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RESUMO

O consumo excessivo de carboidratos simples pelas criangas em estdgios criticos do
desenvolvimento leva a respostas adaptativas, favorecendo o aparecimento de doencas crénicas na
idade adulta, decorrentes do aumento do tecido adiposo branco (TAB). Esta relagdo é conhecida
por programacdo metabolica. Existem indicios na literatura que a reducdoda ninhada pode
influenciar o peso na vida adulta, bem como levar ao desenvolvimento de doengas cronicas.
Entretanto, os mecanismos pelos quais a redu¢do da ninhada e a dieta rica em carboidratos simples
(dieta HS) interagem sobre a composicéo corporal na vida adulta precisam ser elucidados. Dessa
forma, nos propomos a avaliar os efeitos da reducdo da ninhada e da dieta HS sobre o grau de
adiposidade e metabolismo de ratos Wistar jovens. O modelo de reducdo da ninhada foi
estabelecido conforme previamente publicado: 4 animais por ninhada — ninhada reduzida (NR) ou
8 animais para ninhada controle (NC). Apos o desmame (21 dias), os animais foram novamente
distribuidos em quatro grupos: (I) animais alimentados com a dieta padrdo (STD) provenientes da
ninhada NC (n=5; STD-NC); (Il) animais alimentados com a dieta HS provenientes da ninhada
NC (n=6; dieta HS- NC); (I1l) animais alimentados com STD provenientes da ninhada NR (n=6;
STD-NR); (IV) animais alimentados com dieta HS provenientes da ninhada NR (n=6; dieta HS-
NR). O grupo STD foialimentado com ragdo comercial Nuvilab® e o grupo dieta HS foi
alimentado por uma dieta “palatavel” a base de leite condensado (33%). Os efeitos da dieta HS
foram avaliados durante 8 semanas, nas quais foram mensurados a massa corporal dos animais e a
ingestdo alimentar. Ao final das 8 semanas, os animais foram eutanasiados e foi coletado o sangue
para analises glicometabdlicas e de lipideos séricos, bem como o TAB para andlises biométricas.
O TA retroperitoneal (TAR) teve o teor de lipideos totais e TAG mensurados. Os efeitos do
tamanhoda ninhada e da dieta foram determinados pela ANOVA TWO-WAY, seguidos do pds-teste
de Bonferroni. A manipulacdo do tamanho das ninhadas foi eficiente em induzir sobrepeso
neonatal. Ndo houve diferenca na massa corporal final dos animais, bem como no indice de Lee. A
dieta HS reduziu a ingestdo caldrica independente da ninhada, influenciou o CEA e aumentou o
CGPCC e 0 IA. O peso relativo do TAR aumentou nos grupos HS-NC e HS-NR. A dieta também
influenciou a glicemia e aumentou as concentracdes de insulina e HOMA-IR mostrando a
eficiéncia da dieta HS em levar ao desenvolvimento da RI. A dieta HS foi responsavel por alterar
a composicdo corporal dos animais, aumentando teor de lipideos e de TAG do TAR; entretanto, a
interacdo entre as varidveis (tamanho da ninhada e dieta p6s- desmame) reduziu o teor de
lipideos e de TAG no TAR no grupo HS-NR. A concentracdo de colesterol sérico foi influenciada
pelo tamanho da ninhada, demonstrando a necessidade de experimentos futuros para elucidar este
mecanismo. Dessa forma, nossos resultados sugerem que a interacdo entre a reducédo da ninhada e
dieta HS exerce um efeito protetor no desenvolvimento da Rl e do TAR, sugerindo a ocorréncia de
uma hiperplasia em detrimento da hipertrofia neste tecido. Entretanto, futuros experimentos sdo
necessarios para compreender 0 mecanismo por tras deste evento biologico.

Palavras-chave: programacdo metabdlica, reducdo da ninhada, carboidratos simples, resisténcia a
insulina, tecido adiposo branco.



ABSTRACT

Excessive simple carbohydrates intake by children at critical stages of development leads to
adaptive responses, favoring the onset of chronic diseases in adulthood, resulting from the increase
in white adipose tissue (BAD). This relationship is knowing as metabolic imprinting. There are
evidences that litter effect may modulate adult body weight, as well as lead to the development of
chronic diseases. However, the mechanisms by which litter size effect and a diet rich in simple
carbohydrates (HS diet) interact on body composition in adulthood need to be elucidated. Thus,
we propose to evaluate the effects of litter size and HS diet on the degree of adiposity and
metabolism of young Wistar rats. The litter size effect model was established as previously
published: 4 animals per litter — reduced litter (NR) or 8 animals for control litter (NC). After
weaning (21 days), the animals were distributed into four groups: (1) animals fed the standard diet
(STD) from the NC litter (n=5; STD-NC); (II) animals fed the HS diet from the NC litter (n=6;
HS-NC diet); (1I1) animals fed with STD from the NR litter (n=6; STD-NR); (IV) animals fed
with HS diet from the NR litter (n=6; HS-NR diet). The STD group was fed a commercial
Nuvilab® chow and the HS diet group was fed a “palatable” condensed milk-based diet (33%).
The effects of the HS diet were evaluated for 8 weeks, in which the animals' body mass and food
intake were measured. At the end of 8 weeks, the animals were euthanized, and blood was
collected for glycometabolic and serum lipid analyses, as well as the TAB for biometric analyses.
Retroperitoneal AT (RAT) had the total lipid content and TAG measured. The effects of litter size
and diet were determined by ANOVA TWO-WAY, followed by Bonferroni post-test. The
manipulation of litter size was efficient in inducing neonatal overweight. There was no difference
in the final body mass of the animals, as well as in the Lee index. The HS diet reduced the caloric
intake regardless of the litter, influenced the CEA and increased the CGPCC and the Al. The
relative weight of RAT increased in the HS-NC and HS-NR groups. The diet also influenced
blood glucose and increased insulin and HOMA-IR concentrations, showing the efficiency of the
HS diet in leading to the development of IR. The HS diet was responsible for altering the body
composition of the animals, increasing the lipid and TAG content of the TAR; however, the
interaction between the variables (litter size and post- weaning diet) reduced the lipid and TAG
content in the RAT in the HS-NR group. Serum cholesterol concentration was influenced by litter
size, demonstrating the need for future experiments to elucidate this mechanism. The interaction
between litter size effect and HSdiet exerts a protective effect on the development of IR and RAT,
suggesting the occurrence of hyperplasia in detriment of hypertrophy. However, further
experiments are needed to understand the mechanism behind this biological event.

Keywords: metabolic imprinting, litter size effect, high-sugar diet, insulin resistance, whiteadipose
tissue.
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1. INTRODUCAO

Programagdo metabdlica € um acontecimento biolégico que determina a
associacdo entre eventos fisico-quimicos no inicio da vida e suas consequéncias
futuras?, sendo caracterizada por respostas adaptativas que envolvem a experiéncia
nutricional inicial e o desenvolvimento de doengas cronicas na vida adulta (DCNT)®3),
Esse fendmeno esta relacionado a modificacdes epigenéticas®, tais como metilagdo de
DNA, modificacbes pds-traducionais de histonas e modulacdo da expressdo de uma
variedade de RNAs n3o-codificantes (miRNAs) “9, podendo ocorrer durante as janelas
criticas do desenvolvimento, como o crescimento fetal, periodo neonatal e as “transigoes
da dieta” que ocorrem ao longo da vida®, sendo que a ingest&o excessiva de lipideos ou
restricdo calorica cronica também s&o descritas na literatura®3©),

A obesidade infantil vem aumentando rapidamente nas Ultimas décadas e vem
sendo considerada uma epidemia mundial e um dos principais problemas de saude
publica®. A Organizacido Mundial da Satde (OMS) tem mostrado que a alimentagio
infantil vem sendo baseada principalmente em carboidratos simples, como por exemplo,
0 acgucar, que é amplamente utilizado pela industria nos produtos destinados ao publico
infantil®. Essa fonte energética é considerada pobre em vitaminas e minerais e possui
alta densidade caldrica. O excedente de carboidrato vindo da dieta, desencadeia
processos inflamatdrios levando a um aumento na lipogénese no TAB®, dessa forma,
0s acidos graxos serdo utilizados para de sintese de triacilglicerol (TAG), que sera
armazenado principalmente no TAR @9 Além disso, havera maior disponibilidade de
acidos graxos saturados na corrente sanguinea pode causa deposicdo ectpica de
lipideos no figado e musculo®. Essa maior disponibilidade de acidos graxos saturados
ativa mecanismos responsaveis por prejudicar o metabolismo da glicose, levando a
alteraces na sinalizacio da insulina®12),

A lactagdo promove a nutricdo adequada do recém-nascido, além de reduzir a
mortalidade infantil, sugerindo um efeito protetor. Acredita-se que a composic¢do do
leite materno induz respostas adaptativas, favorecendo modificagcbes na deposicdo de
gordura no TAB®®). Estudos experimentais vém demonstrando que a reducdo do
tamanho da ninhada altera o comportamento alimentar dos animais, devido a uma
reducdo na competicdo pelo alimento®®. A maior oferta do leite induz um maior aporte

energeético, e, por consequéncia, uma superalimentacdo precoce. O periodo neonatal
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imediato € considerado uma janela de oportunidade, visto que o sistema neuroenddcrino
estd em desenvolvimento, sendo a superalimentacao entdo capaz de acarretar alteracoes
estruturais e funcionais permanentes no sistema nervoso®#*,

Nesse contexto, superlactacdo e ingestdo excessiva e precoce de carboidratos
simples sdo alguns fatores que podem levar a uma programacdo metabolica®®?,
promovendo maior deposicao de lipideos no TAB, via hipertrofia (aumento do tamanho
das células) ou hiperplasia (aumento do nimero de células) dos adipécitos®, o que
pode culminar no desenvolvimento da obesidade e suas comorbidades em adultos
jovens®1)  No entretanto, a relacdo entre a reducdo da ninhada e o desenvolvimento
do TAR em ratos submetidos a dieta rica em carboidratos simples ainda n&o foi
estabelecida.

Resultados do nosso grupo demonstraram que a dieta rica em carboidrato
simples é capaz de aumentar o tamanho dos depdsitos de gordura”, causando
hipertrofia, sem alterar o ganho de massa corporal total®®, além de interferir na
sensibilidade & insulina, levando a RI, apés 8 semanas de consumo®”??), O modelo da
manipulacdo do tamanho da ninhada, caracterizado pela reducdo das ninhadas, resulta
em animais significativamente mais pesados com um perfil distinto de inflamag&o 2V,
A manipulagdo do tamanho da ninhada pode resultar numa resposta diferenciada
mediante o estimulo obesogénico e os impactos dessa sensibilizacdo no surgimento da
RI induzida por dieta rica em carboidratos simples permanecem por serem elucidados.
A partir dessas descobertas, fomos motivados a investigar se os efeitos da reducdo da
ninhada e da dieta rica em carboidrato simples levariam a uma programacdo metabdlica
no TAR. Dessa forma, o estudo visa a elucidar se a reducdo das ninhadas associada ao
consumo de dieta rica em carboidrato simples por 8 semanas levaria a uma atenuacdo da

RI, bem como modificaria a dindmica de deposicdo de gordura no TAR.
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2. FUNDAMENTACAO CIENTIFICA

2.1. PROGRAMACAO METABOLICA E OS SEUS MECANISMOS

Epigenética é o conceito dado a alteracfes reversiveis na estrutura da cromatina,
causadas por fatores ambientais, sem que ocorra alteracdes na estrutura do DNA. Essas
alteracbes sdo responsaveis pela regulacdo da expressdo de genes envolvidos com
processos fisiopatoldgicos®??. Programagdo metabdlica refere-se as respostas
adaptativas que descrevem as relagdes entre a experiéncia nutricional durante o inicio da
vida e o aparecimento de doencas cronicas na idade adulta®?. O desenvolvimento
humano é marcado por fases de extrema importancia (periodo fetal, periodo neonatal e
transicdo de dietas) conhecidas como janelas de oportunidades, onde alteracGes
fisiolégicas e morfoldgicas estdo em evidéncia, sendo assim sdo periodos com maior
vulnerabilidade & programacdo metabdlica®®. E um mecanismo de sobrevivéncia da
prole em condi¢cOes adversas, principalmente em condic¢bes de desnutri¢do, visando a
melhor utilizacdo dos nutrientes disponiveis. Entretanto, a longo prazo, essas respostas
adaptativas a um momento de restricdo crénica poderdo determinar o aparecimento de
doencas na idade adulta®®),

Mecanismos metabdlicos e fisioldgicos estdo envolvidos no processo da
programacéo, destacando-se entre eles modificacfes na estrutura do TA, levando ao
aumento do nimero de células adiposas e diferenciacdo metabodlica (hiperplasia),
causadas por alteracdes na expressdo génica, promovendo alteracdes hormonais e
enzimaticas®?. Dessa forma a origem deste fendmeno estd relacionada as
modificacBes epigenéticas, como metilacdo de DNA, modificagbes pos-traducionais de
histonas e modulacdo da expressdo de uma variedade de RNAs n&o-codificantes
(MiRNAs)®. Em animais vertebrados a metilagio do DNA ocorre quase que
exclusivamente em dinucleotideos. As histonas estdo sujeitas a diversas modificagdes
pos-traducionais, incluindo acetilacdo, metilacdo, fosforilagdo e ubiquitinacdo, além
disso, parecem recrutar enzimas para regides especificas do genoma®?.

A literatura vem demonstrando a capacidade do estresse nutricional durante os
periodos criticos do desenvolvimento levar a alteracGes na fisiologia e no metabolismo
de um organismo, aumentando, assim, a probabilidade do desenvolvimento de doencas
em longo prazo®?. Durante as janelas de oportunidade, a disponibilidade de nutrientes
vindos da dieta, tanto em quantidades insuficientes quanto excedentes®®, podem levar a

uma programacao do metabolismo, levando, assim, ao desenvolvimento da obesidade e
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suas comorbidades na vida adulta®. Essa ideia surge com a hipGtese da origem fetal,
proposta por Baker®®. Assim, se as exigéncias fetais, por exemplo, ndo forem
atendidas, com o fornecimento de nutrientes em quantidade e qualidade adequadas, o
crescimento normal, o desenvolvimento e o metabolismo podem ser prejudicados,

levando a consequéncias a satde a longo prazo®®.

2.2. CONSUMO EXCESSIVO DE CARBOIDRATO SIMPLES CAUSA AUMENTO
DE TECIDO ADIPOSO BRANCO, CULMINANDO EM RESISTENCIA A
INSULINA

Os nutrientes vindos da dieta sdo capazes de alterar o padrdo de transcri¢do
génica por meio de modificacBes epigenéticas, pois geram substratos, além de alterar
sua disponibilidade. Isso nos sugere que a intervencdo nutricional é uma forma de
reprogramar o epigenoma e controlar a satde®”.

A composicdo da dieta tem um papel fundamental na génese da obesidade 82,
sendo mostrado em alguns estudos que o consumo de dietas hiperlipidicas vem levando
ao desenvolvimento da patologia®®. Assim como os efeitos metabolicos da patologia,
os fatores ambientais, como estilo de vida, alimentacdo, pratica de atividade fisica,
também sdo relacionados ao desencadeamento da obesidade na vida adulta®?. De
acordo com a OMS®, a transformacdo do perfil nutricional pode ser caracterizada,
principalmente, pela diminui¢do dos niveis de atividade fisica, devido ao grande contato
com eletronicos, como televisdo, computadores e celulares, bem como o alto consumo
de alimentos ricos em gordura (alimentos com alta densidade cal6rica) e pobre em
vitaminas e minerais®?,

O consumo excessivo de carboidratos simples nas primeiras fases da vida vem
sendo descrito como um fator de risco para o desenvolvimento da obesidade na vida
adulta®'3?_ Excesso de carboidratos simples na alimentacio exerce grande influéncia
no TAB, devido sua via de utilizagdo no corpo®®. O carboidrato vindo da dieta é
utilizado como fonte energeética (via glicolitica) ou armazenado, principalmente, no
TAB, via sintese de TAG (lipogénese) ©2).,

Apols uma refeicdo rica em carboidrato simples, com balango energético
positivo, hd uma grande disponibilidade de glicose na corrente sanguinea. Para que essa
glicose vinda da dieta seja metabolizada, as células pancreéaticas liberam insulina, um

horménio anabdlico, responsavel por ativar a via glicolitica nos tecidos alvos como
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Mdsculo esquelético e TAB. A insulina atua estimulando a translocagédo de GLUT4, em
um transportador de glicose, que é armazenado em vesiculas intracelulares e, quando
ativado, migra para a membrana plasmatica. No citoplasma, a glicose ¢é fosforilada pela
hexoquinase, iniciando a via glicolitica, que converte a glicose em piruvato.

O piruvato entra na mitocondria e € convertido em Acetil-CoA pela acdo da enzima
piruvato-desidrogenase. O Acetil-CoA segue para o ciclo do acido citrico, onde é
convertido em citrato e ha producdo de ATP. Na presenca de muito ATP e citrato, 0
citrato € enviado novamente para o citosol, onde é convertido em Acetil-CoA e utilizado
na sintese de &cidos graxos por meio da acao da enzima acetil-CoA carboxilase, gerando
Malonil- CoA. Esse processo da inicio a sintese de acidos graxos, culminando na
producdo de palmitato, precursor de &cidos graxos saturados de cadeia longa. Esses
acidos graxos sdo conjugados com glicerol para formar triacilglicerol (TAG), que sera
armazenado no TAB.

O consumo excessivo de carboidratos simples promove a lipogénese e a deposi¢édo de
4cidos graxos no TAB, culminando em aumento do tecido adiposo®%. Com a sintese de
TAG aumentada, ha o aumento também de &cidos graxos livres®32®, que podem levar a
hipertrofia do adipdcito. Esse processo de hipertrofia esta associado a secrecdo de
citosinas inflamatorias e a resisténcia a insulina (RI), pois a sinalizacdo da insulina é
prejudicada, devido a uma falha na translocacdo do GLUT4 para a membrana celular, o

que reduz a captacdo de glicose do musculo esquelético e do TAB, favorecendo uma
R1(36),

2.3. 0 TAMANHO DA NINHADA E A SUA RELACAO COM A PROGRAMACAO
METABOLICA

J& estd bem estabelecido pela literatura que a lactagdo pode acarretar diversos
beneficios ao beb&?!®), como, por exemplo, promover a nutricdo adequada do recém-
nascido, além de garantir a homeostase energética ao longo da vida® e, também, levar a
reducdo da mortalidade infantil causada principalmente por doencas infecciosas™®. Tais
beneficios estdo diretamente relacionados com o tempo de duracdo da lactagdo, com a
introducéo alimentar complementar e com a hipernutricao®?,
Com isso, parte da comunidade cientifica acredita que a alimentacdo infantil seria capaz
de influenciar o desenvolvimento de doencas crbnicas ndo transmissiveis (DCNT) na
vida adulta®. O efeito protetor da lactagio parece estar relacionado & composicdo
nutricional e bioquimica do leite materno, em que substancias bioativas, como acido
docosahexaenoico (DHA) e os acidos graxos polinsaturados (PUFAS) regulam a
deposicao de gordura favorecendo as respostas metabdlicas®3®). A literatura relata que a



24
alimentacdo materna durante a gestacdo e lactacdo pode alterar a composicédo do leite

levando assim a maior propensdo de distirbios metabdlicos®® Considera-se,
também, que o periodo de lactagdo como uma janela de oportunidade, devido ao
mecanismo de plasticidade que a célula adiposa apresenta neste periodo, ou seja, a
celula adiposa é capaz de regular o seu numero (hiperplasia) e 0 seu tamanho
(hipertrofia) em resposta a estimulos exdgenos, como a superalimentagio®®.

Além disso, estudos experimentais tém demonstrado que grande parte dos
mamiferos continuam o desenvolvimento dos 6rg&os no periodo neonatal“%*Y), ou seja,
o hipotalamo, durante as trés primeiras semanas de vida, é imaturo“?, fazendo com que
a regulacdo do metabolismo, responsavel por inibir ou estimular o apetite, ndo ocorra da
forma desejada®®4. Sendo assim, estudos tm sugerido que a dieta ofertada durante
esse periodo pode estar envolvida com alteracdes permanentes®46), Nessa perspectiva a
reducdo do tamanho da ninhada pode afetar as respostas adaptativas caracterizando uma
programacao metabolica®*?,

Estudos vem demonstrando que a supernutricdo no inicio da vida, pode
influenciar 0 peso na vida adulta, bem como o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, hiperinsulinemia e sobrepeso®®4®). Qutra linha de pesquisa acredita
que a programacdo metabdlica possa acarretar um efeito protetor contra obesidade e
diabetes mellitus na vida adulta®!349, Entretanto, os efeitos da reducdo da ninhada em
longo prazo, ainda ndo estdo bem estabelecidos, devido a estudos com resultados

controversos.

2.4. DESENVOLVIMENTO DO TECIDO ADIPOSO BRANCO (TAB) E SUA
RELACAO COM O METABOLISMO

Uma ingestdo de nutrientes maior que as necessidades energéticas culminam em
um balanco energético positivo, levando a um aumento de peso, principalmente pelo
aumento do TAB (850),

Em condices fisioldgicas, esta distribuido por todo o organismo, entretanto na
obesidade, ha um aumento principalmente do tecido adiposo visceral. Este, por sua vez,
esta intimamente relacionado ao desenvolvimento de doengas como a sindrome
metabdlica e a diabetes mellitus. O TAB é considerado um o0rgdo enddcrino,
responsavel por modular o apetite, regular o consumo energético, a sensibilidade a
insulina, o sistema enddcrino e reprodutivo, a inflamagdo e a imunidade®®. Além disso,
tem como principal fungdo sintetizar e armazenar lipidios, principalmente na forma de
TAGO,
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A deposicdo de lipideos no tecido, pode levar a alteragdes em sua conformacéo,
levando a expansdo do tecido. Essa expansdo pode ocorrer de duas maneiras, na
primeira h4 o aumento do tamanho da célula (hipertrofia) e na segunda ha o aumento do
namero de células (hiperplasia).

A hipertrofia ocorre devido a ativacdo da lipogénese e da lipolise, levando a
alteracdes de acordo com a necessidade do organismo de armazenar ou utilizar lipidios.
Essa necessidade depende do estado nutricional, do gasto energético e do momento do
metabolismo (hormdnios catabdlicos e anabodlicos). Quando ha uma grande
disponibilidade de glicose, ocorre a sintese de acidos graxos, que sera conjugado com
glicerol para a formacdo de TAG, para ser armazenados no TAB®Y, Ao atingir a
capacidade maxima do adipocito em estocar lipideos, a célula aumenta a hidrélise de
TAG em acidos graxos e glicerol (estimulo lipolitico). A lipdlise entdo aumenta a
quantidade de acidos graxos, levando a hipoxia celular e o contetdo da célula é
difundido na corrente sanguinea. Essa hipoxia leva a uma maior concentracao de acidos
graxos livres no plasma, e posterior deposicdo dos acidos graxo em tecidos como figado
e musculo, causando uma lipotoxicidade®?),

Apds a célula atingir o limiar de armazenamento de lipideos através da
hipertrofia, ocorre a hiperplasia. Isso se da através da adipogénese, que € a formacao de
novos adipdcitos a partir de uma célula precursora, aumentando assim a capacidade de
armazenamento de energia do TAB®?. A célula precursora sofre uma diferenciacéo,
passando de pré-adipdcito e/ou de célula tronco mesenquimal a adip6cito maduro. Esse
processo é regulado por fatores de transcricdo, sendo os principais proteina de ligacao
de CCAAT (C/EBPs), proliferador de peroxissoma y (PPAR v), fatores semelhantes a
Krumppel (KLFs) e fator de transcri¢do de ligacdo ao elemento regulador de esterol 1c
(SREBP1)®2. Quando hé disponibilidade de insulina, ocorre a expressdo da C/EBPs,
fazendo com que o adipdcito passe por uma diviséo celular e posterior ativacao da
PPARy, levando a diferenciacdo de adipdcitos e regulacdo de metabolismo,
principalmente de carboidrato e lipideos. Dessa forma, o C/EBPs e PPARY sdo
considerados os reguladores centrais da adipogénese, ja que uma vez expressos, eles sao
responsaveis por controlar as atividades do TA, bem como controlam a sintese e
expressdo de TAG®),

A obesidade hipertréfica € a mais prejudicial, visto que na hipertrofia dos
adipdcitos eles expressam, produzem e liberam citocinas, deixando o tecido mais

suscetivel a processos inflamatorios®®). Além disso, sugere-se que a obesidade
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hiperplasica é uma obesidade metabolicamente saudavel, pois preservam as func¢bes do
TA, garantindo a homeostase corporal, favorecendo uma melhora nos processos
inflamatdrios causados pela obesidade hipertrofica, como por exemplo, levam a

melhorias na sensibilidade a insulina, atenuando a R12.

2.5. TAMANHO DA NINHADA, DIETARICAEM CARBOIDRATOS SIMPLES E
DESENVOLVIMENTO DO TAB

Os efeitos da reducgdo da ninhada vém sendo usados para determinar os efeitos
de uma superalimentacdo durante as primeiras fases da vida. O modelo proposto por
Cryer & Jones consiste basicamente em separar apds 0 nascimento 0s animais em dois
grupos, sendo um grupo maior e um grupo menor. Tal metodologia, nos trouxe a ideia
de modulacdo da composicdo corporal a partir das janelas criticas do
desenvolvimento®*%®, Dessa forma, a reducdo da ninhada seria capaz de influenciar o
ganho de peso em ratos, além de influenciar a ingestao alimentar na vida adulta®>%),

Animais provenientes da ninhada reduzida, inicialmente, ganhariam mais peso
quando comparados a animais de ninhadas maiores que apresentam crescimento mais
lento; entretanto, apds o desmame esse crescimento seria inibido®>%®, e, ao longo da
vida, a massa corporal dos animais de ambas as ninhadas se igualaria®®. Indicando
uma heterogeneidade nos padrbes de crescimento de diferentes depdsitos de TAB e
susceptibilidade dos padrdes para alteracdes induzidas por fatores genéticos e fatores
ambientais®, um exemplo é a capacidade de regulacio da massa corporal a partir da
oferta de alimentos, uma vez que animais de ninhadas reduzidas apresentam maior
namero de células (hiperplasia) quando comparados a animais que tinham uma oferta
menor de alimentos durante o periodo de lactagao®&5®),

Além disso, a ingestdo poés-desmame desses animais também € capaz de
influenciar no processo de ganho de peso, sendo sugerido que um aumento da
disponibilidade de nutrientes durante o desenvolvimento inicial pode levar ao nimero
elevado de células adiposas®>®,

Diante 0 exposto até o momento, torna-se possivel relacionar o tamanho da
ninhada e o consumo de carboidrato simples como responsaveis por influenciar o

desenvolvimento do TAB, sendo essa relagdo a hipotese proposta pelo trabalho.
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da reducdo da ninhada e da dieta

rica em carboidratos simples (HS) sobre o grau de adiposidade e metabolismo de ratos

jovens.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para que o objetivo geral fosse alcangado, foram tracados os seguintes objetivos

especificos:

Determinar o modelo experimental da ninhada reduzida e sobrepeso neonatal;
Avaliar os efeitos da reducdo da ninhada e da dieta HS ap6s 8 semanas sobre a
ingestdo calorica e a eficiéncia alimentar dos animais;

Avaliar os efeitos da reducdo da ninhada e da dieta HS ap6s 8 semanas sobre 0s
parametros glicometabolicos (glicose, insulina e HOMA-IR) dos animais;
Determinar os efeitos da reducdo da ninhada e da dieta HS apds 8 semanas sobre
o perfil lipidico sérico [colesterol total e triacilglicerol (TAG)] dos animais;
Investigar os efeitos da reducdo da ninhada e da dieta HS ap6s 8 semanas sobre
0s pardmetros biométricos (ganho de massa corporal, indices de Lee e de
adiposidade) dos animais;

Estimar os efeitos da reducdo da ninhada e da dieta HS ap6s 8 semanas sobre o

peso relativo, teor de gordura total e os niveis de TAG do TAR.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MODELO ANIMAL E DIETA

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissio de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), segundo o
protocolo n°® 2245040518 (Anexo 1).

Como demonstrado na Figura 1, foram utilizados 23 ratos Wistar machos
provenientes do Centro de Ciéncia Animal (CCA) da UFOP. O modelo de reducdo do
tamanho das ninhadas foi realizado conforme previamente publicado #%5). Apés o
nascimento, os animais foram divididos randomicamente em dois grupos: 0 grupo
ninhada controle (NC) era composto por 8 filhotes/ mde (n=11) e o grupo ninhada

reduzida (NR) era composto por 4 filhotes/mée (n=12).

Figura 1 - Primeira fase do delineamento experimental.

Animais récem-nascidos

Ninhada controle Ninhada reduzida
g filhotes/m3e, n= 11 4 filhotes/mde, n=1

A reducéo da ninhada foi feita como previamente publicado, na qual a Ninhada controle tinha 8 filhotes/
mée e a Ninhada reduzida tinha 4 filhotes/ mde 2020,

Fonte: Elaboracéo propria, Bio Render, 2021. Disponivel em
https://app.biorender.com/gallery/illustrations. Acesso em 15 de junho de 2021.

Apos o desmame (21 dias), os animais foram novamente distribuidos em quatro
grupos: (1) animais alimentados com a dieta padrdo (STD) provenientes da ninhada NC
(n=5, STD-NC); (I) animais alimentados com a dieta rica em carboidrato simples (dieta
HS) provenientes da ninhada NC (n=6, dieta HS-NC); (l1l) animais alimentados com

dieta STD provenientes da ninhada NR (n=6, STD-NR); (IV) animais alimentados com
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dieta HS provenientes da ninhada NR (n=6, dieta HS-NR). Os animais dos grupos | e 11l
foram alimentados com a ra¢do comercial padrdo Nuvilab® (QUIMTIA, Parana, Brasil)
e 0s animais provenientes do grupo Il e IV foram alimentados por uma dieta palatavel a
base de leite condensado, constituida por 33% de leite condensado Moga Nestlé®, 33%
da racdo padrdo Nuvilab® (QUIMTIA), 7% de agticar cristal e o remanescente de agua®’.
Os efeitos da dieta HS foram avaliados durante 8 semanas. O peso corporal dos animais
foi mensurado semanalmente e o consumo alimentar foi mensurado trés vezes por
semana. A ingestdo caldrica foi obtida a partir da multiplicacdo do consumo alimentar
semanal (em gramas) pela densidade energética das dietas STD e HS. Ao final do
periodo experimental, foi realizada a eutanasia por decapitacdo e foram coletados o
sangue e os tecidos adiposos retroperitoneal (TAR), inguinal (TAl), epididimal (TAE) e
marrom (TAM), os quais foram armazenados em freezer -70°C até analises posteriores.
As etapas experimentais estdo demonstradas na Figura 2.

Figura 2 - Segunda fase do delineamento experimental.

8 Semanas
LR Mas;s;;{(:()';)‘or;ai (g)
' Ingestao (g)
v
Eutanasia .. | Sangue (Soro)
o TAB e TAM

A manipulacdo do tamanho das ninhadas foi feita como previamente publicado, na qual a Ninhada
controle tinha 8 filhotes/ mée e a Ninhada reduzida tinha 4filnotes/ mae (029,

Fonte: Elaboracao prépria, Bio Render, 2021. Disponivel em
https://app.biorender.com/gallery/illustrations. Acesso em 15 de junho de 2021.
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4.3. PARAMETROS AVALIADOS

4.3.1. Ingestdo caldrica e calculo da eficiéncia alimentar (CEA e CGPCC)

Para efetuar os calculos da ingestdo caldrica, registrou-se a quantidade (em
gramas) de racdo consumida por cada animal. A quantidade de racdo ofertada e a sobra
da caixa foram pesadas trés vezes na semana, durante as 8 semanas do experimento, em
balanca analitica (MARTE). Os valores obtidos foram somados e divididos pelo niumero
de animais da mesma caixa (n=3), para que fosse possivel estimar a ingestao alimentar
total de cada animal. Apds as analises bromatologicas, foi determinado o total de
calorias fornecidas pelos macronutrientes das diferentes ragdes, sendo calculada a
ingestdo caldrica. A ingestdo caldrica foi calculada pela férmula abaixo. Além da

ingestdo total, também foram calculadas a semanal dos animais.

Ingestiocalorica = Iax Y%Kcal

Em que:
la: Ingestdo alimentar

%Kcal: Teor cal6rico da dieta

Para mensurar a eficiéncia alimentar foram considerados o coeficiente de
eficiéncia alimentar (CEA) e o coeficiente de ganho de peso por consumo cal6rico
(CGPCC)®®. O CEA e 0 CGPCC foram mensurados a partir das formulas demonstradas
abaixo:

Mcf — Mcpd

cpa = Mef — Mcpd
IAT

Mef — Mepd

EGPCC:%

Em que:

Mcf: Massa corporal final

Mcpd: Massa corporal pds-desmame
IAT: Ingestdo alimentar total

IC: ingestdo calorica
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4.3.2. Parametros glicometabdlicos
432.1. Dosagemde glicose

Ap0s a eutanésia, foi coletadas amostras de sangue em tubos Falcons (15 mL).
As amostras foram centrifugadas (CENTRIBIO, Rio de Janeiro, Brasil) a 4.000 x g por
10 minutos. Em seguida, o soro foi pipetado em eppendorfs (2 mL), e reservado para as
dosagens bioguimicas, realizadas no Laboratdrio de Bioquimica Metabolica (LBM) do
Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas (ICEB) da UFOP, supervisionadas pela
doutoranda Sttefany Viana Gomes e pela professora Daniela Caldeira Costa.

A dosagem de glicose sérica foi realizada pelo método enzimatico colorimétrico,
utilizando o kit Bioclin (BIOCLIN, Parana, Brasil), conforme instrugdes do fabricante.
Resumidamente, o método ocorre pela oxidacdo enzimatica da glicose, no qual ha
liberacdo de peroxido de hidrogénio e formacdo de um cromogeno vermelho cereja. A
intensidade da cor é diretamente proporcional a concentracdo de glicose presente na
amostra. Para realizar a dosagem, foi utilizado 5 ul de amostra de soro para 245 ul de
reagente (diluicdo de 50x), em duplicata, pipetados em placa de Elisa (KASVI, Parana,
Brasil). A absorbancia foi mensurada por espectrofotémetro (BIOSPECTRO, Parana,
Brasil), utilizando o comprimento de onda de 490nm (absortividade: 490-550nm). A

concentracdo de glicose no plasma, foi dada pela férmula apresentada abaixo:

Glicase = m x 100
AR padrio
Em que:
AB = absorbancia

Padréo = solucdo de glicose com concentragdo determinada pelo fabricante
4322. Dosagem de insulina

A dosagem de insulina sérica foi realizada pelo método de quantificacdo néo
radioativa, utilizando o kit de ELISA para insulina de ratos (MILLIPORE, Darmstadt,
Alemanha), conforme sugerido pelo fabricante. A leitura da absorbancia foi realizada no
espectrofotdmetro (BIOSPECTRO), utilizando comprimento de onda 490nm. A
concentragdo de insulina, foi dada por uma curva dose-resposta, em que foi plotado um
gréfico de curva de referéncia de 450nm no eixo y e no eixo X continha as

concentragdes de insulina de ratos.
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4323. Calculo doindice HOMA-IR

Para que fosse possivel determinar se 0s animais que receberam a dieta rica em
carboidrato simples desenvolveram RI ap6s 8 semanas, a partir dos niveis séricos de
insulina e glicose plasmatica, descritos acima, calculamos o indice de resisténcia a
insulina (HOMA) ®9, de acordo com a formula descrita abaixo:

INS x GLI
22,5

HOMA =

Em que:
HOMA: indice de resisténcia a insulina
INS: insulina de jejum

GLI: glicose sérica

4.3.3. Perfil lipidico sérico
433.1. Dosagem de colesterol total

A dosagem de colesterol sérica total foi realizada pelo método colorimétrico
enzimatico utilizando o kit comercial Labtest® (LABTEST, Minas Gerais, Brasil),
conforme recomendacdes do fabricante. Basicamente, a dosagem ocorre a partir da
hidrélise de ésteres de colesterol a colesterol livre + acidos graxos, que entdo sofrem
oxidacdo e sdo convertidos em peroxido de hidrogénio. O per6xido é novamente
oxidado e forma antipirilquinonimina. A intensidade da cor é diretamente proporcional
a concentracdo de colesterol presente na amostra. Para realizar a dosagem, foi utilizado
5 ul de amostra de soro para 245 ul de reagente (diluicdo de 50x), em duplicata,
pipetados em placa de Elisa (KASVI). A absorbancia foi mensurada por
espectrofotdmetro (BIOSPECTRO) utilizando comprimento de onda de 490nm
(absortividade: 490-510nm). A concentracdo de colesterol no soro, foi dada pela

férmula apresentada abaixo:

AEB amostra
Colesterol = —— X  x 200
AB padrio
Emque:
AB: absorbancia

Padrdo: solucao de colesterol com concentragdo determinada pelo fabricante
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4332. Dosagem de triacilglicerol (TAG)

A dosagem de TAG sérica foi realizada pelo método colorimétrico enzimatico
utilizando o kit Labtest® (LABTEST), conforme recomendagbes do fabricante. Em
resumo, o método ocorre pela hidrélise de TAG, com liberacdo de glicerol e conversao
em glicerol-3-fosfato, resultando na produ¢do de quinoneimina. A intensidade da cor é
diretamente proporcional a concentracdo de TAG presente na amostra. Para realizar a
dosagem, foi utilizado 5 ul de amostra de soro para 245ul de reagente (diluicdo de 50%),
em duplicata, pipetados em placa de Elisa (KASVI). A absorbancia foi mensurada por
espectrofotometro (BIOSPECTRO) utilizando comprimento de onda de 490nm
(absortividade: 490-520nm). A concentracdo de colesterol total no soro foi dada pela

férmula representada abaixo:

AB amostra
TAG = ——— x 200
AB padrio
Em que:
TAG: triacilglicerol
AB: absorbancia

Padrao: solucdo de TAG com concentracdo determinada pelo fabricante

4.34. Parametros Biométricos
Para determinar se o modelo de manipulacdo do tamanho da ninhada foi
eficiente em induzir ganho de massa corporal pés-desmame, bem como se a dieta HS

induziu obesidade e RI, determinamos o0s parametros biométricos descritos a seguir.

434.1. indices de Lee e de Adiposidade (1A)

Anterior a eutanéasia, foram aferidos o comprimento naso-anal (CNA) e a massa
corporal dos animais. Ap0s a eutanasia, 0 peso dos coxins adiposos foi mensurado para
determinar o grau de adiposidade pelo indice de Lee® e IAGY. As féormulas estdo
representadas abaixo.

VPC

indice de Lee = ——
CNA
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. Ip

Indice de adiposidade TN X 100

Em que:

PC = Peso Corporal

CNA = Comprimento naso-anal

YPCA = Somatdria dos pesos dos coxins adiposos (TAI, TAE, TAR, TAM)

4.4. PESO RELATIVO DO TAR

O peso relativo do TAR foi calculado de acordo com a férmula abaixo:

PTAR
Peso relative TAR = ——
EC

Em que:
PTAR: Peso do TAR

PC: Peso corporal

4.5. EXTRACAO DE LIPIDEOS TOTAL NO TAR

A extracdo de lipideos no TAR foi realizada pelo método descrito por Folch e
col.®Y). O método consiste basicamente na extracdo fisica da gordura do TAR, no qual o
lipideo presente no tecido foi extraido pela agdo dos solventes cloroférmio-metanol
(2:1). Para realizar a extragdo, foram utilizados 100mg de TAR. As amostras foram
homogeneizadas com solucdo de cloroférmio-metanol 2:1 (ALPHATEC). Em seguida,
o homogenato foi transferido para um tubo previamente lavado com éter de petroleo
(ALPHATEC) e seco em estufa (TECNAL-TE 393/2) por 24 horas a 37°C. Ao tubo foi
acrescentados 46,71% mL de metanol (ALPHATEC) e, em seguida, as amostras foram
homogeneizadas em vortex (PHOENIX LUFERCO, S&o Paulo, Brasil) por 3 minutos.
Posteriormente, foram centrifugadas (CENTRIBIO) a 3000 x g por 10 minutos. Depois
de centrifugadas, ocorreu a formacao de duas fases. O sobrenadante foi transferido para
outro tubo previamente pesado e lavado como descrito acima, foi adicionado 0,8 mL de
cloroférmio e 0,64 mL de NaCl 0,73%. A nova solucdo foi novamente centrifugada a
3000 x g por 10 minutos e, nessa etapa, 0 sobrenadante (solvente) foi descartado. Foi
adicionado 1 mL da solucédo de Folch (para o preparo de 30 mL da solucédo de Folch, foi

adicionado 14,69 mL de metanol, 0,98 mL de cloroférmio e 14,38 mL de agua
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destilada), em seguida as amostras foram deixadas em estufa (TECNAL-TE 393/2) a
80°C por 16 horas (evaporacdo do solvente). Ao final do experimento, os tubos foram
novamente pesados e a quantidade de lipidios extraidos da amostra foi estimada pela
férmula abaixo:

Massa de lipideos (g)

U Lipideos = x 100
VP Massa da amostra (g)

Além do teor de lipideos totais, foi determinado o teor de TAG. Para estas
dosagens, as amostras foram ressuspendidas em 1 mL de isopropanol (ALPHATEC) e a
andlise foi realizada de acordo com a metodologia descrita anteriormente no
item4.4.3.2.

4.6. ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism software (versao
6.0) (GraphPad Software Inc., Irvine, CA). O teste de normalidade realizado foi o
Kolmogorov-Sminorf Test. Os efeitos da manipulacdo do tamanho da ninhada foram
analisados pelo teste de Mann Whitney (ndo paramétricos). Os efeitos do tamanho da
ninhada e da dieta foram analisados pela ANOVA two-way, seguidos do pos-teste de
Bonferroni. Os resultados estdo representados como média + desvio padrao (SD) (dados
paramétricos) ou mediana e intervalo interquartil (IQR) (dados ndo paramétricos). Foi
considerado estatisticamente significativo p-valor <0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. EFEITOS DA REDUCAO DA NINHADA SOBRE A MASSA CORPORAL POS-
DESMAME

A Figura 3 representa o efeito da redugédo das ninhadas, que consiste na retirada
da competicdo entre os filhotes pela lactacdo como descrito anteriormente na

metodologia.

Figura 3 - Efeito da reducédo da ninhada sobre a massa corporal pos-desmame.
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Ninhada controle Ninhada reduzida

A reducéo da ninhada foi feita como previamente publicado, na qual a Ninhada controle tinha 8 filhotes/
mée e a Ninhada reduzida tinha 4filhotes/ mae 2029, O efeito da manipulagio do tamanho da ninhada foi
analisado pelo teste de Many Whitney. Os dados estéo representados em médiat desvio padrdo. *p<0,05.
Fonte: Elaboragao propria

A proposta inicial do trabalho e a nossa primeira variavel, foi estabelecer o
modelo de ninhada reduzida, visto que a lactacdo é considerada uma janela de
oportunidade para que ocorra uma programacdo metabolica, podendo acarretar
alteracdes metabdlicas futuras, sendo assim € de suma importancia a sua compreensao.

De acordo com 0s nossos resultados, demonstrados na Figura 3, a reducdo das
ninhadas foi eficiente em induzir o ganho de peso, resultando no sobrepeso neonatal,

elevando a massa corporal pds-desmame em ~7%.
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Nesse contexto a lactacdo € considerada uma janela de oportunidade, pela qual
podem ocorrer programac6es metabdlicas devido ao estado nutricional materno levando
a alteracdes no processo de manutencdo do equilibrio corporal ©26%) favorecendo o
aparecimento de comorbidades na vida adulta, como obesidade e doencas relacionadas
(63), E importante salientar que a experiéncia nutricional precoce é um fator importante
sobre o desenvolvimento da prole, visto que durante esse periodo os hormonios
necessarios para o crescimento dependem de fatores ambientais, podendo entéo levar ao
aparecimento de doencas ao longo da vida “748),

Sugere-se gque a reducdo da ninhada seja fundamental no desenvolvimento do
sistema nervoso central, que é responsavel, dentre outras coisas, por regular o ganho de
massa corporal @9, A superlactagio gerada pela reducéo da ninhada leva a um ganho de
massa corporal maior durante a lactacio, levando ao sobrepeso neonatal ®®, gerando,
assim, uma relacdo inversamente proporcional, onde animais de ninhadas menores
apresentam maior massa corporal pos-desmame.

Acredita-se que essa relacdo se deva ao maior consumo de leite pela prole, visto
que a sintese de leite materno esta aumentada devido ao ndmero de filhotes nascidos ¢4
e a maior ingestdo alimentar que ocorre devido a imaturidade do mecanismo de controle
da ingestdo alimentar dos recém-nascidos ©®, resulta em um ganho de massa corporal

maior que os animais da prole com menor disponibilidade de leite 8.

5.2. EFEITOS DA REDUCAO DA NINHADA E DA DIETA HS SOBRE O
COEFICIENTE DE EFICIENCIA ALIMENTAR (CEA) E SOBRE O COEFICIENTE
DE GANHO DE PESO POR CONSUMO CALORICO (CGPCC) APOS 8 SEMANAS
A Figura 4 representa os efeitos da redugdo da ninhada e da dieta HS sobre a
ingestdo caldrica total, massa corporal final e eficiéncia alimentar, analisada a partir do
coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) e coeficiente de ganho de peso por consumo

caldrico (CGPCC) dos animais ap0s 8 semanas.
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Figura 4 - Efeitos da reducéo da ninhada e da dieta HS sobre a ingestdo caldrica, sobre 0

ganho de massa corporal e sobre a eficiéncia alimentar ap6s 8 semanas.
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[ Ninhada controle B Ninhada reduzida

a) Ingestdo calorica total de dieta HS de ratos Wistar (n=23) calculada a partir da multiplicacdo da
ingestdo alimentar (g) e do teor calérico da dieta (Kcal), determinada pela analise bromatolégica (dados
prévios do grupo); b) Ganho de massa corporal total de ratos Wistar (n=23); c) Coeficiente de eficiéncia
alimentar de ratos Wistar (n=23) ap0s 8 semanas de consumo de dieta rica em carboidratos simples,
obtido pela subtracdo da massa corporal final e massa corporal p6s desmame e dividido pela ingestdo
alimentar total; d) Coeficiente de ganho de peso por consumo calérico de ratos Wistar (n=23) apés 8
semanas de consumo de dieta rica em carboidrato simples, obtido pela subtracdo da massa corporal final
dos animais da massa corporal inicial dividido pela ingestdo caldrica. A reducdo da ninhada foi feita
como previamente publicado, na qual a Ninhada controle tinha 8 filhotes/ mée e a Ninhada reduzida tinha

4filhotes/ mde @29, Os efeitos do tamanho da ninhada e da dieta foram analisados por ANOVA two-
way,
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seguido do pés-teste de Bonferroni. Os dados estdo representados em média + desvio padréo. * p< 0,05,

**p<0,01. HS, dietarica em carboidratos simples.
Fonte: Elaboracéo propria

A partir desse tdpico, inserimos a segunda variavel do nosso estudo, ofertamos
apos o desmame dos animais uma dieta rica em carboidratos simples (dieta HS),
marcando assim um periodo de transicdo de dietas, sendo assim considerada uma janela
de oportunidade. Dessa forma, esperamos que a dieta seja capaz de induzir alteragdes
metabolicas e gerar programacdes no metabolismo dos animais.

Com base na anélise dos resultados, observamos que a ingestdo calorica total foi
influenciada pela dieta (p<0,001), sendo a ingestdo ~19% menor no grupo HS-NC e
~17% menor no grupo HS-NR quando comparados aos seus respectivos controles
(Figura 4a). Mesmo com uma ingestdo caldrica diminuida, ao final do experimento, 0s
animais possuiam massa corporal semelhantes (Figura 4b).

Segundo os resultados da eficiéncia alimentar, verificamos que o coeficiente de
eficiéncia alimentar (CEA) foi influenciado pela dieta p6s-desmame (p<0,05) (Figura
4c). Da mesma forma, o coeficiente de ganho de peso por consumo caldrico (CGPCC)
foi influenciado pela dieta (p<0,001) aumentando em 20% no grupo HS-NC quando
comparado ao grupo STD-NC (Figura 4d).

Tendo em vista os resultados de ganho de massa corporal e ingestao calérica dos
animais € possivel inferir que a dieta HS interfere na homeostase energética. Resultados
similares indicam que a composicdo da dieta é capaz de alterar a saciedade, através da
alteracdo da via de oxidacdo do carboidrato , na tentativa de manter a homeostase
corporal®). Sugere-se que a ingestdo de dieta com alto teor de carboidrato ap6s uma
semana, levaria a uma diminuicio da oxidacio do carboidrato®”. Isso parece ocorrer
por uma alteracdo na sinalizacdo que ocorre no hipotadlamo e regula a saciedade. Essa
regulacdo leva a uma alteragdo no ciclo circadiano em resposta a alteragcdes no padréo
alimentar ©9,

A massa corporal dos animais ap0s as 8 semanas de experimento foi semelhante
entre 0s grupos experimentais, indicando uma menor velocidade de ganho de peso apds
0 desmame. Esse dado é corroborado pela literatura em estudos com metodologia
similar de ninhada reduzida e dieta p6s-desmame, 0s animais mesmo apresentando
maior massa corporal pos-desmame, ao decorrer das semanas, entre 30 e 60 dias de

experimento, equiparam o peso aos animais da ninhada controle®®),
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Seguindo para os proximos resultados, o coeficiente de eficiéncia alimentar foi
capaz de demonstrar a eficiéncia do animal metabolizar o alimento e o coeficiente de
ganho de peso por consumo calorico, que demonstra a capacidade do animal
ganharpeso quando submetido a uma determinada dieta podendo  causar
alteracBes metabolicas ©®), verificamos que os animais de ambas ninhadas (reduzida e
controle), metabolizam o carboidrato de forma diferente, o que induziu uma
modificacdo na composicdo corporal desses animais, sem alterar a massa
corporal®88%70) A" modificacdo na composicdo corporal, é devido a uma maior
eficiéncia dos animais em converter o excedente de carboidrato vindos da dieta e estocar
como fonte energética, favorecendo o aumento da adiposidade corporal™). Tais

achados serdo mais bem discutidos em outro topico do trabalho.

5.3. EFEITOS DO TAMANHO DA NINHADA E DA DIETA HS SOBRE OS
PARAMETROS GLICOMETABOLICOS APOS 8 SEMANAS

A Figura 5 representa os efeitos da manipulagdo do tamanho da ninhada e da HS
sobres os parametros glicometabdlicos (glicose sérica, insulina e indice HOMA-IR)

apos 8semanas.



Figura 5 - Efeitos da reducdo da
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ninhada e da dieta HS sobre os parametros

HOMA-IR

c)

16+

12

*
(I

8 4

44

L C1H |

Dieta padrio Dieta HS
p-valor

Redugdo da ninhada 0.2278
Dieta pos-desmame 0.0015
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1 Ninhada controle Il Ninhada reduzida

a) Glicemia b) Insulinemia c) indice HOMA. A redugdo da ninhada foi feita como previamente
publicado, na qual a Ninhada controle tinha 8 filhotes/ méde e a Ninhada reduzida tinha 4 filhotes/ mae

(2021 O efeitos do tamanho da ninhada e da dieta foram analisados por ANOVA two-way, seguido do

pos-teste de Bonferroni. Os dados estéo representados em média + desvio padrdo. *p < 0,05. HS, dieta rica

em carboidratos simples.

Fonte: Elaboragdo propria
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A partir desses resultados podemos observar que a dieta HS influenciou a
glicemia (p<0,05), entretanto o pos-teste ndo mostrou diferencas (Figura 5a). Em
relacdo aos niveis de insulina, observamos que a dieta HS alterou a insulinemia (Figura
5b), aumentando em ~201% no grupo HS-NC quando comparado ao seu respectivo
controle. Da mesma forma, a dieta altera o indice HOMA (Figura 5c) (p<0,05),
aumentando em ~313% no grupo HS-NC em relacdo ao controle STD-NC. Dessa
forma, podemos sugerir que a dieta HS estabeleceu um quadro de RI nos animais da
ninhada controle.

O presente estudo corrobora com os dados encontrados anteriormente pelo nosso
grupo de pesquisa, demonstrando que a dieta HS € eficiente em aumentar a massa
adiposa levando ao desenvolvimento secundario da resisténcia a insulina (RI) e
disfuncio metabolica ap6s as 8 semanas”). Tais achados véo de encontro com outros
estudos encontrados na literatura que demonstram que animais submetidos a dietas com
excesso de nutrientes, desenvolvem hiperinsulinemia, Rl e aumento na adiposidade

corporal®®7, Os achados serdo mais bem discutidos nos proximos topicos do trabalho.

5.4. EFEITOS DA MANIPULACAO DO TAMANHO DA NINHADA E DO
CONSUMO DA DIETA HS SOBRE PERFIL LIPIDICO SERICO APOS 8
SEMANAS

A Figura 6 representa o efeito da redugéo da ninhada e do consumo da dieta HS

sobre o perfil lipidico sérico (colesterol total e TAG) apds 8 semanas.
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Figura 6 - Efeitos da reducdo da ninhada e da dieta HS sobre o perfil lipidico sérico

apos 8 semanas.
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a) Colesterol total b) TAG. A reducdo da ninhada foi feita como previamente publicado, na qual a
Ninhada controle tinha 8 filhotes/ mae e a Ninhada reduzida tinha 4filhotes/ mae®°2%, Os efeitos do
tamanho da ninhada e da dieta foram analisados por ANOVA two-way, seguido do pds-teste de
Bonferroni. Os dados estdo representados em média + desvio padrdo. ** p < 0,01. HS, dieta rica em
carboidratos simples; TAG, triacilglicerol.

Fonte: Elaboragdo propria.

As concentragdes colesterol total foram influenciados pelo tamanho da ninhada,
apesar do pés-teste ndo ter apresentado diferencas (Figura 6a). Além disso, o presente
estudo demonstrou que as concentragdes de TAG (p<0,05) foram influenciados pela
dieta p6s desmame, aumentando ~117% as concentracdes séricas de TAG no grupo HS-
NC em relacdo ao seu respectivo controle (Figura 6b).

A alteracdo no colesterol total, ainda precisa ser melhor elucidada com novos
experimentos, visto que as dosagens realizadas analisaram apenas o colesterol total,
dessa forma, a dosagem das fracbes do colesterol (HDL e LDL) se faz necessaria para

determinar o motivo real para a alteragdo do mesmo. Entretanto, nosso grupo pautado
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na literatura, tracou algumas hipoteses que podem justificar o motivo do aumento do
colesterol.

A literatura vem relatando que as concentragfes de colesterol no plasma se
desenvolvem de maneira diferente dependendo do tamanho da ninhada, demonstrando
que animais de ninhadas reduzidas apresentam aumento no colesterol plasmatico(".
Além disso, as concentracdes de colesterol no adulto dependem da quantidade de
colesterol recebida pelo animal na fase de lactagdo®. As concentracbes de colesterol
total diminuiram em animais alimentados com dieta HS?. Outro fator a ser
considerado € que a lactacdo diminuiria a sintese de colesterol, pois a composi¢édo do
leite, com altas concentracdes de colesterol, levariam a uma regulacdo negativa da
enzima hidroximetilglutaril-CoA().

Os resultados seguintes sugerem que o carboidrato da dieta esta sendo desviado
para a sintese de TAG, demonstrando assim que 0S animais receberam um aporte
calorico maior que o necessario. Sabe-se que o carboidrato vindo da dieta € a principal
fonte de energia do corpo, sendo sua principal via de utilizacdo a via glicolitica(®,
Quando o consumo de carboidrato é superior as necessidades energéticas, gera um
balango energético positivo, o carboidrato excedente é desviado para a sintese de acidos
graxos, gerando uma hipertrigliceridemia®+",

Com a grande disponibilidade de glicose na corrente sanguinea e alta liberacéo
de insulina pelas células beta pancreaticas, ha uma alta producdo de ATP e citrato, que
séo responsaveis por inibir a via glicolitica e aumentar o funcionamento da via lipolitica
no figado. O citrato excedente produzido pelo ciclo do &cido citrico, é conjugado com
uma molécula de malonil-CoA e ap6s 6 reacdes ciclicas formam o palmitato, esse por
sua vez é responsavel pela formacio dos acidos graxos de cadeia longa®?.

A partir do aumento da sintese de acidos graxos e ainda na presenca da insulina,
0 mesmo ¢ esterificado com o glicerol (3 moléculas de &cidos graxos e 1 molecula de
glicerol), para a formagdo de uma molécula de TAG. O TAG é conjugado a uma
lipoproteina (VLDL) ativado pela apoproteina CIl, para ser transportados pelos
capilares e posteriormente armazenado no TABU"). O consumo de carboidrato simples
leva entdo a hipertrofia da célula, que quando atinge sua capacidade méaxima de
armazenamento de TAG, sofre hipoxia. Com isso a celula é destruida (lise celular),
liberando acidos graxos na corrente sanguinea®?.

Dessa forma, é possivel afirmar que a hipertrigliceridemia esta relacionada ao
alto consumo de carboidratos ofertados pela dieta HS, levando a um aumento na

lipogénese hepatica e resultando em altas concentracdes séricas de TAG®0.78),
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5.5. EFEITOS DO TAMANHO DA NINHADA E DA DIETA HS SOBRE OS
PARAMETROS BIOMETRICOS APOS 8 SEMANAS
A Figura 7 descreve os efeitos da reducdo da ninhada e da dieta HS sobre os

parametros biométricos (indices de Lee e de adiposidade) apds 8 semanas.

Figura 7 —Efeitos da reducdo da ninhada e da dieta HS sobre os pardmetros biométricos

apos 8 semanas.

a) b)
50+ 10+
45 9+
40- 8
I * |
35+ 7 ! i
300 — 61 T
25+ e
20 4 T
154 3
104 2+
54 1
0 T . 0 . T
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Dieta pos-desmame 0,1034 Dieta pos-desmame 0.0019
Interagio 0,4569 Interagéo 0,1462

I Ninhada controle ml Ninhada reduzida

a) Indice de Lee (IL), foi obtido a partir da raiz ctbica do peso corporal dividido pelo comprimento naso-
anal. b) Indice de adiposidade (1A), foi obtido a partir da soma do peso dos tecidos adiposos dividido pela
massa corporal. A redugdo da ninhada foi feita como previamente publicado, na qual a ninhada controle

tinha 8 filhotes/ mae e a Ninhada reduzida tinha 4 filhotes/ mae202. Os efeitos do tamanho da ninhada e
da dieta foram analisados por ANOVA two-way, seguido do pos-teste de Bonferroni. Os dados estdo
representados em média + desvio padréo. *p < 0,05. HS, dieta rica em carboidratos simples.

Fonte: Elaboragéo propria.

Como descrito previamente na metodologia do presente trabalho, ao final das 8
semanas de experimento os animais foram pesados, tiveram o comprimento naso-anal
mensurado e prosseguiu-se com a eutanasia. Apos a eutanasia, foram dissecados o0 TAB

(inguinal, retroperitoneal e epididimal) e o tecido adiposo marrom. Para realizar o
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calculo do IL foi utilizado a massa corporal e 0 comprimento naso-anal dos animais e
para realizar o célculo do IA foi utilizado a massa corporal e 0 peso dos coxins adiposos
dos animais.

N&o observamos alteracfes no IL durante as 8 semanas do experimento (Figura
7a). Entretanto, a composicao corporal dos animais foi influenciada pela dieta (p<0,05),
aumentando em ~69% o IA no grupo HS-NC, em relagdo ao seu respectivo controle
(Figura 7b).

Os dados encontrados nesse estudo corroboram com os dados publicados
anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa, onde o indice de Lee ndo sofre alteracdes
em 8 semanas(’®.

A adiposidade corporal esta aumentada no grupo HS-NC quando comparado ao
respectivo controle, demonstrando assim uma composicdo corporal diferente entre 0s
grupos, mesmo sem alteracdes significativas na massa corporal dos mesmos®?).
Resultados anteriores do nosso grupo, mostram que o consumo de carboidratos simples
favorece a maior adiposidade corporal, sem no entanto modificar a massa corporal "®,
Confirmando que o consumo excessivo de dietas ricas em carboidratos modula as vias
celulares que controlam a lipogénese?. Isso ocorre, devido & grande disponibilidade de
glicose, que seré usada nesse momento em vias metabolicas de sintese de acidos graxos.
E possivel sugerir que o aumento da massa adiposa seja decorrente de uma hipertrofia
das células do tecido adiposo visceral. A hipertrofia, por sua vez leva a disfuncdo das
células beta pancreaticas, devido a uma lipotoxicidade®®. A maior concentragdo de
acidos graxos livres o plasma, glicerol e no citocinas inflamatdrias causam uma falha na
translocacdo no GLUT4 para a membrana, reduzindo a captacdo de glicose e
diminuindo a sensibilidade a insulina, favorecendo uma RI1©3%) e maior adiposidade
corporal®®. Estes dados serdo corroborados pelos resultados que apresentaremos a

sequir.

5.6. EFEITOS DA MANIPULAQAO DO TAMANHO DA NINHADA E DO
CONSUMO DA DIETA HS SOBRE O PESO RELATIVO E O PERCENTUAL DE
LIPIDEOS NO TAR

A Figura 8 demonstra o efeito da redugéo da ninhada e da dieta HS sobre o peso

relativo e o percentual de lipideos do TAR.
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Figura 8 - Efeitos da reducdo da ninhada e da dieta HS sobre o peso relativo e o

percentual de lipideos do TAR ap6s 8 semanas.
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a) Peso relativo do TAR, obtido pela divisdo do peso do TAR pela massa corporal do animal; b)
Percentual de lipideos do TAR, obtido através do produto do peso relativo do TAR pela quantidade de
lipideo na amostra; c) Dosagem de TAG do TAR. A reducdo da ninhada foi feita como previamente
publicado, na qual a NC tinha 8 filhotes/ mée e a NR tinha 4 filhotes/ mae222. Os efeitos do tamanho da
ninhada e da dieta foram analisados por ANOVA two-way, seguido do pos-teste de Bonferroni. Os dados
estdo representados em média + desvio padrdo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. HS, dieta rica em
carboidratos simples; TAR, tecido adiposo retroperitoneal; TAG, triacilglicerol.

Fonte: Elaboragdo propria.
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O presente estudo demonstrou que, apesar da massa corporal ndo se alterar, a
composicao corporal dos animais foi diferente, visto que a dieta influenciou o peso
relativo do TAR (p<0,001), aumentado ~123% no grupo HS-NC e 63% no grupo HS-
NR quando comparados aos respectivos controles (Figura 8a). O percentual de lipideos
também foi influenciado pela dieta (p<0,05), aumentando de ~115% no grupo HS-NC
(Figura 8b). Também foi observado que a dieta p6s desmame influenciou o teor de TAG
no TAR, aumentando em ~64% no grupo HS-NC (Figura 8c).

Por sua vez a reducdo da ninhada parece conter os efeitos da dieta rica em
carboidrato simples no TAR, visto que a interacdo entre as duas varidveis altera o
percentual de lipideos no TAR (p<0,05), reduzindo em ~23% o valor no grupo HS-NR,
quando comparado ao HS-NC (Figura 8b). Ainda, a interacdo foi responsavel por
induzir uma reducéo de ~43,5% de TAG no TAR no grupo HS-NR quando comparado
ao HS-NC (Figura 8c).

O presente estudo demonstra que a dieta rica em carboidratos simples altera as
vias metabolicas, causando um maior estimulo lipogénico. Esse aumento da lipogénese
se deve a maior deposicdo de lipideos no TAR, principalmente na forma de TAG,
sugerindo uma hipertrofia do adipécito. Dados anteriores do nosso grupo corroboram
com esse resultado, mostrando que o estimulo lipogénico induzido pelo consumo da
dieta HS por 8 semanas leva a um aumento do TAR, induzindo uma hipertrofia da
célula adiposa, devido ao maior aporte calérico e consequente deposicdo de lipideos no
TAR®), Existem evidéncias também que mostram que o acimulo de gordura visceral,
pode levar a alteracbes metabdlicas e fisiopatoldgicas, contribuindo para o
estabelecimento do quadro de RI®Y, Dessa forma, podemos sugerir que a dieta HS
culminou em RI devido a hipertrofia do adipécito. Entretanto, novos experimentos
seriam necessarios para a confirmacdo da nossa hipotese. O TA é um importante 6rgao
enddcrino regulador de diversas adipocitocinas. A expressdo de adipocitocinas, como
TNF-alfa, 1L-6 e resistina, sdo comuns nas células hipertréficas e podem conferir alguns
efeitos deletérios ao organismo, estando intimamente relacionadas a Rl e aumento da
adiposidade corporal®?),

Por outro lado, os resultados apresentados decorrentes da interagdo sugerem uma
hiperplasia do TA, uma vez que, apesar do aumento do TAR, tanto o percentual de
lipideos quanto o teor de TAG do tecido estavam diminuidos. Essa hipotese e bastante
atrativa, uma vez que a literatura relata que a hiperplasia do adip6cito exerce efeitos

benéficos ao organismo, levando a expressdo de adipocitocinas como adiponectina e
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leptina, que controlariam o balanco energético e promoveriam uma melhoria da
sinalizacdo da insulina, atenuando a RI®?. Segundo um estudo realizado por Horta e
cols.® a lactacdo parece conter o desenvolvimento do TA® pois esta fase é
considerada propicia para estimular a adipogénese, resultando em hiperplasia dos
adipocitos>®) e, consequentemente, resultando em respostas metabolicas que
melhorariam a RI®?. Entretanto, para compreender melhor o mecanismo, novos

experimentos seriam necessarios para estabelecer o fenémeno bioldgico.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os principais resultados do trabalho estdo expressos resumidamente na Figura 9.

Figura 9 - Efeitos da manipulagdo do tamanho da ninhada e da dieta rica em carboidrato
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simples sobre o grau de adiposidade e metabolismo de ratos jovens.

A redugdo da ninhada (1) induziu o sobrepeso neonatal e alterou o perfil lipidico dos animais,
aumentando o TAG no TAR; o consumo de dieta HS (2) causou RI, aumentou a adiposidade corporal, o
peso relativo do TAR e o teor de lipideos, além de alterar os parametros glicometabdlicos; a interagao (3)
entre redugdo da ninhada e dieta HS atenuou a RI, reduziu o teor de lipideos e os niveis séricos de TAG
no TAR. Nossos resultados sugerem que a interacdo entre as variaveis (4) levaria a uma hiperplasia do
TAR, culminando na melhora das respostas metabdlicas observadas. Entretanto, novos experimentos sdo
necessarios para confirmar a nossa hipdtese. A reducdo da ninhada foi feita como previamente publicado,

na qual a NC tinha 8 filhotes/ mée e a NR tinha 4 filhotes/ m&e2b. Os efeitos do tamanho da ninhada e
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da dieta foram analisados por ANOVA two-way, seguido do pds-teste de Bonferroni. HS, dieta rica em
carboidratos simples; TAG, triacilglicerol; TAR, tecido adiposo retroperitoneal; RI, resisténcia a insulina.
Fonte: Elaboracéo propria, Bio Render, 2021. Disponivel em
https://app.biorender.com/gallery/illustrations. Acesso em 15 de junho de 2021.

e Em suma, nossos principais resultados foram: A reducéo da ninhada foi capaz de
induzir o sobrepeso neonatal e influenciou a concentragdo sérica de colesterol
total dos animais e de TAG no TAR ap06s 8 semanas;

e O consumo da dieta HS apds 8 semanas foi capaz de aumentar a adiposidade
corporal, aumentando o peso relativo do TAR, o seu teor de lipideos e TAG, e
causou RI, pois influenciou as concentracdes de glicose, insulina e 0 HOMA-IR,
além de elevar as concentragdes séricas de TAG;

e A interacdo entre as variaveis (tamanho da ninhada e dieta pds-desmame)
reduziu o percentual de lipideos e os niveis de TAG no TAR, além de impedir o
desenvolvimento da RI observada no grupo que recebeu a dieta HS.

Diante do exposto, os resultados obtidos até 0 momento sugerem que a interacao
entre a redugdo da ninhada e dieta HS exerce um efeito protetor no desenvolvimento da
Rl e do TAR, possivelmente decorrente da estimulacdo de uma hiperplasia em
detrimento da hipertrofia. Entretanto, futuros experimentos sdo necessarios para

compreender 0 mecanismo por tras deste evento bioldgico.
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8. ANEXQOS
ANEXO 1- CERTIFICADO DO COMITE DE NO USO DE ANIMAIS

II: ‘F’SL‘EERTL".’,AE“E Comissao de Etica

g8 OURO PRETO no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "ETeitos do sobrépeso necnatal induzido por aleitamenta materno sobre a resisténcia &
nsulina em modele experimental induzido por dieta rica em carbeidratos simples (high sugar diet)®, protocolada sob o CEUA n?
2245040518 oo sc0e7u), S0b & responsabilidade de Karina Barbosa de Queiroz é equipe; Daniela Costa Caldeira - que envolve a
producio, manutencio efou uliizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata {excato o hamem], para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - ésta de acordo com oS preceitos da Lei 11.794 de 8 de cutubre de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
dé julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), &
foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso dé Animais da Universidade Federal de Ouro Preto (CEUAUFOP) na réunida de
13/07/2018.

We certify that the proposal “Effects of neonatal breast everfeeding on the insulin resistance in a high-sugar diet model.”, utilizing
60 Heterogenics rats (60 males), protocol number CEUA 2245040518 jo oscorey, under the respansibility of Karina Barbosa de
Queiroz and team; Daniela Costa Caldeira - which involves the production, maintenance and/or use of animals belanging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes of teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council far
Cantrol of Animal Experimentation (CONCEA], and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Quro Preto Federal
University (CEUA/UFOP) in the meeting of 07/13/201B.

Finalidade da Propasta: Pesquisa [Académica)
Vigéncia da Proposta: de 09/2018 a 12/2022 Area: Ciéncias Biolégicas
Origem: Centro de Ciéncia Animal

Espécie:  Ratos heteregénicos sexo: Maches idade: 21 a 28 dias N: 60
Linhagem: Wistar Peso: 45a55¢9

Local do experimento: Os experimentos de manipulagio do tamanha das ninhadas serdo realizados no CCA. Apbs os desmame, os
animas serdo levados para o Biotério de Nutriclo experimental da Escola de Nutrigdo, ande serd realizada a manutengao com
dieta rica em carboidratas simples e, apds as oito semanas de exparimento, serd realizada a eutandsia.

Quro Preto, 23 de julho de 2018

Profa. Dra. Paula Melo de Abrey Vieira Prof. Dr. Leonardo Maximo Cardoso
Coordenadara da Comissao de Etica no Usa de Animais Vice-Coordenador da Comissio de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Ouro Pretn Universidade Federal de Ouro Preto
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