aumento quanto uma reducdo enzimatica frente a
esse tipo de dieta (Busserolles et al., 2002; Macan et al., 2010). Além disso, a atividade da
PON-1 ¢é reduzida em varias doencas como aterosclerose, diabetes mellitus, esteatose
hepatica cronica e hipercolesterolemia (Pereira et al., 2016) . No entanto, o0 maior nimero de
estudos do comportamento enzimatico da PON-1 se relaciona com experimentos que
utilizaram dieta rica em lipidios (HFD-high fat diet). Logo, as consequéncias da HSD no
comportamento da PON-1 ainda ndo sdo claras e o estudo dos efeitos da interacdo entre
superlactagdo e HSD precisa ser elucidado.

Resultados anteriores do grupo demonstraram que a HSD induz a RI apds 8 semanas
de consumo, além de provocar um aumento dos adipécitos brancos, ocasionando um processo
de hipertrofia no tecido adiposo, porém sem modificar o ganho de massa corporal total (De
Queiroz et al., 2014b). Nesse contexto, a reducdo de ninhada e a HSD sdo variaveis que
abrangem janelas de oportunidade da programacgdo metabdlica e a correlag@o entre elas pode
provocar modificagdes no metabolismo de lipidios, dindmica adiposa ¢ atividade enzimatica
da PON-1. Sabendo que as conclusdes a respeito da redugdo da ninhada ndo sdo totalmente
elucidadas na literatura e que a HSD na infancia pode tornar o individuo suscetivel a
distirbios metabolicos na vida adulta, esse trabalho ira avaliar as consequéncias da
programagdo metabolica gerada pelo modelo animal de redug¢do de ninhada e dieta HSD na
atividade sérica da PON-1 e modulacdo do TAB (hipertrofia e hiperplasia), uma vez que essa
enzima parece ser um marcador importante na prevengdo do aparecimento de doencas

metabolicas futuras.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Programacio metabdlica: conceito, historico e seus mecanismos

Os mamiferos sdo sensiveis a condicdes externas que regulam os processos
ontogénicos e com isso exercem influéncias permanentes em varios aspectos funcionais
(Waterland; Garza, 1999). No nascimento, as condigdes ambientais sdo alteradas ¢ o
organismo precisa se adaptar ao novo local que muda drasticamente mesmo em estados
fisiologicos (Arima; Fukuoka, 2020). Nesse sentido, os fatores ambientais podem provocar
modificagdes na expressdo gé€nica por meio de mecanismos epigenéticos, ndo havendo
mutacdes na sequéncia de nucleotideos do DNA em si (Rolddo, 2019). Em 1962, a hipotese
do gendtipo poupador (“thrifty genotype™), proposta pelo geneticista James Neel, sugeriu que
a caréncia de alimentos e 4gua em algum momento passado da histdria provocou mutagdes de
ocorréncia espontinea, de tal forma a garantir a sobrevivéncia e vantagem reprodutiva, e
esses genes seriam integrados em geragdes futuras (Johnson et al.,, 2022). Porém, a
persisténcia desses genotipos em épocas em que a comida ¢ abundante poderia ser mal
adaptada e causar obesidade e diabetes (Neel, 1962).

Atrelado a isso, diversos sdo os trabalhos que evidenciam a exposi¢do a um ambiente
neonatal com uma maior susceptibilidade a alteracdes metabolicas importantes
posteriormente na vida adulta (Arima; Fukuoka, 2020; Bédard et al., 2017; C; Lh, 2017). Por
exemplo, durante a Segunda Guerra Mundial, foi realizado um estudo com homens jovens do
exército que passaram pelo periodo conhecido como “Fome Holandesa”, em que foi avaliado
os efeitos da exposi¢cdo a desnutricdo na fase pré natal e infancia sobre o ganho de peso e
parametros glicometabdlicos alterados quando adultos (Ravelli; Stein; Susser, 1976).

Nesse contexto, também ¢ importante citar Barker e colaboradores (2007), que foram
um dos primeiros pesquisadores a estudar esse tema. Suas observag¢des evidenciaram uma
grande correlacdo geografica positiva entre as taxas de mortalidade infantil de 1921 a 1965 ¢
a doenga cardiaca isquémica de 1968 a 1978 (Barker, 2007). Isso os levou, posteriormente, ao
estabelecimento da hipdtese de “Origem Fetal de Doengas” correlacionando modificagdes ao
longo do desenvolvimento intrauterino, como baixo peso ao nascer, com risco aumentado de
doencas cardiovasculares, hipertensdo arterial sist€émica e obesidade na fase adulta (Barker,
1993). O Projeto Viva foi outro importante estudo feito nesse ramo para originar a teoria
usada atualmente. Nessa pesquisa, foram avaliadas criangas com baixo peso e obesidade, ja
passados os trés anos, sendo o baixo peso ao nascer correlacionado com maior indice de

massa corporal (Wadhwa et al., 2009). Além disso, uma pesquisa feita por Tam e
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colaboradores (2017), avaliou a exposi¢do a um ambiente gestacional de maes diabéticas e
evidenciou que apo6s 7 anos, os filhos foram influenciados pela glicemia alterada de suas
maes durante o periodo gestacional, havendo maior chance de desenvolvimento de obesidade,
adiposidade e hipertensao (Tam et al., 2017). Portanto, essas sdo algumas das evidéncias que
confirmaram a relagdo entre a disponibilidade de nutrientes durante a gestagdo e periodo
neonatal e a reversibilidade ou ndo de algumas doengas cronicas.

O termo “Programagdo Metabolica” € usado para descrever as respostas adaptativas
nos primeiros anos de vida frente a experiéncias nutricionais que terdo implicagdes
metabolicas futuras. Esse fenomeno ¢ caracterizado por uma susceptibilidade limitada para
uma janela critica ontogénica no inicio da vida, um efeito persistente na fase adulta, um
resultado especifico e mensuravel e uma dose-resposta (Waterland; Garza, 1999), como
exemplificado pela Figura 01, a seguir. Atualmente, este termo foi atualizado para DOHaD,
um campo de pesquisa que analisa a interferéncia de eventos que ocorrem nos estagios
iniciais do desenvolvimento e suas consequéncias ao longo da vida (Bianco-Miotto et al.,
2017). A abordagem do DOHaD considera ndo apenas a vida fetal, mas também o seu
desenvolvimento e o impacto a exposi¢do de uma ampla variedade de doengas cronicas nao
transmissiveis (DCNT) (Penkler et al., 2019). Assim, o conceito oferece uma estratégia
preventiva primordial para reduzir doengas na geracdes futuras, melhorando o

desenvolvimento fetal e infantil (Fall; Kumaran, 2019).

Figura 01 - Possiveis impactos da programag¢ao metabolica na vida adulta do individuo.
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Fonte: Adaptada de HOFFMAN, D. J. e cols (2021). Criada com o Biorender.com
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A partir desses estudos, os mecanismos epigenéticos t€ém sido considerados como o
potencial recurso por tras da programacdao metabolica e os conceitos de DOHaD
(Bianco-Miotto et al., 2017). A suscetibilidade do epigenoma para se adaptar a fatores
ambientais ¢ alterada ao longo da vida de um organismo, durante o qual ha periodos em que o
epigenoma ¢ mais responsivo as mudangas (Hussey; Lindley; Mastana, 2017).

Nessa perspectiva, anteriormente a década de 40, o gene como unidade de material
hereditario era um conceito tedrico sem identidade fisica, sendo entendido que a evolucdo
morfologica resultava da mutacdo e selecdo, de modo que alteragdes no nivel do gene seriam
incorporadas ao genoma (Crews; Mclachlan, 2006). Foi em 1942 que Conrad H. Waddington
introduziu o termo epigenética para reunir uma nova area da biologia com foco na relagdo
entre gene e expressdao de proteina (Waddington, 2012). As alteragdes epigenéticas exercem
uma importante fun¢do na remodelagdo da cromatina, permitindo a ativacdo e regulacdo de
fatores de transcricdo que atuam na ativagdo ou silenciamento transitorio ou permanente dos
genes (Fonseca; Costa Jr.; Silveira, 2021).

Dentre os mecanismos envolvidos na programagdo metabdlica, as modificacdes
epigenéticas referem-se as mudangas na estrutura do DNA, sem alterar a sequéncia de bases
nitrogenadas, que possuem um papel importante na regulagdo da cromatina, bem como na
expressao génica da diferenciagdo e desenvolvimento celular. Nessa perspectiva, as
alteragdes epigenéticas mais estudadas sdo a metilagio do DNA, as modificagdes
pos-traducionais das histonas e os RNAs ndo codificantes (ncRNAs) (Li, 2021). A metilagdo
do DNA acontece com a transferéncia de um grupo metil para a posi¢cdo do carbono 5 nos
dinucleotideos CpG por meio de um processo enzimatico realizado por um grupo de DNA
metiltransferases (DNMTs) (Chen; Zhao; He, 2016). A primeira DNA Metiltransferases
(DNMT) estudada, DNMTI, foi identificada em 1988 e provou ser essencial para a
manutencdo da metilagdo apoés a replicagdo, garantindo sua transmissdo precisa as
células-filhas durante a mitose (Peixoto et al., 2020).

A remodelagdo da cromatina também regula a expressdo génica através das
modificagdes pos-traducionais que acontecem nas histonas (Li, 2021). Tal alteragdo ocorre
por meio de processos como acetilagdo, metilagdo, fosforilacdo e ubiquitinacdo, normalmente
em residuos especificos das caudas das histonas centrais (Kouzarides, 2007). No processo de
acetilagdo, a regulagdo ¢ mediada por duas enzimas fundamentais: a histona acetiltransferase
(HAT) e a histona deacetilase (HDAC), ¢ modificagdes na expressdo ou atividade dessas
enzimas em qualquer momento da vida podem resultar em padrdes anormais de expressao

génica, contribuindo assim para o desenvolvimento de patologias (Costa; Pacheco, 2013).
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Outro elemento fundamental s3o os RNAs ndo codificantes que podem se unir as
proteinas argonautas e originar complexos de silenciamento transcricional (Holoch; Moazed,
2015; Li; Liu, 2019). Essa molécula ¢ um importante regulador epigenético que participa
ativamente de diversos processos fisiologicos e patologicos, como a degradacdo de RNA
mensageiro ¢ a supressdo da traducdo de proteinas (Holoch; Moazed, 2015; Peixoto et al.,
2020).

Dado o exposto, torna-se fundamental entender melhor o papel da satide materna e
nutricdo nos estagios iniciais do desenvolvimento fetal e progressdo de doengas na infancia e
na idade adulta e como estes poderiam modular o risco de doenga, através de alteragdo do

epigenoma.

2.2 Reducio de ninhada e a programacao metabdlica

Os estimulos ambientais chegam ao organismo por meio da percep¢do do sistema
endocrino e nervoso central, os quais estdo interligados entre si para receber a informagdo
externa. Conforme a etapa de desenvolvimento, a associagdo do ambiente, recepcdo do
sistema nervoso ¢ modulacdo do sistema enddcrino gerara diversas repercussoes (Figlewicz,
2015). Como mencionado anteriormente, nos periodos de alta sensibilidade a fatores
externos, como ¢ o caso da lactagdo, as alteracdes metabodlicas induzem programagdes
metabodlicas que podem dar origem a mudancas génicas transmitidas ou ndo as geragdes
seguintes (Anway et al., 2005; Silva et al., 2015). Nessa perspectiva, a modificagdo do
consumo de nutrientes, armazenamento e uso de fontes energéticas na maturidade esta
vinculado a modulagdes hipotaldmicas nos estagios iniciais da vida (Xavier, 2016).

Durante a lactagdo, o desenvolvimento morfologico e fisioldgico pode ser alterado se
o eixo neuro-hormonal sofrer adaptacdes em decorréncia de algum acontecimento, podendo
gerar uma alteragdo permanente, mesmo quando a situacdo de normalidade retorne. Isso
acontece porque os nutrientes determinam a desorganizacdo do processo epigenético,
podendo causar o surgimento de doencas relacionadas a distirbios metabodlicos (Tiffon,
2018). Levando em consideragdo que a lactagdo e o leite materno exercem uma implicagao
direta sobre o crescimento ¢ metabolismo do organismo em desenvolvimento, o cuidado
nesta etapa ¢ fundamental (Xavier, 2016). O leite materno ¢ considerado um alimento
completo e ideal para todas as criangas durante os primeiros dois anos de vida, sendo
composto por nutrientes importantes para o crescimento, energia e sistema nervoso central

(Pessoa, 2017). Dessa forma, a composi¢ao do leite pode estar envolvida no processo de
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programac¢do metabdlica e, no caso especifico do tecido adiposo, ocasionar alteracdes no
nimero e¢/ou tamanho de adipocitos e, consequentemente, induzir os mecanismos deste
fendmeno (Xavier, 2016).

Atrelado a isso, a reducdo do nimero de filhotes da prole em roedores ¢ um modelo
experimental bastante utilizado para induzir hipernutricdo precoce e investigar sua relagao
com programacdo metabdlica durante a lactacdo, além de avaliar os possiveis efeitos na
saude, em longo prazo, dos animais (Habbout et al., 2013). O modelo compreende na redugao
do tamanho de ninhada para apenas 4 filhotes durante a lactacao (Spencer; Tilbrook, 2009), o
que leva ao maior fornecimento de leite materno a prole e, consequentemente, ingestao do
volume maximo da capacidade do trato gastrointestinal (Xavier, 2016). Um estudo
evidenciou que ratos submetidos a superlactacio demonstraram aumento do peso corporal e
do TAB, além de pardmetros metabolicos alterados como hiperglicemia, hiperinsulinemia,
hipertrigliceridemia e reducdo de lipoproteinas de alta densidade (HDL- High Density
Lipoprotein) na vida adulta (Rinaldi et al., 2012).

No entanto, os efeitos da reduc¢do de ninhada na literatura ainda sdo controversos.
Alguns trabalhos salientam que a superlactacdo tem um efeito protetor contra problemas
metabdlicos posteriormente, como a obesidade e diabetes (Grunewald et al., 2014; Rodekamp
et al., 2005). Os resultados de um efeito protetor da superlactacdo podem ser explicados
devido as substancias bioativas presentes no leite materno que modulam a expressdo génica,
de tal forma a promover o equilibrio energético e prevenir o surgimento de doengas na fase
adulta (Kaput; Rodriguez, 2004; Pereira; Alfenas; Araajo, 2014). Além disso, a existéncia de
oligossacarideos no leite materno desempenha um papel fundamental na promocao de uma
microbiota equilibrada, estimulando a sintese de acidos graxos de cadeia curta € minimizando
o acumulo de gorduras nos tecidos (Chambers et al., 2018; Koleva; Bridgman; Kozyrskyj,
2015). Portanto, o estudo acerca desse tema ¢ bastante relevante para sanar questionamentos

ainda nao totalmente elucidados na ciéncia.

2.3 Consumo de carboidratos simples e o desenvolvimento da resisténcia a insulina

Os carboidratos sdo as moléculas mais abundantes em nosso planeta (Chandel, 2021),
sendo essenciais para a nutricdo e sdo encontrados em uma variedade de alimentos,
fornecendo a maioria das calorias consumidas nas dietas ocidentais (Silva, 2019). Desde a
infancia, eles exercem o papel de fornecimento de energia, principalmente para o cérebro, um

orgao glicose-dependente (Mergenthaler et al., 2013; Silva, 2019). De acordo com as


https://www.zotero.org/google-docs/?lPdtMW
https://www.zotero.org/google-docs/?n5F1JZ
https://www.zotero.org/google-docs/?MYdv7F
https://www.zotero.org/google-docs/?fmmhoX
https://www.zotero.org/google-docs/?1ZwHRm
https://www.zotero.org/google-docs/?8BhheX
https://www.zotero.org/google-docs/?8BhheX
https://www.zotero.org/google-docs/?QXIk4x
https://www.zotero.org/google-docs/?JQoCEE
https://www.zotero.org/google-docs/?JQoCEE
https://www.zotero.org/google-docs/?a1lqE2
https://www.zotero.org/google-docs/?2cO6kE
https://www.zotero.org/google-docs/?iKuULz

23

Ingestdes Dietéticas de Referéncia (2023) (DRIs- Dietary Recommended Intakes), os
carboidratos devem fornecer cerca de 45%-65% da ingestdo calorica didria humana (Dietary
Reference Intakes For Energy, 2023). No Brasil, a maioria da populagdo consome mais de
50% de sua dieta com esse macronutriente (Araujo et al., 2013).

Todavia, os chamados agucares adicionados sdo aglicares processados e¢/ou refinados,
como a sacarose e xarope de milho rico em frutose, que fornecem pouco valor nutricional aos
alimentos e consistem em calorias vazias (Witek; Wydra; Filip, 2022). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o acucar de adi¢dao nao deve ultrapassar 10% do total
da energia diaria consumida (World Health Organization, 2015). Dados do Ministério da
Satde e Organizagdo Panamericana de Satde (OPAS/OMS) apontam que 12,9% das criangas
brasileiras entre 5 e 9 anos sdo obesas e 21% dos adolescentes entre 12 e 17 anos sdo obesos
(Ministério da Saude, 2021; Organizagdo Paanamericana de Satude, 2021). Ademais, no ano
de 2016, mais de 1,9 bilhdes de adultos estavam com sobrepeso (Haththotuwa; Wijeyaratne;
Senarath, 2020). Dentre muitos fatores, como exercicio fisico, genética e ambiente, a dieta é
um elemento favoravel ou ndo a condi¢cdes complexas como a obesidade e SM (Johnson et
al., 2017). O excesso de agucar adicionado esta relacionado com o desenvolvimento e¢/ou
prevaléncia de RI, dislipidemia, doencas cardiovasculares e diabetes tipo 2 independente do
ganho de peso corporal ou ingestdo total de calorias por meio da desregulacdo do
metabolismo de carboidratos e lipidios (Stanhope, 2016).

Dentro desse contexto, a glicose ¢ uma fonte de energia para as células e ¢
metabolizada por meio do processo conhecido como glicolise, que converte uma molécula de
glicose em duas moléculas de acido piruvico (Nakrani; Wineland; Anjum, 2023; Witek;
Wydra; Filip, 2022). Os carboidratos sdo os principais macronutrientes que afetam a glicemia
pos prandial. A resposta glicémica depende de diversos fatores, incluindo a quantidade total
de carboidratos consumida, além do tipo desse macronutriente (Papakonstantinou et al.,
2022). Um estudo demonstrou que dietas com carboidratos de alto indice glicémico durante a
puberdade foram associadas com aumento de RI posteriormente (Goletzke et al., 2013).
Assim, os carboidratos de baixo indice glicémico s@o interessantes, pois promovem uma
liberagdo mais lenta da insulina ¢ melhor controle da obesidade, devido ao aumento da
saciedade, além da maior distensdo gastrica promovida pela quantidade de fibras desses
alimentos que aumentam a secre¢do de colecistoquinina (Diretriz Da Sociedade Brasileira De
Diabetes, 2023).

Atrelado a isso, a dieta ¢ um fator modificavel que pode prevenir ou predispor a RI

(Castro-Quezada et al., 2019). Diversos estudos sugerem que o consumo de agucares
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adicionados esta associado com a presenga de RI (Aragno; Mastrocola, 2017; Freeman et al.,
2018; Stanhope, 2016). Essa ¢ uma condi¢ao glicometabdlica definida pela incapacidade de
alguns tecidos em responder as concentracdes normais de insulina e, assim, concentragdes
maiores do hormonio sdo necessarias para manter as fungdes normais da insulina nas células
(Lee; Park; Choi, 2022a). Esse ¢ um hormoénio regulador fundamental na transi¢do da
producdo de nutrientes para o armazenamento. Apds a ingestdo de nutrientes, as
concentragdes de glicose plasmatica atingem uma concentracdo limite que estimula a
secrecdo de insulina por meio das células beta pancreaticas. Em situagdes regulares, esse
horménio promove a absor¢do de glicose nos principais locais de armazenamento e consumo,
como no tecido adiposo, em que o excesso de carboidratos ¢ armazenado como TAG. (Lee;
Park; Choi, 2022b).

Em condicodes fisiologicas normais, para que a glicose seja utilizada pelo TAB, uma
cascata de transducdo de sinal é desencadeada por meio da ligacdo da insulina com seu
receptor na membrana plasmatica, a fim de garantir a entrada da molécula nas células
adiposas (Choe et al., 2016). De forma resumida, quando a insulina se liga ao seu receptor,
ocorre a autofosforilagdo do substrato do receptor de insulina (IRS1/2) no residuo de tirosina,
que permite, sequencialmente, a fosforilagdo da subunidade reguladora p85 da enzima
fosfoinositideo-3-quinase (PI3K) e ativacdo do seu dominio catalitico (pl110a). Essas
alteragdes iniciais fazem com que a PI3K fosforile o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) na
posicdo 3 do anel de inositol, gerando o fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), o qual
ancora o fosfoinositideo quinase dependente-1 (PDK1) e proteina quinase B (AKT), duas
proteinas essenciais no processo de sinalizacdo (De Deus et al., 2023b). O PDK1 fosforila o
residuo de treonina 308 da AKT e a proteina alvo de mamifero do complexo de rapamicina 2
(mTORC2) fosforila a AKT no residuo de serina 473. O processo de fosforilagdo da AKT no
residuo de serina [pAKT(Ser473)], dentre outras agdes, promove a translocacdo da proteina
transportadora de glicose 4 (GLUT4) para a membrana dos adip6citos, o que garante a
entrada de glicose nas células. A pAKT(Ser473) também fosforila a glicogénio sintase
quinase 3 (GSK3p), fundamental para a inibi¢do da glicogenolise e ativagao da glicogénese,
por meio da estimulagdo da enzima glicogénio sintase (GS). Além disso, ocorre a fosforilagao
de fatores de transcricdo forkhead (FOXO- forkhead box protein O), impedindo sua
translocacdo do nucleo para o citoplasma, o que inibe a transcricdo dos genes
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e glicose 6-fosfatase (G6P) (De Deus et al.,
2023a). Em uma situacdo de RI, ha uma ativagdo das S treonina quinase como a proteina

c-jun N terminal quinase (JNK), que ird fosforilar IRS1/2 em serina. Isso resulta em uma
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diminuicdo da pAKT(Ser473) e possibilita a ativagdo de GSK3 e, consequentemente,
inibicdo de GS. Ademais, a auséncia de fosforilagdo nuclear de FOXO por meio da
pAKT(Ser473) garante a translocagdo dele para o citoplasma e a transcri¢do de genes PEPCK
e GO6P, o que estimula a gliconeogénese, permitindo a producdo de glicose-6-P ¢ a sua
desfosforilacdo pela G6P. Esse mecanismo resulta em um quadro de hiperglicemia (De Deus

et al., 2023b), como observado na figura 02, a seguir.

Figura 02- Via da sinalizagdo de insulina

Hiperglicemia
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@ A insulina se liga ao seu receptor e promove a autofosforilacio de IRS1/2 no residuo de tirosina ;

@ Levando a fosforilagio da p85 da PI3K e ativagdo de p110a;

(@ PI3K fosforila PIP2 e gera PIP3, o qual ancora o PDK1 e AKT;

@ PDK1 fosforila o residuo de treonina 308 da AKT e mTORC2 fosforila a AKT no residuo de serina 473;

® A AKT(Serd73) permite que o0 GLUT4 seja translocado para a membrana dos adipdcitos e a glicose entra nas
células;

® A pAKT(Serd73) fosforila a GSK3P e estimula a GS; inibigio da glicogenolise e ativagio da glicogénese;
@ Fosforilagio de FOXO; inibicdo da transcrigdo dos genes PEPCK e G6P;

Na RI, ocorre a fosforilagdo de IR1/2 em S por meio de JNK.

® Na diminuigdo da pAKT(Ser473) a translocagio de GLUT-4 até a membrana é inibida, ndo ocorrendo a
entrada de glicose nas células. Além disso, ocorre ativacdo de GSK3f com inibi¢ao de GS.

A auséncia de fosforilagdo de FOXO permite a transcricdo de genes PEPCK e G6P, o que estimula a
gliconeogénese, permitindo a produgdo de G6P e a sua desfosforilacdo pela G6P.

(@ Resulta em um quadro de hiperglicemia;

Tir: residuo de tirosina; IRS1/2: receptor de insulina; p85: subunidade reguladora; PI3K:
fosfoinositideo-3-quinase; p110a: dominio catalitico ; PIP2:  fosfatidilinositol-4,5-bifosfato;
PIP3:fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato; PDK1: fosfoinositideo quinase dependente-1; AKT: proteina quinase B;
T: residuo de treonina; mTORC2: proteina alvo de mamifero do complexo de rapamicina 2; S: residuo de
serina; GLUT4: transportador de glicose 4; pAKT(Ser473): AKT fosforilada no residuo de serina; GSK3p:
glicogénio sintase quinase 3; GS: glicogénio sintase; FOXO: fosforilacdo de fatores de transcri¢do forkhead,
PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxiquinase; G6P: glicose 6-fosfatase; JNK: c-jun N terminal quinase;

Seta preta: via insulinica normal
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Seta vermelha: via insulinica em condigdo de resisténcia a insulina
Fonte: adaptado de DE DEUS et al., 2023; SOUZA, 2018. Criado com Biorender.com

No entanto, a ingestdo excessiva de carboidratos simples, principalmente durante a
infancia, pode alterar a expressdo de genes que atuam em redes relacionadas a diferenciacdo
celular e metabolismo de lipidios no tecido adiposo (De Queiroz et al., 2014b), contribuindo
para um quadro de desregulacdo insulinica. Ademais, o desenvolvimento da RI é comumente
associado com a acumulagdo excessiva de massa adiposa, sendo a adiposidade o
determinante mais importante da RI entre criancas de diferentes idades, etnias, sexo (Lee,
2006; Maffeis; Morandi, 2018). Embora existam muitos fatores que contribuem para o
desenvolvimento da RI, a obesidade ¢ um dos mais fortes fatores determinantes, ainda na
infancia (Tucker, 2022). Nesse sentido, o consumo excessivo de agucar pode ser perigoso
para o corpo humano, contribuindo para a epidemia da obesidade e sobrepeso (Witek; Wydra;
Filip, 2022). Sabendo que o consumo de carboidratos simples excessivo desde a infdncia tem
se tornado um problema de saude global, estudar os mecanismos e formas de combater a RI

decorrente da obesidade ¢ de suma importancia.

2.4 Tecido adiposo branco: sua relacio com o metabolismo, ingestio de carboidratos

simples e reducio de ninhada

O TAB exerce um papel fundamental quanto ao metabolismo energético do corpo,
pois ¢é responsavel pelo armazenamento de lipidios, a partir da lipogénese, bem como pela
disponibilidade de 4cidos graxos livres, através da lipdlise, gerando substratos para o
metabolismo via beta oxidagdo (Bodis; Roden, 2018). Além do metabolismo energético, o
TAB tem uma atuagdo no isolamento térmico e prote¢do contra estresse mecanico, sendo
cada vez mais estudado devido a sua fungdo enddcrina no corpo, que secreta grandes
quantidades de substancias regulatorias para o organismo, como hormoénios, adipocinas e
citocinas, a fim de controlar a homeostase energética e sistema imune (Scheja; Heeren, 2019).

O TAB ¢ subdividido em duas classificacdes, de acordo com a distribuicdo de
depositos no corpo: o tecido adiposo subcutaneo (TAS), que corresponde aos estoques abaixo
da pele nas areas abdominal, glutea ¢ femoral, representando 80% da gordura, e o tecido
adiposo visceral (TAV), que corresponde a deposi¢do de gordura mesentérica, omental e
retroperitoneal (Fonseca-Alaniz et al., 2006; Guglielmi; Sbraccia, 2018). As células de
gorduras, denominadas adipdcitos, sdo especializadas no estoque de energia na forma de

TAG, ndo ocorrendo prejuizo a integridade funcional destas células. As substancias
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secretadas de forma ativa pelos adipocitos estdo envolvidas na regulagdo da homeostase de
lipidios e carboidratos, podendo sofrer modificagdes em decorréncia dos habitos alimentares
e estilo de vida (Choe et al., 2016; Coelho; Oliveira; Fernandes, 2013).

Na infancia, o tecido adiposo marrom (TAM) ¢é abundante, principalmente para a
dissipagdo de energia e geracdo de calor, sendo composto por adipécitos que estocam o TAG
em goticulas lipidicas uniloculares (Liu et al., 2021), o que representa mais de 90% do
volume celular (Saely; Geiger; Drexel, 2012). Devido a sua alta plasticidade, o TAB tem a
capacidade de expandir, contrair e modificar nos primeiros anos de vida e fase adulta para
acomodar mudangas em resposta a uma variedade de estimulos, incluindo obesidade, dieta e
exercicio (White, 2023). Ademais, algumas condi¢des, como alteracdes genéticas ou
exposicdo ao frio, t€ém o potencial de desencadear o escurecimento do TAB. Esse processo
envolve a ativagdo de genes relacionados a fungdo do TAM no TAB, resultando na formacgao
de adipécitos conhecidos como "beges". E importante ressaltar que a indugdo da
termogénese, tanto no TAM quanto no TAB, demonstrou aumentar o gasto energético e
prevenir o desenvolvimento de obesidade associada ao consumo de dieta e disfungdo
metabolica (Price; Fernandez-Hernando, 2016). Dentro desse contexto, o TAB desempenha
um papel vital na regulagdo da homeostase energética de todo o corpo, sequestrando,
armazenando e liberando lipidios conforme necessario (Li; Spalding, 2022). O crescimento
do TAB ¢ mediado pelo equilibrio entre a lipogénese e lipdlise e a insulina exerce um papel
fundamental, estimulando a lipogénese e inibindo a lip6lise, mantendo o estoque de lipidios
nos adipécitos em concentragdes fisiologicas (Li; Spalding, 2022). O principal recurso para a
lipogénese sao os TAG circulantes transportados por meio das lipoproteinas de muita baixa
densidade (VLDL- Very Low Density Lipoprotein) residentes no figado ou quilomicrons
derivados do intestino (Li; Spalding, 2022).

Esse crescimento dos adipdcitos em si € um mecanismo necessario pelo qual as
células acomodam a sobrecarga de nutrientes. No entanto, o crescimento descontrolado
resulta na dificuldade de manuten¢do da homeostase, contribuindo para a disfunc¢ao do tecido
(Li; Spalding, 2022). A capacidade de armazenamento de lipidios no TAB pode ocorrer pela
expansdo do tecido que pode ser caracterizada como hiperplasia (aumento no numero de
adipocitos) ou hipertrofia (aumento no tamanho de adipocitos) (Vishvanath; Gupta, 2019),
como observado na figura 03, a seguir. O aumento consideravel do tamanho das células
ocasionado pela expansdo hipertrofica, leva a disfuncdo dos adipocitos e tem sido
amplamente reconhecido como o principal fator no desenvolvimento da SM relacionada a

obesidade (Honecker et al., 2022), ocasionando prejuizo na angiogénese, acumulacdo da
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matriz extracelular e infiltragdo e ativa¢do de células inflamatorias (Choe et al., 2016). A
lipolise basal ¢ aumentada na presenca de adipocitos hipertroficos, o que aumenta a liberagao
de acidos graxos livres (AGL). Assim, grandes quantidades de AGL lancados pelo TAB sao
capturados por outros tecidos, como o figado e o musculo, ¢ podem causar acumulagéo
ectopica de gordura (Choe et al.,, 2016). Associado a isso, a sinalizacdo da insulina
prejudicada na RI ndo promove a adequada absorcao de glicose pelos adipocitos e também
ndo inibe a lipolise de forma suficiente para proteger os tecidos ndo adiposos da deposicao
lipidica ectopica (Felix; Cox; Hartig, 2021). As disfungdes adiposas que ocorrem na
obesidade incluem a diminui¢do da capacidade dos adipdcitos de sintetizar, esterificar e
armazenar TAG em uma goticula lipidica central. Isso ocorre pois existe uma reducdo na
expressao enzimatica da sintese lipidica, esterificacdo e sequestro de acidos graxos, incluindo
diminuicao dos niveis de proteinas de goticulas lipidicas que normalmente protegem os TAG

armazenados da lipdlise (Czech, 2020).

Figura 03 - Caracteristicas dos adipécitos hiperplasicos e hipertréficos.
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Fonte: Adaptado de CHOE e cols., 2016. Criado com o Biorender.com.

Apo6s o processo hipertrofico dos adipdcitos ocorre a hiperplasia, que se da por meio
da adipogénese, na formag¢do de novos adipocitos através de uma célula precursora,
aumentando a capacidade de deposi¢do de energia TAG do TAB. A obesidade proveniente do
processo hipertrofico tem um maior potencial nocivo devido a produgdo e liberagdo de
citocinas, o que deixa o tecido mais sujeito a mecanismos inflamatdrios. Entretanto, a
obesidade hiperplasica contribui para a melhora da inflamacdo ocasionada pela hipertrofia

(Choe et al., 2016), sendo preferivel durante a remodelagdo do tecido, pois pequenos
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adipocitos apresentam melhor sensibilidade a insulina (Eriksson-Hogling et al., 2015).
Normalmente, o nimero total de adipocitos é definido durante a infancia ¢ permanece
constante durante a fase adulta, mas pode ser aumentado com a obesidade precoce e, em
alguns casos, em adultos pelo excesso de ingestdo de alimentos caldricos (Kahn; Wang; Lee,
2019). Embora a obesidade seja considerada uma desordem com etiologia multifatorial e esta
frequentemente associada a uma dieta rica em gorduras, o consumo excessivo de agucar no
inicio da vida tem sido descrito como um modulador lipogénico, afetando periodos criticos da
infancia e promovendo obesidade e RI em adultos jovens (Joslowski et al., 2013).

Alguns estudos com ratos Wistar evidenciam que a HSD induz a hipertrofia do TAB
retroperitoneal, o que reflete em uma redu¢do do nimero de adipdcitos por area, além do
aumento do teor de lipideos também provocado pela dieta (De Queiroz et al., 2014a; Santos,
2018). Assim, o consumo exacerbado de agicar ¢ capaz de intensificar o risco de
desenvolvimento de patologias metabolicas durante a vida adulta em razdo do aumento da
expressao génica relacionada a vias pro-adipogénicas (De Queiroz et al., 2014a).

Nessa perspectiva, como dito anteriormente, a manipulagdo do tamanho de ninhada
em roedores tem sido utilizada para avaliar as consequéncias, em longo prazo, causadas pela
hipernutri¢do, em se tratando da composigdo corporal desses animais (Habbout et al., 2013).
Havendo uma alta disponibilidade de leite, o volume maximo da capacidade gastrointestinal
dos animais ¢ alcangado, podendo levar os filhotes a hiperalimentacdo, tendo em vista que a
fun¢do hipotaldmica nos estadgios iniciais do desenvolvimento ndo estd completamente
formada. Dessa maneira, a superlactagdo tem sido correlacionada com o excesso de peso ¢
hiperfagia na fase adulta. Entretanto, as alteragdes no TAB por meio desse modelo ainda sao
controversas na literatura (Nery, 2011), uma vez que dados anteriores do grupo evidenciaram
um efeito protetor da superlactacdo no que diz respeito ao tecido adiposo em animais
submetidos a HSD (Deus, 2020).

Portanto, considerando que o TAB exerce uma atuagdo central na regulagdo do
metabolismo de lipideos e carboidratos e que a HSD e a superlactacao sdo estimulos externos
capazes de ocasionar modificagdes morfologicas e metabdlicas nesse tecido, ¢ de grande

relevancia compreender os processos que interligam essas tematicas.

2.5 Paraoxonase-1: mecanismos de a¢ao

As paraoxonases compdem um grupo de trés enzimas: paraoxonase-1 (PON-1),

paraoxonase-2 (PON-2) e paraoxonase-3 (PON-3) (Taler-Ver¢i¢; Goli¢nik; Bavec, 2020). A
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PON-1 foi identificada em 1940 por Norman Aldridge e classificada inicialmente como uma
A-esterase, ficando posteriormente conhecida como paraoxonase devido a sua capacidade de
hidrolisar a forma oxon do inseticida parathion (Ikhlef et al., 2017). No entanto, apesar de ter
ficado conhecida pela sua capacidade de prote¢do contra envenenamento por derivados
organofosforados, ha um foco no seu papel protetor em doengas cardiovasculares e seu uso
como um marcador de patologias envolvendo inflamag¢ao, uma vez que ela protege contra o
estresse oxidativo (Ceron; Tecles; Tvarijonaviciute, 2014).

De forma geral, essas trés enzimas apresentam uma variedade de atividades
enzimaticas para varios tipos de substratos em um Unico sitio ativo (Taler-Verci¢; Goli¢nik;
Bavec, 2020). Entretanto, apenas a PON-1 exibe as trés atividades: lactonasica, arilesterasica
e paraoxonasica (Taler-Verci¢; Goli¢nik; Bavec, 2020), o que a permite ter a capacidade de
hidrolisar metabdlitos ativos de inseticidas organofosforados como oxon e diazon, ésteres
aromaticos como fenilacetato, tiofenilacetato e 2-naftilacetato e lactonas aromaticas e
alifaticas (dihidrocumarina, g-butirolactona e homocisteina tiolactona) (Cunha, 2012). Os
substratos mais comuns utilizados em experimentos para avaliar a atividade enzimatica da
PON-1 sdo o fenilacetato e o paraoxon (Kulka, 2016). A maior utilizagdo do substrato
fenilacetato em ensaios se da devido a sua importancia para a redu¢do do dano endotelial e
doengas cardiovasculares (Shunmoogam; Naidoo; Chilton, 2018), enquanto o paraoxon ¢
amplamente utilizado devido a sua alta especificidade para a hidrolise de organofosforados e
sua toxicidade para a saude (Marsillach; Costa; Furlong, 2016). Os organofosfatos sdo
triésteres de fosfatos com mecanismo de ac¢do associado com a inibi¢ao de acetilcolinesterase
no sistema nervoso, que catalisa a hidrélise do neurotransmissor acetilcolina e resulta na crise
colinérgica (Mohammed et al., 2022). Os éteres aromaticos apresentam um anel aromatico
em sua composi¢do e o fenilacetato ¢ um dos substratos de ésteres aromaticos mais
conhecidos para a PON-1, apresentando uma taxa de hidrolise alta em comparacdo com as
demais enzimas da familia (Mohammed et al., 2022).

Além disso, a PON-1 é uma glicoproteina multifuncional calcio dependente (Ikhlef et
al., 2017; Taler-Verci¢; Goli¢nik; Bavec, 2020) intimamente associada a subfragdo da HDL
na corrente sanguinea (Mahrooz; Mackness, 2020) e encontrada em varias espécies de
animais (Shunmoogam; Naidoo; Chilton, 2018). Essa enzima apresenta uma estrutura
tridimensional composta por dois ions de célcio com fungdes distintas: um para estabilizar a
estrutura enzimatica e o outro para que a atividade catalitica acontega nos substratos (Ikhlef et
al., 2017). Ela ¢ sintetizada pelo figado e pode ser identificada no plasma (Kulka, 2016) e em
diversos tecidos a partir do transporte feito por HDL (Marsillach et al., 2008), podendo estar
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presente em varias particulas de HDL, incluindo aquelas contendo apenas apolipoproteina Al
(apoA-I) e outras contendo apoA-I e apolipoproteina A2 (apoA-II) (Dullaart; Otvos; James,
2014). A fragdo de HDL que contém maior atividade enzimatica da PON-1 ¢ HDLs (Kulka,
2016). Assim, essa enzima pode representar um determinante das concentracdes circulantes
de colesterol HDL e apoA-I, a apolipoproteina mais abundante dessa fragcdo de colesterol
(Dullaart; Otvos; James, 2014).

Dentro desse contexto, o HDL ¢ um potencial inibidor da oxidag@o da lipoproteina de
baixa densidade (LDL- Low Density Lipoprotein), enquanto alguns fosfolipidios oxidados
podem atuar como substratos fisiologicos para a PON-1 no plasma (Senti et al., 2003). O
papel protetor do HDL frente a doencas cardiovasculares se da por meio do transporte reverso
do colesterol feito por essa fracdo (Shokri et al., 2020). O principal mecanismo pelo qual a
HDL inibe a formagdo da LDL oxidada (ox-LDL), a molécula principal no processo de
aterosclerose, ¢ através da hidrdlise enzimatica dos hidroperoxidos de fosfolipidios (Macedo,
2013; Shokri et al., 2020). O dano oxidativo de LDL acontece por meio da formagao desses
hidroperoxidos de fosfolipidios contendo acidos graxos insaturados que se decompde para
liberar aldeidos reativos mediante a uma reagdo de fosfolipase A2 em lisofosfolilideos
(Kulka, 2016).

Dessa maneira, o maior interesse pela PON-1 se deu a partir do estudo feito por
Mackness (1991) em que demonstrou a prevengao do surgimento de hidroperoxido durante a
oxidac¢do de LDL induzida por Ca*" por meio de HDL e participagdo fundamental da PON-1
Além disso, o efeito antioxidante do HDL ¢ associado a presenca de algumas enzimas como a
PON-1 (Macedo, 2013). Nesse sentido, estudos indicam que os efeitos ateroprotetores da
PON-1 podem ser capazes de modular o efluxo de colesterol pelos macrofagos (Berrougui;
Loued; Khalil, 2012; Cervellati et al., 2019). O estudo de Rosenblant e colaboradores (2005)
foi essencial para reportar o potencial papel da PON-1 no efluxo de colesterol mediado por
HDL, por meio do transportador A1 de cassete de ligacdo de ATP (ABCAT) (Rosenblat et al.,
2005). Sendo assim, a PON-1 atuaria de forma a conter o processo da oxidacdo lipidica e
conferir protegdo as membranas celulares (Pinheiro; Jesuino, 2022), além de reduzir a
formagao de células espumosas pelos macrofagos (Mackness; Mackness, 2015).

A PON-1 exerce um papel primordial em algumas doengas metabolicas como
diabetes, doencas cardiovasculares e cancer (Kotur-StevuljeviC et al., 2020), como
exemplificado pela figura 04, a seguir. Em roedores, a lipoproteina HDL desempenha a
funcdo de transportar o colesterol para os 6rgaos, de maneira similar a fungdo da lipoproteina

LDL no corpo humano (Groener; Van Gent; Van Tol, 1989; Kadowaki; Patton; Robins,
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1992). Apos a hidrdlise, a maior parte das VLDL sdo removidas da circulacdo utilizando os
receptores hepaticos B/E e poucas particulas se convertem em LDL, as quais também sdo
preferencialmente captadas e removidas pelo figado (Havel, 1984). H4 evidéncias em
modelos animais geneticamente modificados que sugerem um efeito ateroprotetor da PON-1
(Koren-Gluzer; Aviram; Hayek, 2013; Shih et al., 1998; Tward et al., 2002). Nesse sentido, o
comportamento enzimatico dessa proteina em modelos experimentais € interessante, pois
intermedia os estudos in vitro e clinicos a respeito do desenvolvimento de diversas doengas

relacionadas a disturbios metabolicos importantes (Shunmoogam; Naidoo; Chilton, 2018).

Figura 04 - Sintese da PON-1 no figado e suas fungdes em diversos tecidos.

PON-1 associada a HDL na corrente sanguinea

Previne a oxidagédo de LDL

Prevencgédo da aterosclerose e
complicagdes cardiovasculares

AN

Aterosclerose Diabetes

Doenga arterial mellitus
coronéria

Fonte: Elaboragdo propria. Criado com o Biorender.com

No entanto, ainda é controverso se as concentracdes elevadas da enzima contribuem
para o surgimento de algumas doencas ou representam um mecanismo de protecao
relacionado com suas propriedades antioxidantes (Ceron; Tecles; Tvarijonaviciute, 2014).

Além disso, as altera¢des na atividade da PON-1 sdo influenciadas por fatores genéticos e
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ambientais e parecem variar amplamente entre individuos e populacdes (Senti et al., 2003).
Nessa perspectiva, o estudo da programacdo metabolica e HSD sdo fundamentais para
compreender o comportamento da PON-1 diante de exposigdes genéticas e¢ ambientais

significativas.

2.6 Tecido adiposo branco, reducio de ninhada, consumo de carboidrato simples e a

atividade da paraoxonase-1

Dentre as diversas fungdes do TAB, citadas anteriormente, esse tecido também atua
nas agdes imunologicas e endocrinas, de tal maneira que pode atenuar ou potencializar
reacdes desencadeadas por processos inflamatorios e estimulos metabolicos, como, por
exemplo, a obesidade, fator que pode perturbar o bom funcionamento desse tecido (Fiilop et
al., 2016). Além disso, as adipocinas do TAB atuam de maneira autdcrina, paracrina e
enddcrina e sdo capazes de regular processos enddcrinos e imunoldgicos que compartilham
diversas vias (Fiilop et al., 2016). Associado a isso, na obesidade e outros disturbios
metabodlicos, a atividade da PON-1 parece ser reduzida, atrelada a um aumento nas
concentragdes de hidroperdxidos lipidicos (Fedelesova et al., 2017; Meneses et al., 2019). E,
neste contexto, a diminui¢dao da atividade da PON-1 pode indicar defesa prejudicada contra
processos inflamatorios que sdo agravados pela secregdo alterada de adipocinas. Dessa forma,
a PON-1 se correlaciona positivamente com a leptina, adiponectina e quemerina € o
desequilibrio de adipocinas aliado a diminuicdo da atividade da PON-1 contribui como um
marcador para prevenir condi¢gdes relacionadas a obesidade e complicagdes cardiovasculares
(Filop et al., 2016).

Nesse sentido, a manipulacio do tamanho de ninhada ¢ um procedimento que
contribui para a programag¢ao metabolica do organismo, pois induz a superlactacio (Xavier,
2016), sendo um modelo importante para esclarecer os impactos do sobrepeso e obesidade na
infancia na vida adulta (Conceigéo et al., 2013). Como discutido em topicos anteriores, 0s
efeitos da reducdo de ninhada ainda sdo controversos na literatura. Sabendo que as
modificacdes da atividade da PON-1 frente a certas condicdes estdo relacionadas como um
marcador para diversas alteracdes metabolicas ¢ que a redugdo de ninhada ¢ um modelo
atrelado a essas alteracdes, o estudo acerca dessa relagdo ¢ fundamental, uma vez que nao ¢
descrito pela literatura. Essa ¢ uma lacuna dentro dessa tematica, pois ndo ha estudos que
correlacionam os efeitos que a superlactacdo pode ocasionar na atividade da enzima,

portanto, ¢ um novo objeto de estudo na ciéncia buscado por esse trabalho.
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Além disso, como mencionado anteriormente, a ingestdo de macronutrientes € um dos
fatores que podem levar a alteragdes importantes nos mecanismos controlados pelo TAB. E
consenso na literatura que a HSD ¢ prejudicial para a saude, evidenciando modificagdes nas
quantidades de gordura corporal. Os estudos com roedores demonstram um impacto
significante em parametros metabolicos importantes, como aumento de TAG e processo
hipertrofico dos adipocitos no TAB em animais submetidos a um aumento de carboidratos
simples na dieta (De Queiroz et al., 2014b; Oliveira et al., 2020). No entanto, a associacdo e
consequéncias de uma HSD e a atividade da PON-1, enzima estudada neste trabalho, ainda
sdo escassos. Sabe-se que a composi¢do da dieta exerce um importante papel na modulacdo
na PON-1 (Meneses et al., 2019). A literatura relata que a dieta rica em sacarose em animais
induziu a hiperlipidemia e estresse oxidativo, sendo que tais condi¢des contribuem na
modulacdo negativa da atividade da PON-1 (Busserolles et al., 2002). Em relacdo a esse
dado, foi encontrado uma associagdo positiva entre concentragdes séricas de TAG com a
atividade enzimatica especifica (Macan et al., 2011). Essa divergéncia de resultados quanto a
expressdo da atividade enzimdtica em ratos evidencia a necessidade em aprofundar os estudos
acerca dessa associagdo, pois as propriedades antioxidantes da PON-1 parecem ter um efeito
citoprotetor nas células beta pancreaticas, o que aumenta sua viabilidade e,

significativamente, a secrecdo de insulina (Koren-Gluzer et al., 2011).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos da programagdo metabodlica induzida pela superlactagcdo e
resisténcia a insulina sobre a atividade da paraoxonase- 1 sérica e dinamica adiposa do tecido

adiposo branco retroperitoneal em ratos jovens apds 8 semanas de dieta high sugar.

3.2 Objetivos Especificos

- Validar o modelo experimental de superlactagao e RI induzida por HSD;

- Avaliar os efeitos da superlactacao e RI sobre o perfil lipidico sérico (colesterol total, fracao

HDL e TAG) ap6s 8 semanas de HSD;

- Investigar os efeitos da superlactagdo e da RI sobre os parametros morfométricos do TAB

retroperitoneal (numero e area dos adipocitos) apos 8 semanas de HSD;

- Avaliar os efeitos da superlactagdo e da RI sobre a massa relativa e teor de gordura total do

TAB retroperitoneal apds 8 semanas de HSD;

- Determinar os efeitos da superlactacdo e da RI sobre a atividade enzimatica da PON-1

(atividade arilesterasica e paraoxonasica) apos 8 semanas de HSD.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Estabelecimento do modelo experimental de superlactagao e resisténcia a insulina

Os procedimentos experimentais foram submetidos a Comissdo de Etica no Uso de
animais (CEUA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) sendo aprovados de acordo
com o protocolo n° 2245040518 (Anexo 1). Vale destacar que o estabelecimento do modelo
de redu¢do da ninhada e HSD ja foi realizado em projetos anteriores pelo nosso grupo de
pesquisa (Deus, 2020; Santos, 2021), restando as analises referentes a dinamica adiposa do
TAB e atividade da PONI.

Para o estabelecimento do modelo de ninhada reduzida foi determinado a partir do
modelo anteriormente publicado de manipulagdo de tamanho de ninhada (Spencer; Tilbrook,
2009). Apos o nascimento, os ratos Wistar machos (n= 49) foram distribuidos de maneira
aleatoria em dois grupos: ninhada controle (8 filhotes/mae, NC) e ninhada reduzida (4
filhotes/mae) por 21 dias (periodo de lactacdo). Apds o pos-desmame, os animais foram
novamente distribuidos randomicamente em quatro grupos: (i) ninhada controle com dieta
padrdao (n=11, STD-NC); (ii) ninhada controle com dieta rica em carboidratos simples (n=13,
HSD-NR); (iii) ninhada reduzida com dieta controle (n=12, STD-NR); (iv) ninhada reduzida
com dieta rica em carboidratos simples (n=13, HSD-NR). O delineamento experimental

encontra-se na Figura 05, a seguir.
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Figura 05 - Delineamento experimental.
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O modelo da ninhada reduzida foi estabelecido na literatura prévia (SPENCER, TILBROOK, 2009). Apods o
nascimento, os ratos Wistar (n=49) foram divididos em duas ninhadas, NC (8 filhotes por mae) e NR (4 filhotes
por mde). Apos o periodo de 21 dias, os animais foram randomicamente divididos em quatro grupos: (i) STD —
NC (n=11); (i) HSD-NC (n=13); (iii)) STD — NR (n=12) e (iv) HSD — NR (n=13), conforme o desenho
experimental acima. Apds 8 semanas, os animais foram eutanasiados sob anestesia, o sangue ¢ tecido adiposo
branco foram coletados e armazenados sob refrigeracdo para analises posteriores.

STD: dieta padrao ; HSD: dieta rica em carboidratos simples; NC: ninhada controle; NR: ninhada reduzida.
Fonte: Elaboragdo propria.

Com relacdo as dietas, os animais submetidos a dieta padrdo (STD) foram
alimentados com ragdo comercial para roedores (Nuvilab® - Nuvital-CR, Colombo, Brasil),
enquanto os animais submetidos a dieta HSD foram alimentados com uma dieta “palatavel”,
na qual era constituida por 33% de racdo Nuvilab®, 33% de leite condensado Mocga Nestlé,
7% de acucar cristal e o remanescente em agua (De Lima et al., 2008). Os animais foram
submetidos a essas diferentes dietas durante 8 semanas experimentais, sendo semanalmente
realizada afericdo de massa corporal e monitoramento do consumo alimentar. Apos este
periodo os animais foram eutanasiados utilizando anestésico inalatorio isoflurano (Isoforine,
Sao Paulo, Brasil), o sangue e TAB retroperitoneal foram extraidos e armazenados no freezer

em uma temperatura de -80°C para anélises futuras.
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4.2 Parametros de consumo, murinométricos e bioquimicos

Esses parametros foram realizados e analisados anteriormente pelo grupo e serdo
apresentados como resultados preliminares. Foi realizada a analise da ingestdo alimentar
didria, calculado os coeficientes de eficiéncia alimentar (CEA) através da formula CEA =
Variacdo da massa corporal(final - inicial) /Total de racdo ingerida ingerida no periodo em
gramas e o coeficiente de ganho de peso por consumo caldrico (CGPCC) pela féormula
CGPCC= Variacdo de massa corporal(final=inicial)/ Total de Kcal consumida no periodo
(Nery et al., 2011). A ingestdo caldrica foi obtida utilizando a quantidade consumida em
gramas ao final das semanas, multiplicado pela energia das respectivas dietas STD (3,11
kcal/g) e HSD (2,81 kcal/g), anteriormente avaliadas (Deus, 2020). O ganho de massa
corporal foi avaliado por meio do Indice de Lee: [*Vpeso corporal / comprimento nasoanal x
10] (Lee, 1929) e Indice de adiposidade: [(soma do peso dos coxins adiposos) / peso do
animal] (Taylor; Phillips, 1996).

Ap6s as 8 semanas de experimento, anteriormente a eutanasia, foi realizado o teste de
tolerancia a glicose intraperitoneal (TTGi) de acordo com protocolo previamente publicado
(Patel; Goyal, 2019). Apods a eutanasia, do soro foram realizadas as seguintes andlises
bioquimicas: dosagem da glicose sérica, pelo kit Glicose Monoreagente (Ref. K082; Bioclin,
Parand); insulina sérica, pelo kit comercial Rat Insulin ELISA (Cat #ERINS; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA), de acordo com o protocolo do fabricante, com posterior calculo do
Indice de resisténcia a insulina [[nsulin Resistance Index (HOMA-IR)], para avaliar a RI de

acordo com a férmula: (insulina de jejum x glicose) / 22,5 (Matthews et al., 1985).

4.3 Analise do perfil lipidico sérico apds 8 semanas

O conjunto de experimentos a seguir foram responsaveis por avaliar os efeitos da

ninhada reduzida e da HSD sobre o perfil lipidico sérico em ratos jovens apds 8 semanas.

4.3.1 Dosagem de colesterol total

Para a dosagem de colesterol total foi utilizado o kit Colesterol Liquiform (Ref. 76;
Labtest Diagnostico S.A, , Minas Gerais, Brasil) e o Leitor de Absorbancia em Microplacas
ELx808 (Biotek, Winooski, VT). De forma resumida, a dosagem foi feita pelo teste
enzimatico colorimétrico, em decorréncia da hidrolise de ésteres de colesterol em acidos

graxos e colesterol livre pela enzima colesterol esterase e hd a formagdo final de
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antipirilquinonimina. A placa com as amostras sao mantidas em estufa (FANEM, Sao Paulo,
Brasil) a 37° C por 10 minutos. A concentra¢do de colesterol presente em cada amostra ¢
diretamente proporcional a intensidade da cor vermelha formada na reag@o. Para a obtengdo
do valor do colesterol total, utilizou-se a férmula: colesterol total (mg/ dl) = (absorbancia da
teste — absorbancia do padrdo) x 200. A leitura da absorbancia foi feita a 500 nm e os

resultados expressos em mg/dL.

4.3.2 Dosagem da fragdo colesterol HDL

Para a dosagem de colesterol HDL foi utilizado o kit Labtest Liquiform (Colesterol
HDL Liquiform, Ref 13, Labtest Diagnostico S.A) e o Leitor de Absorbancia em Microplacas
ELx808 (Biotek). De forma resumida, inicialmente na primeira etapa dessa analise, foi
pipetado em microtubos (Eppendorf Hamburgo, Alemanha) 75 pl de amostras e 75 pl do
reagente precipitante que levados ao vortex (Phoenix Luferco Sdo Paulo, Brasil) durante 30
segundos e em seguida a centrifuga (Daiki, Sdo Paulo, Brasil) a 3500 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi coletado imediatamente apds o processo de centrifugagdo e transferido para
um novo microtubo (Eppendorf). Seguindo para a segunda etapa, foi utilizado o kit
Colesterol Liquiform (Ref. 76; Labtest Diagnostico S.A), na medida em que no precipitado
ficou o LDL e o VLDL, restando apenas o colesterol HDL do sobrenadante. Da mesma forma
como descrito anteriormente, a dosagem foi feita pelo teste enzimatico colorimétrico com a
placa com as amostras sendo mantidas em estufa (FANEM) a 37° C por 10 minutos. A
concentracdo de colesterol HDL presente em cada amostra ¢ diretamente proporcional a
intensidade da cor vermelha formada na reacdo. Para a obtencdo do valor do colesterol total,
utilizou-se a formula: colesterol HDL (mg/ dl) = (absorbancia da teste — absorbancia do
padrdao) x200. A leitura da absorbancia foi feita a 500 nm e os resultados expressos em

mg/dL.

4.3.3 Dosagem de triacilglicerol

Para a dosagem de triacilglicerol sérico, foi utilizado o kit Triglicérides Liquiform
(Ref. 87; Labtest Diagnoéstica S.A) e o Leitor de Absorbancia em Microplacas ELx808
(Biotek). De forma resumida, a dosagem foi feita pelo teste enzimatico colorimétrico, no qual
ocorre a hidrélise dos TAG em glicerol pela enzima lipoproteina lipase, obtendo na reagdo

final a quinoneimina. A placa com as amostras sdo mantidas em estufa (FANEM) a 37° C por
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10 minutos. A concentracdo de TAB presente em cada amostra ¢ diretamente proporcional a
intensidade da cor vermelha formada na reagdo para a obtencdo do valor do triacilglicerol
sérico, utilizou-se a formula: triacilglicerol (mg/dl) = (absorbancia do teste/absorbancia do
padrdao) x200. A leitura da absorbancia foi feita a 505 nm e os resultados expressos em

mg/dL.

4.4 Caracterizacio do tecido adiposo branco retroperitoneal

O conjunto de experimentos a seguir foram responsaveis por avaliar os efeitos da
superlactagdo ¢ da HSD sobre dinamica adiposa do TAB retroperitoneal (hiperplasia e

hipertrofia) em ratos jovens.

4.4.1 Confecg¢do das laminas histologicas do tecido adiposo branco retroperitoneal

Para analise da area e do numero dos adipdcitos, o TAB retroperitoneal foi dissecado
e fixado em solugdo de Metanol 80%-Dimetilsulfoxido 20% (Met-DMSO) (Metanol,
Alphatec, Sdo Paulo, Brasil; Dimetilsulfoxido, Labsynth, Sdo Paulo, Brasil) por trés dias,
com trocas do fixador a cada 24h e as amostras mantidas a -20°C no freezer ao longo de todo
0 processo. As amostras foram processadas pelo Laboratorio de Imunopatologia (LIMP),
sendo emblocadas em parafina, cortadas a uma espessura de 5 pm com um micrétomo e
coradas com hematoxilina-eosina (HE) (Synth, Sao Paulo, Brasil).

Para a determinacdo da area e do ntimero estimado dos adipocitos, as imagens das
laminas histoldgicas, coradas em HE, foram fotografadas pelo microscopio na objetiva de
20%x com uma camera digital, acoplada ao Microscopio Optico Digital Leica DM5000B
(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Em seguida, a analise morfométrica foi feita
também pelo Microscopio Leica DMS5000B (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) no
Software Leica Qwin v3.5.1 com area fixa de 2592 x 1944 um?. Tanto para a contagem dos
nucleos quanto para a estimativa da area dos adipdcitos, foram analisados 15 campos (fotos)
em cada lamina, com posterior calculo da média do valor encontrado em cada campo para

cada animal.

4.4.2 Massa relativa do tecido adiposo branco retroperitoneal

Para determinar se a superlactacdo e a HSD teriam efeito sobre o peso do TAB

retroperitoneal, foi calculada a massa relativa desse tecido pela seguinte formula: massa
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relativa do TAB = (massa absoluta do TAB/ massa corporal do animal) (De Queiroz et al.,

2017).

4.4.3 Determinagdo do teor de lipideos no tecido adiposo branco retroperitoneal pelo método
de FOLCH

Para a determinagdo do teor de gordura no TAB retroperitoneal foi utilizado o
método de extracdo de lipideos de FOLCH adaptado (Folch; Lees; Sloane Stanley, 1957). De
forma resumida, esse método compreende na extragdo do lipidio presente no tecido pela
lavagem com diferentes solugdes. Primeiramente, foram pesadas 100 mg das amostras do
tecido TAB retroperitoneal, que foram maceradas com auxilio de um Gral e Pistilo de
porcelana (Chiarotti, Sao Paulo, Brasil) juntamente com 2.000 pl de solugdo
Cloroféormio-Metanol (2:1) (Cloroférmio, CHCl;, metanol, CH;OH, Alphatec, Parana,
Brasil;), com a auxilio de uma pipeta (LabMate, Sao Paulo, Brasil) de forma gradativa. Apods
o processo de maceragao, o conteudo liquido foi transferido para um tubo previamente lavado
com éter de petroleo (Alphatec), esse tubo foi anteriormente secado em estufa (Tecnal, Sao
Paulo, Brasil) a 100 ° C e identificado no inicio do experimento. Na sequéncia, foram
adicionados 400 pl de Metanol (Alphatec) nos tubos e a homogeneizagao foi feita no Vortex
(Phoenix Luferco), por 3 minutos e em seguida levados para centrifuga (Daiki) por 10
minutos a 3.000 rpm. Apods essa etapa, o liquido sobrenadante foi transferido para outro tubo
de vidro também lavado com éter de petroleo, sendo adicionado 800 pl de Cloroférmio
(Alphatec) e 640 ul de solugdo de NaCl 0,73% (Cloreto de Sodio, NaCl, Labsynth, Sdo
Paulo, Brasil); a homogeneizagdo foi feita no Vortex (Phoenix Luferco) por 1 minuto e em
seguida levado a centrifuga (Daiki) por 10 minutos a 3000 rpm.

Ap6s o tempo na centrifuga (Daiki), o liquido sobrenadante dos tubos foi descartado
com auxilio da pipeta (LabMate), a parede do tubo foi lavada com solucdo de FOLCH
(CHCl;, CH;0H e H,0, na propor¢ao 3:48:47) (Alphatec) previamente preparada e os tubos
foram agitados de forma delicada e o sobrenadante novamente descartado. Os tubos foram
levados para a estufa (Tecnal) semiaberta a 80° C overnight por 17 horas até a completa
evaporagdo do solvente, vale ressaltar que durante as tltimas 3 horas de secagem na estufa,
os tubos foram avaliados a cada 60 minutos, para conferir se todo o solvente havia evaporado
e evitando que a gordura extraida queimasse. Apos esfriarem, os tubos foram novamente
pesados e o teor de lipideos foi calculado por diferenga, usando a férmula: % lipideos= (Peso

final do tubo — Peso inicial do tubo) / peso da amostra x 100.


https://www.zotero.org/google-docs/?RPLd3W
https://www.zotero.org/google-docs/?RPLd3W
https://www.zotero.org/google-docs/?zxpgKN
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4.4.4 Dosagem bioquimica no tecido adiposo branco retroperitoneal - triacilglicerol

Para a dosagem de TAG no TAB retroperitoneal, apds o procedimento de
determinacdo de lipidios totais pelo método de FOLCH, a gordura contida em cada tubo foi
ressuspendidas com 1 mL de élcool isopropilico (Alphatec) e, em seguida, os tubos foram
homogeneizados no Vortex (Phoenix Luferco) por 30 segundos. Apds a ressuspensdo da
gordura, foi possivel realizar a dosagem bioquimica, de TAG utilizando o kit Triglicérides
Liquiform (Ref. 87; Labtest Diagnostica S.A, Minas Gerais, Brasil), utilizando o Leitor de
Absorbancia em Microplacas ELx808 (Biotek), conforme descrito na secdo 3.2 dos materiais

e métodos. Os resultados foram expressos em mg/ dl.

4.5 Analise da atividade enzimatica sérica da paraoxonase-1

O conjunto de experimentos a seguir foram responsaveis por avaliar os efeitos da
superlactagdo e da HSD sobre a atividade enzimatica da PON-1 em ratos jovens apds 8

semanas.

4.5.1 Determinacgdo da atividade sérica arilesterasica da paraoxonase-1

A atividade sérica da enzima PON-1 foi avaliada conforme descrito por Beltowski e
colaboradores (2002), com a utilizagdo de amostras de soro e do fenilacetato (Sigma-Aldrich,
San Luis, MO) utilizado como substrato para a reacdo, através do método de
espectrofotometria (Bettowski; Wojcicka; Jamroz, 2002). Foi preparado um tampao de
Tris-HCI IM pH 8, utilizando os reagentes Tris (Sigma-Aldrich) e CaCl, (Alphatec) para
realizar a preparacdo da solucdo de fenilacetato. Apos preparo desse tampao, iniciou-se o
experimento com preparo da solugdo de fenilacetato, contendo fenilacetato (Sigma-Aldrich) e
tampao TRIS (Alphatec), 1:1500. Em cada tubo de ensaio foi adicionado 5 pL. de amostra,
algumas delas diluidas na proporg¢ao 1:3 com agua Milli-Q e 1 pL da solugao de fenilacetato.
A absorbancia foi lida em 270 nm no espectrofotometro (DR AWELL, Shanghai, China) e
sendo realizada 1 leitura ao final de 3 minutos. Os resultados foram calculados assumindo o
coeficiente de extingdo molar do fenilacetato de 1310 mol ' em ™. Os valores foram expressos
em unidades por milimetros da atividade arilesterasica, em que 1 unidade de paraoxonase

equivale a hidrélise de 1 mmol de fenilacetato por minuto.


https://www.zotero.org/google-docs/?ySqjkR
https://www.zotero.org/google-docs/?H2MOa6
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4.5.2 Determinagdo da atividade sérica paraoxonasica da paraoxonase-1

A atividade da enzima PON-1 também foi medida com a utilizacdo do paraoxon
(dietil-p-nitrofenilfosfato, Sigma-Aldrich) como substrato para a reagdo. Foi preparado um
tampao Glicina/CaCl,, utilizando os reagentes glicina (Sigma-Aldrich), CaCl, (Alphatec) de
concentra¢dao 1M pH 10,5 para realizar a preparagao da solugdo de paraoxon.

Apds o preparo desse tampdo, iniciou-se o experimento com preparo da solugdo de
trabalho, contendo paraoxon (Sigma-Aldrich) e tampao TRIS (Alphatec), 2:9000. E
importante destacar que para o preparo dessa solugdo, devido ao substrato paraoxon ser
téxico, foi pipetado na capela e mantido no gelo. Em cada tubo de ensaio foi adicionado 5 pL
de amostra, algumas delas foram diluidas na propor¢do 1:3 com agua Milli-Q e 1 uL da
solugdo de trabalho. A absorbancia foi lida em 410 nm no espectrofotdometro (DR AWELL) e
foram feitas trés leituras durante 3 minutos a cada 1 minuto. Os resultados foram calculados
assumindo o coeficiente de extingdo molar do paraoxon de 18290 mol™ cm™. Os valores
foram expressos em micromol por milimetros da atividade do paraoxon, em que 1 unidade de

paraoxonase equivale a hidrolise de 1 mmol de paraoxon por minuto.

4.6 Analise estatistica

Para realizar a andlise estatistica foi utilizado usado o Software GraphPad Prism
(GraphPad Software Inc., Irvine, CA), sendo a normalidade de dados analisada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Os dados foram apresentados como média + desvio padrio (dados
paramétricos) ou mediana e IQR (dados ndo paramétricos) e o nivel de significancia foi de p
< 0,05. Os efeitos do tamanho da ninhada e da dieta pds-desmame foram determinados pelo
ANOVA TWO-WAY, seguida pelo pos- teste de Bonferroni. Os mapas de calor foram
elaborados a partir da analise de correlagdo de Spearman (p< 0,05) entre os parametros
avaliados. Quando necessario, os outliers foram excluidos anteriormente a analise estatistica
pelo critério de IQR, sendo que os valores acima de 75% e abaixo de 25% foram retirados,

quando necessario.
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5. RESULTADOS

5.1 Resultados preliminares

Como dados preliminares do grupo, temos que o massa corporal foi ~15% maior na
ninhada reduzida (NR) do que na ninhada de controle (NC), sugerindo a eficiéncia da
superlactagdo em modelos neonatais com sobrepeso (Deus, 2020; Santos, 2021). Com relagado
ao consumo alimentar, a HSD (p<0,001) afetou o consumo diario, que foi aproximadamente
~7% maior no grupo alimentado com a dieta HSD do que nos animais alimentados com a
dieta STD (Santos, 2021). O CEA também foi afetado pela dieta (p<0,01), pois foi ~9%
menor no grupo HSD-NC do que no grupo STD-NC. O CGPCC também foi afetado pela
dieta (p<0,05), mas ndo houve diferenga estatistica no pos-teste. Para os parametros
murinométricas, o Indice de Lee e o ganho de peso ndo mostraram diferenca, no entanto, a
HSD afetou o indice de Adiposidade, que foi ~7% maior no grupo HSD-NC do que no grupo
STD-NC (Deus, 2020; Santos, 2021).

Quanto as analises glicometabolicas, a glicose sofreu influéncia da interacdo entre as
variaveis (p<0,05), enquanto no teste de tolerdncia a glicose intraperitoneal (TTGi), foi
observado o efeito da dieta oferecida apds o desmame (p<0,05); entretanto, ndo foi detectada
significancia no pos teste para glicose € TTGi (Deus, 2020; Santos, 2021). A insulina sérica e
o HOMA-IR foram quantificados para aprimorar a analise de RI, que mostrou que os animais
que receberam HSD apresentaram niveis mais elevados de insulina sérica, resultando em

maior HOMA-IR e consequente RI induzida por dieta (Deus, 2020).

5.2 Efeitos da superlactacio e da RI sobre o perfil lipidico sérico apdés 8 semanas de

HSD

A Figura 06, a seguir, evidencia as concentragdes séricas de colesterol total, fragdo
HDL e TAG dos animais ao final de 8 semanas de experimento. O colesterol total sérico nao
foi influenciado por nenhuma das variaveis (Figura 06, painel A). No entanto, para fracdo
colesterol HDL, foi observado efeito do tamanho da ninhada, da dieta pds-desmame e da
interacdo (p<0,05), com aumento de ~63% na concentracdo de HDL sérico no grupo
HSD-NC e uma redugao de ~40% no grupo HSD-NR, quando comparados ao grupo STD-NC
e HSD-NC, respectivamente (Figura 06, painel B). Para as concentracdes de TAG, foi
observado efeito do tamanho da ninhada e da dieta pds-desmame (p<0,05), com aumento

~41% do TAG sérico no grupo HSD-NC, comparado ao grupo STD-NC e redugdo de 15%


https://www.zotero.org/google-docs/?6BJrmv
https://www.zotero.org/google-docs/?wn4Kol
https://www.zotero.org/google-docs/?UaZAu3
https://www.zotero.org/google-docs/?8B15Wm
https://www.zotero.org/google-docs/?3Uyx46
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das concentragdes de TAG sérico no grupo HSD-NR, quando comparado ao grupo HSD-NC
(Figura 06, painel C).
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Figura 06 - Efeitos da superlactacdo e da RI sobre o perfil lipidico sérico apos 8 semanas de HSD.
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A) Colesterol total; B) Fracao colesterol HDL; C) Triacilglicerol. A manipulagdo do tamanho das ninhadas foi feita conforme previamente publicado, na qual a ninhada
controle tinha 8 filhotes por méae e a ninhada reduzida 4 filhotes por mae. Para a analise A os animais foram divididos em STD-NC (n=8); HSD-NC (N=9); STD-NR (N=9) e
HSD-NR (N=9). Para a analise B, os animais foram divididos em STD-NC (n=9); HSD-NC (N=10); STD-NR (N=10) e HSD-NR (N=10). Para a analise C, os animais foram
divididos em STD-NC (n=5); HSD-NC (N=6); STD-NR (N=6) e HSD-NR (N=6) A normalidade dos dados foi testada pelo teste Shapiro-Wilk, e os dados ndo paramétricos

estdo representados como mediana e intervalo interquartil. Os efeitos do tamanho da ninhada e da dieta foram analisados por ANOVA TWO-WAY, seguida do pos teste de
Bonferroni,*p< 0,05; ** p< 0,01; ***p<0,001.

HSD: dieta rica em carboidratos simples; STD: dieta padrao.
Fonte: Elaboragao propria.
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5.3 Efeito da superlactacdo e da RI sobre o tamanho e nimero de adipdcitos do tecido

adiposo branco retroperitoneal apds 8 semanas de HSD

A Figura 07, a seguir, representa sec¢oes histologicas da area média dos adipdcitos
coradas com HE e evidencia o tamanho e nimero dos adipocitos do TAB retroperitoneal dos
animais ao final de 8 semanas de experimento. Na Figura 07, painel A, encontram-se as
seccoes histologicas dos quatros grupos experimentais: (a) STD-NC; (b) HSD-NC; (c)
STD-NR; (d) HSD-NR. Quanto a area dos adipécitos (Figura 07, painel B), foi observado
efeito da tamanho da ninhada, dieta pds-desmame e da interacdo (p<0,001), havendo no
grupo HSD-NC um aumento de ~58% e um aumento de ~26% nos animais HSD-NR (quando
comparado aos animais STD-NC e STD-NR, respectivamente) na area dos adipocitos. Além
disso, houve uma redugdo de ~28% na area do grupo HSD-NR, quando comparado ao grupo
HSD-NC (Figura 07, painel B). Em relagdo ao nimero de adipocitos (Figura 07, painel C),
foi encontrado um efeito da dieta pds-desmame e interacdo (p<0,001); nos animais HSD-NC
houve uma reducdo no nimero de ~49% e uma redugao de ~30% no grupo HSD-NR, quando
comparados aos grupos STD-NC e STD-NR, respectivamente. Além disso, foi observado
uma reducdo de ~12% no numero de adipdcitos do grupo STD-NR, quando comparado ao

grupo STD-NC.
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Figura 07 - Efeitos da superlactacdo e da RI sobre a area e o nimero de adipocitos no TAB

retroperitoneal apos 8 semanas de HSD.
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A) Seccdes histologicas da area média dos adipocitos coradas com hematoxilina-eosina. Barra = 50um. Em cada
foto histologica (a, b, ¢ e d) ¢ identificado um adipoécito representativo do grupo (setas pretas). Os cortes das
laminas dos quatro grupos analisados foram fotografados com uma camera digital, acoplada ao Microscopio
Optico Digital Leica DM5000B. B) Area de adipocitos. A area dos adipécitos foi calculada medindo a area de
todos os adipdcitos presentes nos 15 campos (fotos), realizando ao final a média da area dos adipocitos
encontrados em cada lamina, que corresponde a um animal. Para essa analise foi utilizado um total de 29
animais, sendo 13 da NC e 16 da NR, dividida em STD-NC (n=6); HSD-NC (N=7); STD-NR (N=8) e HSD-NR
(N=8). C) Numeros de adipocitos. O niimero de adipdcitos (que corresponde ao numero de nucleos) foi
calculado analisando microscépicamente em uma area fixa (2592 x 1944 um?), através da plataforma de
Morfometria e Microandlise. O Software Leica Qwin v3.5.1 foi utilizado para contar os nucleos presentes nos
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15 campos (fotos) analisados em cada lamina, realizando ao final o célculo da média do nimero de nucleos
encontrados em cada lamina, correspondente a um animal.A normalidade dos dados foi testada pelo teste
Shapiro-Wilk, os dados ndo paramétricos estdo representados como mediana e intervalo interquartil. Os efeitos
do tamanho da ninhada e da dieta foram analisados pelo ANOVA TWO-WAY, seguida do pos-teste de
Bonferroni, **p<0,01 e ***p<0,001.

HSD: dieta rica em carboidratos simples; STD: dieta padrao.

Fonte: Elaboragao propria.

5.4 Efeitos da superlactacio e da RI sobre a massa relativa, o teor de lipideos e
concentracio tecidual de TAG do tecido adiposo branco retroperitoneal apos 8 semanas

de HSD

A Figura 08, a seguir, representa a massa relativa, o teor de lipideos totais e a
concentragdo tecidual de TAG do TAB retroperitoneal ao final de 8 semanas de experimento.
Foi observado efeito apenas da dieta pds-desmame (p<0,001) na massa relativa do tecido,
com aumento de ~101% na massa relativa do TAB retroperitoneal nos animais do grupo
HSD-NC e aumento de ~51% nos animais do grupo HSD-NR, quando comparado a STD-NC
e STD-NR, respectivamente (Figura 08, painel A).

Como dito anteriormente, ap6s a eutanasia, o TAB retroperitoneal foi dissecado e
pesado, como descrito na se¢do Materiais e Métodos, uma parte foi destinada para o método
de FOLCH, que permitiu quantificar o teor de lipideos no TAB retroperitoneal e posterior
dosagem das concentragdes teciduais de TAG. Quanto ao teor de lipideos totais (Figura 08,
painel B), foi evidenciado um efeito da dieta pds-desmame e da interagdo (p<0,05), com
aumento de ~56% nos animais do grupo HSD-NC (comparado ao STD-NC) e uma redugao
de ~3% no grupo HSD-NR (comparado ao HSD-NC) (Figura 08, painel B). Em relagdo as
concentragdes teciduais de TAG, houve um efeito da superlactagao (p<0,01), com redugao de
~31% nas concentragdes teciduais de TAG nos animais HSD-NR em comparagdo a HSD-NC,

(Figura 08, painel C).



Figura 08 - Efeitos da superlactacdo e da RI sobre a massa relativa, o teor de lipidios

retroperitoneal apos 8 semanas de HSD.
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A) Massa relativa do tecido adiposo branco retroperitoneal. A manipulacdo do tamanho das ninhadas foi feita conforme previamente publicado, na qual a ninhada controle
tinha 8 filhotes por mae e a ninhada reduzida 4 filhotes por mae. Para essa analise foi utilizado um total de 49 animais, sendo 24 da NC e 25 da NR, dividida em STD-NC
(n=11); HSD-NC (N=13); STD-NR (N=12) ¢ HSD-NR (N=13). B) Teor de lipideos totais. Para a analise de teor de lipideos foi utilizado um total de 35 animais, sendo 17 da
NC e 18 da NR, dividida em STD-NC (n=9); HSD-NC (N=8); STD-NR (N=9) e HSD-NR (N=9). C) Concentragao tecidual de TAG. Para a analise de TAG, foi utilizado um
total de 23 animais, sendo 11 da NC e 12 da NR, dividida em STD-NC (n=6); HSD-NC (N=5); STD-NR (N=6) ¢ HSD-NR (N=6). A normalidade dos dados foi testada pelo
teste Shapiro-Wilk, e os dados estdo apresentados como mediana e desvio padrao. Os dados ndo paramétricos estio representados como mediana e intervalo interquartil. Os
efeitos do tamanho da ninhada e da dieta foram analisados por ANOVA TWO-WAY, seguida do pos teste de Bonferroni, *p<0,5; **p< 0,01; ***p<0,001. HSD: dieta rica em
carboidratos simples; STD: dieta padrao.
Fonte: Elaboragdo propria
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5.5 Efeitos da superlactacao e da RI sobre a atividade enzimatica sérica da PON-1 apos

8 semanas de HSD

A Figura 09, a seguir, evidencia a atividade sérica arilesterasica e paraoxonasica da
PON-1 dos animais ao final de 8 semanas de experimento. Em relacdo a atividade da PON-1
utilizando o substrato fenilacetato, observamos efeito apenas da dieta-pos-desmame (p<0,05),
com aumento de ~37% na atividade arilesterasica da PON-1 no grupo HSD-NC, comparado
ao grupo STD-NC (Figura 09, painel A). Com relacdo a atividade paraoxondsica, observamos
efeito da superlactagdo (p<0,05), com aumento de ~42% na atividade paraoxonasica da

PON-1 no grupo STD-NR, comparado ao grupo STD-NC (Figura 09, painel B).

Figura 09 - Efeitos da superlactacdo e da RI sobre a atividade enzimatica sérica da PON-1

apos 8 semanas de HSD.
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A) Atividade arilesterasica; B) Atividade paraoxonasica. A manipulagdo do tamanho das ninhadas foi feita
conforme previamente publicado, na qual a ninhada controle tinha 8 filhotes por mée e a ninhada reduzida 4
filhotes por mae. Para essa analise foi utilizado um total de 40 animais, sendo 20 da NC e 20 da NR, dividida em
STD-NC (n=10); HSD-NC (N=10); STD-NR (N=10) ¢ HSD-NR (N=10). Os dados estdo representados como
média + desvio padrdo. Os efeitos do tamanho da ninhada e da dieta foram analisados por ANOVA TWO-WAY,
seguida do pds teste de Bonferroni,* p<0,05.

HSD: dieta rica em carboidratos simples. STD: dieta padrdo.

Fonte: Elaboragdo propria.
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5.6 Correlacio entre a atividade enzimatica sérica da paraoxonase-1 e os parametros
bioquimicos, murinométricos e morfométricos dos diferentes grupos experimentais apos

8 semanas de HSD

A correlagdo de Spearman foi utilizada para avaliar a associagdo dos parametros
estudados e seus efeitos na atividade sérica da PON-1. Os parametros considerados foram:
PON-1 Arilesterase, PON-1 Paraoxon, colesterol total sérico, HDL sérico, TAG sérico, area e
nimero de adipocitos, massa relativa do TAR, teor de lipideos totais ¢ TAG tecidual. A
Figura 10 evidencia os mapas de calor de cada grupo estudado. Foi observada uma correlacao
positiva entre TAG sérico e teor de lipideos totais, e vice versa (r= 0,8095, p= 0,0218) e entre
massa relativa e teor de lipideos totais no TAR e vice versa (r= 0,8193, p=0,0171) do grupo
STD-NC (Figura 10 painel A). Quanto ao grupo STD-NR, houve correlagdes positivas
entre, TAG sérico e numero de adipocitos (r=0,8986, p=0,0278) e correlacdo negativa entre
colesterol total e TAG tecidual e vice e versa (r=-1.000, p=0,0167) (Figura 10, painel B). Em
se tratando dos grupos HSD, foram observadas correlagdes positivas entre colesterol total e
TAG sérico e vice e versa (r=0,7212, p=0,0234), TAG sérico ¢ teor de lipideos totais e vice e
versa (r=0,8571, p=0,0238) e PON-1 Arilesterase e nimero de adipdcitos e vice e versa
(r=0,8857, p=0,0333) no grupo HSD-NC (Figura 10, painel C). No grupo HSD-NR, foi
encontrada correlacdo positiva entre PON-1 Arilesterase e TAG sérico, e vice-versa
(r=0,6606, p=0,0438) (Figura 10, D). Todos os coeficientes da correlagdo de Spearman se

encontram no Apéndice 1.
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Figura 10 - Mapa de calor (Heatmap) da correlagdo de Spearman entre a atividade enzimatica

sérica da PON-1 e os parametros bioquimicos, murinométricos € morfométricos dos

diferentes grupos experimentais apos 8 semanas de HSD.
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Mapa de calor. A coloragdo azul representa uma correlagdo positiva e a vermelha representa uma correlagio
negativa entre os parametros analisados. n=8/grupo. Os dados foram obtidos a partir do coeficiente de Spearman
(p<0,05).

STD-NC: grupo ninhada controle alimentado com dieta padrdo; STD-NR: grupo ninhada reduzida alimentado
com dieta padrdo; HSD-NC: grupo ninhada controle alimentado com dieta rica em carboidratos simples;
HSD-NR: grupo ninhada reduzida alimentado com dieta rica em carboidratos simples; PON-1: paraoxonase 1
;CT: colesterol total sérico; TAG: triacilglicerol; MR: massa relativa do tecido adiposo branco retroperitoneal;

LIP: teor de lipideos totais. Fonte: Elaboragao propria
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6. DISCUSSAO

O principal objetivo do presente estudo foi investigar a relacdo da superlactacdo com
a dinamica adiposa do TAB retroperitoneal e a atividade sérica da PON-1 em ratos jovens,
apos 8 semanas de HSD. Nossos resultados sugerem que a HSD foi capaz de provocar um
aumento nas concentragdes séricas de HDL e TAG, bem como uma consideravel hipertrofia
no TAB retroperitoneal, evidenciada pelo aumento da area e diminuicdo do numero de
adipocitos, com um aumento no teor de lipidios totais. Além disso, a dieta pds- desmame
obteve um efeito sobre a atividade arilesterasica da PON-1. A superlactagdo/ interagdo foi
capaz de reduzir o HDL e TAG e atenuar a hipertrofia provocada pela dieta, além de
contribuir na diminuicdo da deposicdo de TAG no TAB retroperitoneal. Quanto a PON-1, a
superlactagdo reduziu a atividade paraoxondsica da enzima.

O aumento da concentragdo de HDL, observado pelo consumo da HSD, pode ser
explicado devido ao transporte de colesterol em ratos, que ocorre de forma contraria ao
organismo humano: a HDL em roedores ¢ a lipoproteina que faz o transporte do colesterol
para os 6rgaos do corpo, assemelhando-se, portanto ao papel da LDL no homem (Groener;
Van Gent; Van Tol, 1989; Kadowaki; Patton; Robins, 1992). Em razédo disso, o aumento de
HDL ocasionado pela HSD sugere uma piora do perfil lipidico desses animais. Nossos
resultados também evidenciaram uma atenuagao dos efeitos da HSD na concentracdo de HDL
pela superlactacdo, uma vez que essa variavel foi capaz de diminuir o HDL.

O TAB retroperitoneal ¢ um importante depodsito de gordura visceral (Garcia et al.,
2021) e estd relacionado com complicacdes metabdlicas da obesidade, sendo altamente
responsivo a intervengdes dietéticas (Brand-Miller; Buyken, 2012). O excesso de
carboidratos simples pode modificar a expressdo de genes que atuam no metabolismo de
lipidios no tecido adiposo. Havendo grande disponibilidade de glicose no plasma e alta
liberacdo de insulina por meio das células beta pancreaticas, uma maior quantidade de ATP e
citrato sdo geradas, que inibe a via glicolitica e estimula, consequentemente, a via lipogénica
no figado (Leoni; Navarro, 2013). O citrato excedente faz parte da formacdo dos acidos
graxos de cadeia longa, que, posteriormente, sdo esterificados com moléculas de glicerol e
tem-se a formacdo de TAG (Lehninger et al.,2014). Nesse sentido, a dieta pos-desmame
repercutiu em um aumento da concentragdo de TAG sérica no grupo HSD-NC, ocasionando
um quadro de hipertrigliceridemia nesses animais. Nossos dados sdo corroborados pela
literatura uma vez que a hipertrigliceridemia ¢ um cendrio apontado como consequéncia do

consumo da HSD, pois o excesso de carboidratos simples presente nessa dieta ¢ armazenado
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na forma de TAG (Parks; Parks, 2002). Além disso, estudos anteriores do grupo ja haviam
evidenciado o impacto negativo desse tipo de dieta no que diz respeito a concentragdo de
TAG sérica ¢ os resultados do presente estudo sdo condizentes com os apontados
anteriormente (De Queiroz et al., 2014b).

Os beneficios da ingestdo de leite materno, tanto em curto quanto em longo prazo na
espécie humana, ¢ bem elucidado, havendo influéncia na reducdo de riscos de distirbios
metabolicos, como obesidade e dislipidemias (Masquio; Ganen; Damaso, 2014), quando
comparado a criangas que receberam formulas infantis (Davis et al., 2014). Tais beneficios da
composicdo do leite materno estdo parcialmente relacionados a PUFA (Janovska; Kopecky,
2009). Isso porque a ingestdo de PUFA induz a liberagdo do hormoénio sensibilizador de
insulina adiponectina dos adipocitos do TAB por meio de PPAR-y, o qual interage com o
gene promotor de adiponectina em ratos (Janovska; Kopecky, 2009). Além disso, a redugcao
de TAG sérico pela superlactagdo pode ser explicada pelo aumento da expressao e secrecao
de FGF21 hepatico (fator de crescimento de fibroblastos 21), proteina secretada pelo figado
que atua como um metabolito regulador no desenvolvimento de obesidade. O aumento da
secre¢do dessa proteina atinge o sistema nervoso central, ativando os neurdnios gabaérgicos
que expressam D2r (receptores D2 de dopamina). Dessa forma, a maior oferta de leite seria
capaz de reprogramar os circuitos hipotalamicos de forma a tornar a prole mais resistente a
dietas que induzem a obesidade (Pena-Leon et al., 2022). No estudo de Pena-Leon e col.
(2022), a dieta utilizada foi high fat (HF) na vida adulta e o aumento na quantidade de leite
ofertada no periodo de lactacdo foi feito por meio da amamentagdo prolongada desses
animais (Pena-Leon et al., 2022). Apesar do modelo ser diferente do presente estudo, o
principio de maior aporte de leite materno em ratos € o mesmo e a HSD também ¢ uma dieta
obesogénica, evidenciando assim, a possivel contribuicdo protetora da superlactagdo na
diminui¢do dos pardmetros do TAB. Essa hipdtese € bastante atrativa para explicar os nossos
achados; entretanto, futuros experimentos sdo necessarios para confirmar o mecanismo por
tras desta acdo protetora da superlactagdo.

Conforme observado, o tamanho dos adipocitos do TAB sofreu alteragdes decorrentes
do tamanho de ninhada, dieta pos-desmame e interagdo entre as duas variaveis estudadas. A
HSD provocou uma hipertrofia consideravel no TAB retroperitoneal, evidenciada pelo
aumento da area e diminuicdo do niimero de adipocitos. Esses achados sdo corroborados
pelos resultados encontrados na literatura, havendo hipertrofia ocasionada por esse tipo de
dieta (De Queiroz et al., 2014a). Como comentado em topicos anteriores, o excesso da

ingestdo de carboidratos ¢ capaz de modular as vias celulares que controlam a lipogénese de
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novo, o que leva a um aumento de adiposidade (Shankar et al., 2010). O processo hipertrofico
ocasionado pela HSD pode ser explicado pelo estimulo a mudangas em padrdes de expressdo
génica que atuam em vias relacionadas a diferenciacdo celular e metabolismo do tecido,
especificamente, pelo aumento das vias pro-adipogénicas ¢ diminui¢do dos sinais
anti-adipogénicos (De Queiroz et al., 2014b). Além disso, apos a ingestdo de carboidratos
simples, o aumento na area dos adipocitos estéd relacionado com o aumento das concentragdes
de leptina circulantes, sugerindo que o aumento da concentracdo desse hormonio devido a
dieta contribui para a desregulagdo morfoldgica nos adipdcitos (Fuente-Martin et al., 2012).
Nesse sentido, o crescimento hipertrofico do TAB esta associado com um aumento nas taxas
de lipdlise e na producdo de citocinas inflamatorias, os quais estdo associados as disfungdes
metabolicas (Vishvanath; Gupta, 2019).

Além disso, a HSD também foi capaz de aumentar a massa relativa do TAB de ambas
as ninhadas e o teor de lipidios totais no grupo HSD-NC. Esse ¢ um resultado esperado, pois
quando a disponibilidade de glicose aumenta, a insulina provoca uma inibi¢ao do processo de
lipdlise, resultando em uma diminui¢do da oxidac¢do de acidos graxos e disponibilidade de
acidos graxos livres na corrente sanguinea, portanto, aumentando a sintese € armazenamento
de acidos graxos no TAB (Barbosa De Queiroz et al., 2017; Sidossis et al., 1996). A sintese
de acidos graxos aumentada, provocada pelo aumento de carboidratos da dieta, pode
comprometer a secrecdo de insulina pelas células beta pancreaticas, devido a uma falha na
translocacdo do GLUT4 para a membrana celular, levando a uma reducdo na sensibilidade a
insulina e favorecendo a RI (Longo et al., 2019). Nossos resultados sdo corroborados por
trabalhos da literatura que jd reportaram aumento nesses parametros devido a HSD no
periodo po6s desmame (De Queiroz et al., 2014a).

De forma complementar, a partir do mapa de calor, foi possivel analisar uma
correlagcdo positiva entre TAG sérico e teor de lipidios totais tanto no grupo STD-NC e
HSD-NC (Figura 9, painel A e painel C, respectivamente). A quantidade de TAG
armazenada nos adipdcitos, que estdo em fluxo constante no ciclo TAG-acidos graxos,
depende do equilibrio entre a lipogénese e a lipdlise (Bolsoni-Lopes; Alonso-Vale, 2015). O
armazenamento de lipidios e sua incorporacdo em TAG dependem da captagdo de acidos
graxos contidos nos quilomicrons. No tecido adiposo, os quilomicrons sofrem agdo da lipase
lipoptoteica (LPL), a qual degrada o TAG dos quilomicrons e os 4cidos graxos liberados sdo
transferidos para os adipocitos. Assim, a alta ingestao de carboidratos simples leva a ativagéo

da sintese de acidos graxos livres no tecido adiposo, facilitando a conversdo de glicose em
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acidos graxos (Bodis; Roden, 2018) que resultam em um maior acimulo de gordura no
tecido.

Como demonstrado, a superlactacdo/interagdo foi capaz de atenuar o aumento da
deposi¢cdo de TAG no tecido, teor de lipidios totais e redug@o da hipertrofia, além do tamanho
de ninhada impedir o aumento do numero de adipocitos no TAB. Isso se deve ao fato de que a
composicao do leite materno pode estar envolvida no processo de programacao metabolica,
causando alteragdes no niumero e/ou tamanho dos adipocitos e induzindo o fendomeno de
diferenciacdo metabdlica (Xavier, 2016). A limitacdo do aumento desses aspectos que
envolvem a expansdo do tecido provocada pela superlactagdo pode ser resultado de uma
melhoria na eficacia da atividade do TAB. Como esse tipo de expansdo tecidual parece ser
metabolicamente mais favoravel (Sakers et al., 2022) devido & maior secre¢do de
adiponectina, importante na melhoria da sensibilidade insulinica (Meyer et al., 2013) e a HSD
¢ desfavoravel a a¢do desse hormonio, entende-se que ¢ um estimulo dietético que pode
resultar na redugdo da quantidade de células adipdcitas. Também se pode considerar o
periodo de lactagdo como uma oportunidade tnica, devido a capacidade de plasticidade da
célula adiposa durante esse intervalo. Em outras palavras, os adipdcitos demonstram a
capacidade de ajustarem o seu numero em resposta a estimulos externos, como a
superlactagdo (Longo et al., 2019). Dessa forma, a diferenciagdo dos adipocitos é considerada
fundamental na manutencdo da homeostase metabolica e o aumento dos adipdcitos devido a
capacidade prejudicada de recrutar novas células pode ser a base da associacdo entre
obesidade e RI, uma vez que os adipdcitos na SM sdo histologicamente caracterizados por
tamanho aumentado (Brand-Miller; Buyken, 2012; Christodoulides et al., 2009). Dado o
exposto, a superlactacdo parece ser importante para diminuir o impacto do desbalanco da
diferenciacdo dos adipocitos ocasionada pela HSD. Contudo, futuros experimentos sdo
necessarios para confirmar esta hipotese.

Além disso, a dieta poés-desmame foi capaz de aumentar a atividade arilesterasica da
PON-1 no grupo da ninhada controle. Sabe-se que a dieta ¢ um dos fatores que podem
modular a atividade da enzima. Estudos com roedores demonstraram que uma dieta rica em
lipidios € capaz de promover uma diminui¢do na atividade sérica da PON-1 (Costa et al.,
2005; Soran et al., 2009). No entanto, a influéncia de uma dieta rica em agticar na atividade
dessa enzima ndo ¢ muito bem estabelecida. Como ¢é conhecido, o excesso de aglicar aumenta
a sintese e secrecdo de VLDL pelo figado e induz a hipertrigliceridemia em roedores e
humanos (Kannan; Baker; Bruckdorfer, 1981; Saku et al., 1996). Além disso, a literatura

aponta que a HSD induz o estresse oxidativo e esse fator esta associado a uma diminuigdo da
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atividade enzimatica da PON-1 (Busserolles et al., 2002; Diniz et al., 2006). Considerando
que a HSD modula negativamente a atividade da enzima, era esperado uma diminui¢do na
atividade da PON-1. Os dados encontrados neste estudo sdo opostos aos achados da
literatura, uma vez que a dieta aumentou a atividade da PON-1. Esse resultado pode ser
explicado parcialmente pela influéncia do VLDL na secrecao da PON-1. A principal fracdo
responsavel pela liberagdo da enzima pelo figado para a corrente sanguinea ¢ a HDL, mas
como demonstrado no estudo in vitro por Deakin e colaboradores (2005) a VLDL também
atua nesse mecanismo de uma forma mais moderada (James; Deakin, 2004), além de atuar no
transporte de TAG pelos capilares e, posteriormente, ser armazenado no TAB (Sakers et al.,
2022). Nesse estudo, os autores encontraram uma associagao positiva entre a concentracao de
TAG e concentracdo sérica da PON-1, mas negativa em relagdo a atividade enzimatica. No
entanto, assim como Macan e colaboradores (2010), podemos especular que a associacdo
positiva encontrada entre a concentracdo de TAG e atividade da PON-1 ¢é decorrente das
condigdes experimentais in vivo do presente estudo (Macan et al., 2010). Dessa forma, o
aumento da atividade da PON-1 pela HSD pode ter sido influenciado pelas altas
concentragdes de TAG provocadas pela dieta, de tal forma que superou o possivel efeito
oxidante da HSD na atividade enzimatica. Além disso, o excesso de TAB gera um grande
aumento de sintese e secre¢do de adipocinas, as quais agem de forma patologica a
desencadear as desordens que caracterizam a SM, com um estado pro-inflamatorio cronico
(Bremer; Jialal, 2013). Foi constatado que a atividade arilesterasica da PON-1 apresenta uma
correlagdo positiva com as concentracdes de adipocinas (Kota et al., 2013). Outro resultado
que complementa essa hipotese ¢ a correlagdo positiva encontrada entre a atividade
arilesterdsica da PON-1 e TAG sérico em animais HSD-NR no mapa de calor, evidenciada
pela coloracdo azul. Portanto, o aumento da PON-1 pode ser sustentado pela hipotese da
hipertrigliceridemia encontrada no estudo. Além disso, embora nossos resultados ndo tenham
encontrado hiperplasia do TAB, foi observada uma correlacdo positiva entre PON-1
arilesterasica e numero de adip6citos. No entanto, nossos resultados sugerem que a influéncia
de TAG sérico quanto ao aumento da atividade arilesterasica ¢ mais intensa quando
comparamos com o numero de adipdcitos.

A relagdo significativa entre marcadores pro-inflamatorios e atividade arilesterasica,
mas ndo com a atividade paraoxonasica, pode ser explicada devido a alguns polimorfismos
genéticos que nao tém influéncia na atividade arilesterasica. Além disso, essa atividade
apresenta menor variabilidade interindividual quando comparada a paraoxondsica (Meisinger

et al., 2021). Esses fatores podem sugerir o motivo pelo qual apenas a atividade arilesterasica
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respondeu ao efeito da HSD, uma vez que este ¢ um tipo de dieta que perturba o sistema
inflamatorio. Ademais, apesar de ambos os substratos serem importantes para analise, essas
caracteristicas fazem da atividade arilesterasica ser mais utilizada, além da preferéncia da
PON-1 em hidrolisar ésteres aromaticos de acido acético em detrimento aos organofosforados
(Draganov et al., 2005).

No entanto, ao analisarmos a atividade paraoxonasica, a superlactacdo aumentou a
atividade enzimatica da PON-1 no grupo que recebeu dieta controle, evidenciando um
possivel efeito protetor do tamanho de ninhada devido as propriedades antioxidantes do leite
materno. Estudos in vitro e in vivo em animais ¢ humanos forneceram evidéncias iniciais de
que os antioxidantes podem aumentar a atividade da PON-1, possivelmente protegendo a
enzima da inativagdo induzida pelo estresse oxidativo (Macan et al., 2011). Dessa forma,
como a PON-1 faz parte do sistema endogeno de defesa antioxidante, a atividade mais alta da
PON-1 pode garantir maior protegdo de HDL e VLDL contra a oxida¢do (James; Deakin,
2004; Macan et al., 2010). Ademais, o leite materno possui uma quantidade adequada de
PUFA, que s3o essenciais para garantir os receptores insulinicos necessarios do sistema
nervoso nos estagios iniciais da vida, contribuindo para a manutengdo de um metabolismo
glicémico saudavel (Das, 2007). Dentro desse contexto, sabendo que a PON-1 exerce um
papel antioxidante importante, o aumento dessa enzima provocada pela superlactagdo atuaria
como um mecanismo de prote¢do contra o desenvolvimento da RI.

O estudo acerca da PON-1 associada a HSD e superlactacdo precisa ser aprofundado a
partir da analise da expressao génica da PON-1, a fim de se elucidar as diferencas que as
variaveis causaram em cada substrato. Isso porque os mecanismos epigenéticos, além de
serem modulados por exposicdes ambientais, também sdo impactados por genes
(MAHROOZ; MACKNESS, 2020). Os dados conflitantes sobre a associacdo da atividade da
PON-1 com determinadas doencas podem ser parcialmente explicados por alteragcdes na
metilacdo dos sitios CpG na regido promotora do gene da PON-1, por exemplo (HUEN et al.,
2015). Nesse sentido, os polimorfismos da regido codificadora do gene PON-1 tém sido
investigados quanto aos seus efeitos sobre a eficiéncia de hidrolise a substratos especificos e
constitui a base molecular da variabilidade interindividual, sugerindo que estes afetam a
expressao de PON-1 (MACEDO, 2013). Portanto, seria interessante compreender se a
superlactagdo impacta na expressao génica desses substratos a fim de melhor elucidar os

resultados encontrados neste trabalho.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os principais resultados obtidos neste estudo sdo exemplificados e resumidos pela

Figura 11, a seguir:

Figura 11- Resumo das alteracdes provocadas pela superlactagio ¢ HSD no TAB
retroperitoneal e atividade da PON-1 apos 8 semanas.
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(o, Hipertrofia
Tamanho de ninhada HSD

@ + PON-1
Arilesterase

@ t Pons PON-1
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(DEfeitos do tamanho de ninhada sobre os parimetros do TAB apos 8 semanas de experimento (perfil lipidico
sérico, tamanho e niimero de adipdcitos, massa relativa, teor de lipideos totais e concentragao tecidual de TAB);
(QEfeitos da dieta pos desmame (HSD) sobre os parametros do TAB apés 8 semanas de experimento;

(QEfeitos da interaciio entre as duas variaveis (tamanho de ninhada e HSD) sobre os pardmetros do TAB apos 8
semanas de experimento;

@Efeitos da dieta pés desmame (HSD) sobre a concentragio sérica de HDL apés 8 semanas de experimento;
(BEfeitos da interacio entre as duas variaveis (tamanho de ninhada e HSD) sobre a concentragio sérica de HDL
apos 8 semanas de experimento;

(®Efeitos do tamanho de ninhada sobre a atividade da PON-1 (Paraoxonasica) apds 8 semanas de experimento;
(DEfeitos da dieta pés desmame (HSD) sobre a atividade da PON-1 (Arilesterase) apos 8 semanas de
experimento;

(®Efeitos da interagio entre as duas variaveis (tamanho de ninhada e HSD) sobre as atividades da PON-1 ap6s 8
semanas de experimento).

Seta verde: Efeitos do tamanho de ninhada

Seta vermelha: Efeitos da dieta p6s-desmame (HSD)

Seta preta: Efeitos da interacdo entre as duas variaveis (tamanho de ninhada e dieta pds-desmame - HSD)

HSD: dieta rica em carboidratos simples; HDL: proteina de alta densidade; TAG: triacilglicerol; PON-1:
paraoxonase-1.

Fonte: Elaboragdo propria.




61

I.  Com relagdo ao perfil lipidico sérico, a HSD aumentou a concentragdo de colesterol
HDL e TAG. Em relacdo ao TAB, a HSD aumentou a massa relativa do tecido,
provocando um aumento na area e uma reducdo no numero de adipocitos,
ocasionando uma hipertrofia do tecido. Ainda, a HSD aumentou o teor de lipideos
totais e a deposicdo de TAG no TAB dos animais da ninhada controle. Em relacdo a
atividade sérica da PON-1, a HSD aumentou a atividade arilesterasica na ninhada
controle, o que pode estar associado a concentragdo aumentada de TAG nestes
animais.

II. A superlactacdo/ interagdo foi capaz de atenuar os efeitos da HSD em relacdo ao perfil
lipidico sérico, reduzindo a concentracdo sérica de HDL e TAG, além de diminuir a
massa relativa do TAB retroperitoneal, o teor de lipidios totais e as concentragdes
teciduais de TAG. Morfologicamente, houve uma atenuag¢do no aumento da area dos
adipocitos no TAB retroperitoneal. Foi observado um aumento da atividade sérica
paraoxonasica na ninhada reduzida alimentada com dieta controle, evidenciando seu

fator protetor.

Diante do exposto, os resultados apresentados demonstram hipertrofia do TAB
retroperitoneal provocada pela HSD, com implicagdes na atividade sérica arilesterasica da
PON-1, com aumento decorrente da hipertrigliceridemia encontrada. Além disso, de forma
surpreendente, a superlactacdo foi capaz de conter a hipertrofia gerada pela dieta e aumentou
a atividade paraoxonasica na ninhada reduzida com dieta controle, sugerindo que a atividade
enzimatica mais eclevada nestes animais possui um efeito protetor. Entretanto, futuros

experimentos sdo necessarios para comprovar a nossa hipotese.
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9 APENDICE

Varidveis

PON-1 Arilesterase
PON-1 Paraoxon
Colesterol total sérico
HDL sérico

TAG sérico

Area

Nimero

Massa relativa

Teor de lipideos totais

TAG tecidual

Varidveis

PON-1 Arilesterase
PON-1 Paraoxon
Colesterol total sérico
HDL sérico

TAG sérico

Area

Numero

Massa relativa

Teor de lipideos totais

TAG tecidual

Varidveis

PON-1 Arilesterase
PON-1 Paraoxon
Colesterol total sérico
HDL sérico

TAG sérico

Area

Numero

Massa relativa

Teor de lipideos totais

TAG tecidual

Varidveis

PON-1 Arilesterase
PON-1 Paraoxon
Colesterol total sérico
HDL sérico

TAG sérico

A[Eﬂ

Numero

Massa relativa

Teor de lipideos totais

TAG tecidual

APENDICE A- Valores de r e p da correlacio de Spearman

PON-1 Arilesterase

r

1,0000
0,11590
-0,12730
-0,35760
0,12730
0,14290
0,08571
0,25690
0,02381
-0,10000

P
<0,0001
075130
0,73300
0,31290
0,73300
0,80280
20,9999
0,47180
0,97680
0,95000

PON-1 Arilesterase

r
1,00000
0,22420
0,12730
-0,01818
0,66060
-0,08571
0,89860
0,60500
0,33330
-0,40000

<0,0001
0,53670
0,73300
0,97300
0,04380
0,91940
0,02780
0,06900
0,42790
0,51670

PON-1 Arilesterase

T
1,00000
-0,15150
0,35760
0,06667
0,30910
-0,37140
0,88570
0,12920
0,64290
0,10000

P
<0,0001
0,68210
0,31290
0,86510
0,38690
0,49720
0,03330
0,72130
0,13890
0,95000

PON-1 Arilesterase

T
1,00000
0,55150
0,40610
0,56360
0,66060
-0,37140
0,02899
-0,22420
0,25710
0,70000

P
<0,0001
0,10490
0,24750
0,09630
0,04380
0,49720
0,99440
0,53670
0,65830
0,23330

PON-1 Paraoxon
r P
0,11590 0,75130

1,00000  <0,0001
-0,26830  0,45030
046950  0,17260
-0,46340  0,17830
-0,48570  0,35560
0,08571  0,70000
-0,08615  0,81180
-0,39520  0,33390
-0,20520  0,76670

PON-1 Paraoxon
r P
0,22420  0,53670
1,00000 <0,0001
0,16360 0,65670
-0,36970  0,29570
-0,10300  0,78500
-0,02857  =0,9999
0,11600  0,83890
011110 0,76230
-0,16670  0,70330
-0,80000 0,13330

PON-1 Paraoxon
r P
-0,15150 068210
1,00000 <0,0001
-0,01818  0,97300
038180 0,27880
-0,18790 060730
0,02857 =0,9999
-0,14290 0,80280
-0,60310  0,06990
-0,39290 0,39560
0,20000 0,78330

PON-1 Paraoxon
r p
0,55150 0,10490
1,00000 <0,0001
-0,21210  0,56030
0,16360 0,65670
0,17580 0,63210
-0,08571 091940
0,52180 0,30000
0,00606 =0,9999
0,37140 0,49720
0,50000 0,45000

Colesterol total sérico

r
-0,12730
-0.26830

1,00000
0,51520
0,58790
0,60000
-0,82860
-0,05505
0,69050
-0,90000

P
0,73300
045030
<0,0001
0,13340
0,08060
024170
0,05830
0,88400
0,06940
0,08330

Colesterol total sérico

r
0,12730
0,16360
1,00000
0,09091
0,49090
-0,31430
0,49280
0,48160
0,09524
-1,00000

P
0,73300
065670
<0,0001
081130
0,15480
0,56390
0,33330
0,16120
084010
001670

Colesterol total sérico

r
0,35760
-0,01818
1,00000
038180
0,72120
0,60000
-0,08571
0,17230
0,67860
-0,90000

P
0,31290
0,97300
<0,0001
0,27880
0,02340
0,24170
0,91940
0,63360
0,10950
0,08330

Colesterol total sérico

r
0,40610
-0,21210
1,00000
0,12730
0,43030
0,02857
0,23190
-0,41820
0,37140
-0,20000

P
0,24750
0,56030
<0,0001
0,73300
0,21820
=0,9999
0,66670
0,23250
0,49720
0,78330

HDL sérico

r
-0,35760
0,46950
0,51520
1,00000
-0,12730
0,08571
-0,60000
-0,36090
-0,11900
-0,40000

p
0,31290
0,17260
0,13340
<0,0001
0,73300
091940
0,91940
0,30310
0,79300
051670

HDL sérico

r
-0,01818
-0,36970

0,09091
1,00000
0,24850
0,02857
-0,08697
-0,22230
-0,30950
0,40000

p
0,97300
029570
081130
<0,0001
0,49180
=0,9999
0,86670
0,53580
046180
051670

HDL sérico

r
0,06667
0,38180
0,38180
1,00000
-0,20000
-0,02857
0,20000
-0,36310
0,25000
-0,50000

p
086510
0,27880
0,27880
<0,0001
0,58370
=0,9999
0,71390
0,30040
0,59480
0,45000

HDL sérico

r
0,56360
0,16360
0,12730
1,00000
033330
-0,02857
0,05798
-0,24850
-0,08571
0,10000

p
0,09630
0,65670
0,73300
<0,0001
0,34870
=0,9999
0,93890
049180
0,91940
0,95000

STD-NC
TAG sérico Area
r p r p
012730 0,73300 0,14290 047180
-0,46340  0,17830 -0.48570 0,81180
0,58790  0,08060 060000 088400
-0,12730  0,73300 0,08571 030310
1,00000  <0,0001 -0,02857 0,08290
-0,02857  =0,9999 1,00000 0,76670
0,02857  >0,9999 1,00000 0,07220
0,58110  0,08290 0,00000 <0,0001
080950  0,02180 -0,80000 0,01710
-0,60000  0,35000 0,00000 =09999
STD-NR
TAG sérico Area
r P r P
066060  0,04380 -0,08571 0,91940
-0,10300  0,78500 -0,02857 =09999
049090  0,15480 -0,31430 0,56390
0,24850  0,49180 0,02857 =0,9999
1,00000  <0,0001 037140 049720
037140 049720 1,00000 <0,0001
0.89860  0,02780 -0,51810 0,19460
045690  0,18550 0,11050 0,80120
061900  0,11500 040000 0,51670
-0,60000  0,35000 -1,00000 033330
HSD-NC
TAG sérico Area
T p r p
030910 038690 -0,37140 049720
-0,18790  0,60730 0,02857 =0,9999
072120 0,02340 0,60000 0,24170
-0,20000  0,58370 -0,02857 =0,9999
100000 <0,0001 0,65710 0,17500
065710 0,17500 1,00000 0,00040
-0,54290  0,29720 -0,57140 0,20000
040000 025070 0,43640 0,34920
085710 0,02380 -0,50000 =0,9999
-0,10000  0,95000 0,50000 =0,9999
HSD-NR
TAG sérico Area
r p r p
066060  0,04380 -0,37140 0,49720
0,17580  0,63210 -0,08571 091940
043030  0,21820 0,02857 =0,9999
033330 0,34870 -0,02857 =0,9999
1,00000  <0,0001 -0,31430 0,56390
-0,31430  0,56390 1,00000 <0,0001
-023190  0,66670 0,00000 =0,9999
-0,10300  0,78500 0,57490 0,14270
048570 0,35560 -0,50000 0,45000
0,10000  0,95000 0,00000

Niimero

r P
0,08571 0,91940
0,08571 091940
-0.82860 0,05830
-0,60000 0,24170
0,02857 =0.9999
-0.82860 0,05830
1,00000 0,00280
-0,17650 =0,9999
-0.80000 0,13330
0,00000

Nimero

r P
0,89860 0,02780
0,11600 0,83890
0,49280 0,33330
-0,08697 0,86670
0,89860 0,02780
-0,51810 0,19460
1,00000 0,33330
0,06833 0,87200
0,82080 0,13330
0,86600 0,66670

Nimero

r p
0,88570 0,03330
-0,14290 0,80280
-0,08571 0,91940
0,20000 0,71390
-0,54290 0,29720
-0,57140 0,20000
1,00000  0,00040
0,10910 085870
-0,50000 =0,9999
0,50000 =09999

Nimero

r P
0,02899 011110
0,52180 0,23330
0,23190 027220
0,05798 047220
-0,23190 0,23330
0,00000 =09999
1,00000 <0,0001
-0,15660 0,92280
-0,46170 0,23330
0,00000 0,33330

Massa Relativa

T
0,25690
0,08615
-0,05505
-0,36090
0,58110
-0,17650
0,00000
1,00000
0,81930
0,00000

P
047180
081180
088400
0,30310
0,08290
076670
20,9999
<0,0001
001710
09999

Massa Relativa

r
0,60500
011110
0,48160
-0,22230
0,45690
0,11050
0,06833
1,00000
043720
-0,67610

p
0,06900
0,76230
0,16120
0,53580
0,18550
0,80120
0,10000
<0,0001
0,24340
0,20000

Massa Relativa

r
0,12920
-0,60310
0,17230
-0,36310
0,40000
0,43640
0,10910
1,00000
0,03420
0,40000

P
0,72130
0,06990
0,63360
0,30040
025070
0,34920
085870
<0,0001
093760
0,88890

Massa Relativa

r
-0,22420
0,00606
-0,41820
-0,24850
-0,10300
0,57490
-0,15660
1,00000
-0,40010
-0,11600

P
0,53670
=0,9999
0,23250
049180
0,78500
0,14270
0,46300
<0,0001
0,28390
0,83890
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Teor de lipideos

r

0,02381
-0.39520
0,69050
-0,11900
0,80950
-0.80000
0,30000
0,81930
1,00000
-0.10000

P
0,97680
0,33390
0,06940
0,79300
0,02180
0,68330
0,13330
0,01710
<0,0001
0,95000

Teor de lipideos

r
0,33330
-0,16670
0,09524
-0,30950
0,61900
0,40000
0,82080
0,43720
1,00000
-0,14290

p
042790
0,70330
0,84010
046180
0,11500
051670
0,13330
0,24340
<0,0001
0,80280

Teor de lipideos

r
0,64290
-0,39290
0,67860
0,25000
0,85710
-0,50000
-0,50000
0,03420
1,00000
0,14290

p
0,13890
0,39560
0,10950
0,59480
0,02380
>0,9999
=0,9999
0,93760
<0,0001
0,80280

Teor de lipideos

r
0,25710
037140
0,37140
-0,08571

0,48570
-0,50000
-0,46170
-0,40010

1,00000
-0,25710

P
0,65830
0,49720
0,49720
0,91940
0,35560
0,45000
0,43330
0,28390
<0,0001
0,65830

TAG tecidual

r P
-0,10000 0,950000
-0,20520 0,766700
-0,90000 0,083300
-0,40000 0516700
-0,60000 0,350000
0,00000
0,00000
0,00000  >0,9999
-0,10000 0,950000
1,00000 0,016700

TAG tecidual

r p
-0,40000 0,516700
-0,80000 0,133300
-1,00000 0,016700
0,40000 0,516700
-0,60000 0350000
-1,00000 0333300
0,86600 0,666700
-0,67610 0,200000
-0,14290 0,802800
1,00000 0,002800

TAG tecidual

r p
0,10000  0,95000
0,20000 0,78330
-0,90000 0,08330
-0,50000  0,45000
-0,10000 095000
0,50000 =0,9999
0,50000 =0,9999
0,40000  0,88890
0,14290  0,80280
1,00000  0,00280

TAG tecidual
r P
0,70000 023330
0,50000 045000
-0,20000 0,78330
0,10000 095000
0,10000 095000
0,00000
0,00000
-0,11600 083890
-0,25710  0,65830
1,00000  0,00280
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10 ANEXOS
ANEXO A — Atividades desenvolvidas
INICIACAO CIENTIFICA

Projeto de iniciagdo cientifica intitulado “Programacdo metabdlica e seus efeitos sobre a
dindmica adiposa e paraoxonase-1 em ratos jovens” com participacdo na categoria PIP-1S

14/2021 com periodo de vigéncia de 01/03/2022 a 28/02/2023 (Anexo 2).

PARTICIPACAO EM EVENTOS

Apresentagdo em formato de video do trabalho intitulado: “Programagdo metabdlica e seus
efeitos sobre a dinamica adiposa e paraoxonase-1 em ratos jovens” no XXX Semindario de
Iniciacdo Cientifica da Universidade Federal de Ouro Preto - ENCONTRO DE SABERES,
2022 (Anexo 3).

Apresentagdo em formato de pdster do trabalho intitulado “Conscientizagdo ¢ Agregagao de
valor a partes de alimentos nao consumidos habitualmente” no XXXI Seminario de Iniciagdo
Cientifica da Universidade Federal de Ouro Preto - ENCONTRO DE SABERES, 2023.

PROJETO DE EXTENSAO

Projeto de extensdo intitulado “Conscientizagdo e Agregacdo de valor a partes de alimentos
ndo consumidos habitualmente” com periodo de vigéncia de 01/05/2021 a 30/11/2021 e
01/04/2023 a 31/12/23.

EMPRESA JUNIOR

Participacdo na Empresa Junior da Escola de Nutricdio - NUTRIATIVA no periodo de
01/01/2022 a 31/07/2022.

ESTAGIO EXTRACURRICULAR

Estagio extracurricular no consultério da nutricionista Ana Flavia Martins, iniciado em

01/05/2023 (ainda vigente).
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ANEXO B - Orcamento/Financiamento

Esse trabalho conta com os seguintes auxilios financeiros: EDITAL 14/2021 PROGRAMA
PIP/UFOP 1S - AUXILIO FINANCEIRO A PESQUISADOR CUSTEIO 2021, TO
132020041 e APQ-02200-21 DEMANDA UNIVERSAL FAPEMIG.
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ANEXO C - Certificado de Comissio de Etica no Uso de Animais

5321 UNIVERSIDADE . o
:,gf FEDERAL DE Comissao de Etica

b OURO PRETO no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada *Efeitos do sobrepeso neonatal induzido por aleitamento materna sobre a resisténcia &
Insulina em madelo experimental induzido por dieta rica eam carboldratos simples (high swugar diet)®, protocolada sob o CEUA n®
2245040518 o somerm, sob a responsabilidade de Karina Barbosa de Quelroz e equipe; Daniela Costa Caldeira - que envolve a
producho, manubendho efou utilizacha o animais pertencentes a0 filo Chordata, sublilo Verehoala (exceto o homem), para fing de
pesquisa cientifica ou ensing - esta de acordo com oS preceitos da Lei 11.794 de B de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
de julho de 2009, bem como com as nommas editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), &
ol aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Quro Preto (CEUA/UFOR) na reunido de
13072018,

We certify that the proposal *Effects of neonatal breast overfeeding cn the insulin resistance in a high-sugar diet model.”, utilizing
B0 Heterogendcs rats (60 males), protocol number CEUA 2245040518 (o sesaren, under the respensibility of Karina Barbosa de
Queirez and team; Danlela Costa Caldelra - which involves the prodection, maintenance and/er use of animals belonging to the
phylum Chordata. subphylum Vertebrata (except human beings), for sclentific research purposes or teaching - Is in accordance
with Law 11,794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well a5 with the rules issued by the National Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committea an Anemal Use of the Duro Preto Faderal
Unbeersity (CEUAUFOR) In the meeting of 07/13/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 0972018 a 1272022 Area: Ciénclas Bioldglcas

Orrigem: Centro de Ciéncia Animal

Espécie: Ratos heterogénicos sexd: Machos Made: 21 a 28 dias M &0
Linhagiern;  Wistar Pea: 438559

Local do experimente: 08 exparimentos de manipulacio do tamanha das ninhadas serlo realizados no CCA. Apds 05 desmame, o
animals serfa levados para o Blotério de Mutrigde experimental da Escola de Mutricho, onde serd realizada a manutenglo corm

dieta rica em carboldratos simples e, apds as olto semanas de experimento, serd realizada a eutandsia.

Ouro Preto, 23 de julha de 2018

Prafa. Dra. Paula Melo de Abreu Vieira Prof. Dr. Leenardo Maxima Cardoso
Coordenadora da Comissia de Etica no Uso de Animals vice-Coardenador da Comissdo de Etica no Uso de Animals
Universidade Federal de Ouo Freto Universidade Federal de Ouro Preto

Carmpes Universain - Mo de Cnegeies - ICEB-L Saia 7% - CFF ¥500-000 - Onam Preto™iG - bed 35 (31) 315551308
sorbrio de sterdimento 39 8 & das B s 140 ewmal: oous propp@euiop edu by
CIUA M Z245080510



ANEXO D - Certificado de participacio em projetos de pesquisa

cientifica

[N MINISTERIO DA EDUCACAO
L I Universidade Federal de Ouro Preto
: PROPP Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacgdo

[ ]
o
i oot UFOP Setor de Pesquisa e Iniciagdo Cientifica
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e iniciacao

CERTIFICADO DE PARTICIPACAO EM PROJETOS DE PESQUISA E INICIAGAO CIENTIFICA

Certificamos que JULIA OLIVEIRA E SILVA DE CASTRO SOUZA, Matricula 19.1.7003, CPF 131.348.436-92, aluno(a) do curso de
NUTRICAQ participa/participou do(s) projeto(s) abaixo relacionado(s) com a(s) respectiva(s) fungdo(0es), vigéncia(s) e carga(s)

horéria(s):
C.H.
Programa Projeto Funciio Orlentador Semanal Sluaglo
Programacao metabdlica e seus efeitos
_ sobre a atividade da paraoxonase 1 KARINA BARBOSA DE 01/03/2022-
PIP-15/UFOP (PNO1) e dindmica adiposa em ratos BOLSISTA UFOP QUEIROZ (DEALI) 28/02/2023 15 PENDENTE*
jovens
Plano de Trabalho

previamente)

01/03/2022 | 30/03/2022 Estabelecimento do modelo de ninhada reduzida e RI induzida por HSD (organizacao dos dados coletados

01/04/2022 | 30/04/2022 Reviséo de literatura

01/05/2022 | 30/05/2022 | Treinamento em Microscopia

01/06/2022 | 30/07/2022 | Analise de laminas histologica

01/08/2022 | 30/08/2022 | Relatério parcial

01/09/2022 | 30/10/2022 | Analises bioguimicas (colesterol HDL e PNO1)

01/11/2022 | 30/12/2022 | Analise dos resultados

01/01/2023 | 30/01/2023 Apresentacdo dos resultados em congresso

Documento emitido as 13:03 de 14/03/2023.

A autenticacdo deste documento podera ser confirmada na pagina da Universidade Federal de Ouro Preto na Internet, no endereco www.ufop.brfautenticacao por meio do

cddigo 1INEENGH4

Campus Universitario — Morro do Cruzeiro - ICEB II - Sala 29 - 35400-000 - Ouro Preto (MG) - Brasil
Homepage: http://www.propp.ufop.br - Email: pesquisa@ufop.br - Telefone: (0XX31) 3559-1368



80

ANEXO E - Trabalho apresentado no XXX Seminario de Iniciacdo Cientifica da
Universidade Federal de Ouro Preto - ENCONTRO DE SABERES, 2022.

Repiblica Federativa do Brasil
Ministério da Educagdo
Universidade Federal de Ouro Preto I
Pro-Reitoria de Pesquisa, Ps-Graduago & Inovagan
Pro-Reitona de Graduacio
Pro-Reiloria de Extensao e Cullura
Pro-Reiloria g Assuntos Comunitarios e Estudantis

Diratoria de Relagies Intsmacionais

CERTIFICADO

encontro de

S a e re S Certificamos que o trabalho PROGRAMACAO METABOLICA E SEUS EFEITOS SOBRE A ATIVIDADE DA
PARAOXONASE 1 (PON1) E DINAMICA ADIPOSA EM RATOS JOVENS, de autoria de JULIA OLIVEIRA E

SILVA DE CASTRO SOUZA, MILIANE MARTINS DE ANDRADE FAGUNDES, ANGELA ANTUNES
20 22 1 SILVA, DANIELA CALDEIRA COSTA, CLAUDIA MARTINS CARNEIRO, ISABELA JESUS DE DEUS ¢

L KARINA BARBOSA DE QUEIROZ. foi apresentado no XXX SEMINARIO DE INICIACAO CIENTIFICA do
ENCONTRO DE SABERES — UFOP, realizado de 12 a 16 de Dezembre de 2022,

Universidade Federal de Ouro Preto

Autenticidade

Ouro Preto, 16 de Dezembro de 2022.
[OE:Fe0]

Codigo: 167181545563a5e11faé973

- ~ P e
» el fimer £ 2Lt
Prat* Dr* Tinia Rossi Garbin Renatd Guerra de 54 Cota
Pré Rellora da Graduscdo . Asitoen de Pesqusa, Pés-Graduagao s inovagia

s
1‘ { ‘J‘Vl AGQOL
Watatla de Sowza Lisboa
o g e S s o Estdanis

o
Diretoc G Relagdes Iniernacionais

Este certificado foi gerado elet asua podera ser atestada informando o codigo em www. ufop.bricertificad




