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RESUMO

Tanto a lactacdo quanto o consumo alimentar durante as janelas criticas do desenvolvimento afetam as
respostas adaptativas que descrevem a ligacdo entre as primeiras experiéncias nutricionais e o
surgimento de doencas cronicas na idade adulta. A manipulacdo do tamanho da ninhada promove a
programacdo metabdlica nos animais e seus efeitos sobre o estabelecimento da resisténcia a insulina
(RD), tanto sistémica quanto hepatica, sdo controversos. Ainda, o influxo de lipideos para o figado
neste modelo, resultando em esteatose hepéatica (EH) precisa ser compreendido. Portanto, nosso
objetivo foi avaliar o efeito da reducdo da ninhada e da dieta pds-desmame rica em carboidratos
simples (high-sugar diet — HSD) ap6s 8 semanas sobre o surgimento da EH. Ap6s o nascimento, ratos
Wistar machos (n=37) foram distribuidos em ninhada reduzida (NR, n=18; 4 filhotes/méae) e ninhada
controle (NC, n=19; 8 animais/mde). Ap6s o desmame (21 dias), os animais foram novamente
divididos em 4 grupos: (i) e (iii) animais NC alimentados com dieta padrédo (STD — NC; n=7) ou HSD
(HSD — NC; n=8); (ii) e (iv) animais NR alimentados com STD (STD — NR; n=6) ou HSD (HSD —
NR; n=8) por 8 semanas. Os animais foram avaliados em relagcdo ao consumo alimentar e tiveram os
parametros biométricos mensurados. Apo6s a eutanasia, foram coletados o sangue, para anélises
bioguimicas e glicometabdlicas, e o figado, para andlises histoldgicas (p<0,05; ANOVA TWO-WAY,
pos-teste Bonferroni). A manipulacdo da ninhada foi eficiente em induzir uma elevagdo de ~15% no
peso corporal do grupo NR em relagdo ao NC (p< 0,001). O consumo alimentar foi alterado pelo
tamanho da ninhada (p<0,05) e dieta p6s-desmame (p<0,001), enquanto o coeficiente de eficiéncia
alimentar (CEA) e o coeficiente de ganho de peso por consumo calérico (CGPCC) também
apresentaram efeito da dieta (p<0,05). Em relacdo aos pardmetros biométricos, apenas o indice de
adiposidade (IA) foi alterado pela dieta (p<0,01). O COL sérico foi influenciado pelo tamanho da
ninhada (p<0,05), enquanto o TAG sérico aumentou em decorréncia do efeito do tamanho da ninhada
(p<0,05) da dieta pos-desmame e da interacdo (p<0,001). Ainda, os parametros glicometabolicos
foram influenciados pela dieta e interagdo (p<0,05). Em relacdo ao grau de esteatose, observamos
efeito da dieta pds- desmame e interacdo (p<0,001), demonstrando uma reducdo de ~12% no grupo
HSD-NR em relacdo ao HSD-NC. Do mesmo modo, 0 TAG hepatico foi influenciado pela interacao
(p<0,05), evidenciando uma reducdo de ~12,5% no grupo HSD-NR em rela¢do ao HSD-NC. Dessa
forma, a presente pesquisa demonstrou que a interacdo entre a reducao da ninhada e a HSD preveniu o
surgimento da EH desencadeada pela dieta pés-desmame. No entanto, futuros experimentos sdo

necessarios para comprovar os mecanismos por tras deste fenémeno.

PALAVRAS-CHAVE: dieta rica em carboidratos simples, reducdo da ninhada, programacao

metabdlica, esteatose hepatica.



ABSTRACT

Both lactation and food intake during critical developmental periods affect adaptive responses that
describe the link between early nutritional experiences and the emergence of chronic diseases in
adulthood. The litter size effect promotes metabolic programming in animals and its effects on the
establishment of insulin resistance (IR), both systemic and hepatic, are controversial. Furthermore, the
influx of lipids to the liver in this model, resulting in hepatic steatosis (HS) needs to be better
understood. Therefore, our aim was to evaluate the effect of litter size reduction and post-weaning
high-sugar diet (HSD) after 8 weeks on the development of HS. After birth, male Wistar rats (n=37)
were distributed into reduced litter (NR, n=18; 4 pups/mother) and control litter (NC, n=19; 8
animals/mother). After weaning (21 days), the animals were divided into 4 groups: (i) and (iii) NC
animals with standard diet (STD — NC; n=7) or HSD (HSD — NC; n=8); (ii) and (iv) NR animals fed
with STD (STD — NR; n=6) or HSD (HSD — NR; n=8) for 8 weeks. The animals were evaluated in
relation to food intake and had their biometric parameters measured. After euthanasia, blood was
collected for biochemical and glycometabolic analyses, and liver for histological analysis (P <0.05,
TWO-WAY ANOVA, Bonferroni post-hoc). The litter size effect was efficient in increase ~15% in
the NR group when compared to the NC (P<0.001). Food intake was altered by litter size (P<0.05) and
post-weaning diet (P<0.001), while CEA and CGPCC also had a post-weaning diet effect (P<0.05).
Regarding biometric parameters, only the adiposity index (Al) was altered by post-weaning diet
(P<0.01). Serum COL was influenced by litter size (P<0.05), while serum TAG increased due to litter
size effect (P<0.05), post-weaning diet and interaction (P<0.001). Also, the glycometabolic parameters
were influenced by post-weaning diet and interaction (P<0.05). Regarding the steatosis degree, we
observed an effect of the post-weaning diet and interaction (P<0.001), demonstrating a ~12%
reduction in the HSD-NR group when compared to the HSD-NC group. Similarly, the hepatic TAG
was influenced by the interaction (P<0.05), showing a ~12.5% reduction in the HSD-NR group when
compared to the HSD-NC group. Thus, the present study demonstrated that the interaction between
litter size reduction and HSD prevented the emergence of HS triggered by the post-weaning diet.

However, further experiments are needed to prove the mechanisms behind this phenomenon.

KEYWORDS: high-sugar diet, litter size effect, metabolic imprinting, hepatic steatosis.
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1. INTRODUCAO

No periodo fetal e neonatal ha um elevado crescimento e também desenvolvimento de 6rgéos
que caracterizam essa fase como critica @#. Neste momento, 0 organismo esta sujeito a
programacdes metabdlicas, as quais promovem alteracGes genéticas que contribuem para o
seguimento de doencas na idade adulta @4, Sugerindo que as experiéncias durante a infancia
refletem no estado de satide ao longo da vida 4. Do mesmo modo, tanto lactagio quanto a
ingestdo alimentar durante a primeira infancia provocam alteragdes fisiologicas e metabolicas
que podem prevenir ou resultar no desenvolvimento de doencas cronicas, como a obesidade, a
resisténcia a insulina (RI) e esteatose hepatica (EH)® 7.

O ganho de peso acelerado em criangas com elevada ingestdo energética esta associado ao
maior risco de desenvolver doencas na fase adulta ®. Além disso, os alimentos
ultraprocessados como bolos, biscoitos, bolachas, sorvetes e refrigerantes contém
elevadas concentraces de carboidratos simples que desregulam o metabolismo de lipideos e
carboidratos e podem alterar a sinalizacdo da insulina por meio da inibicdo do receptor de
insulina, da proteina fosfatinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) e também da proteina
quinase B (Akt). Isso prejudica a transducdo do sinal da insulina, resultando em
hiperglicemia e producdo elevada de triglicerideos, que se depositam nos tecidos e
resultam em obesidade e EH (%12  Ainda, o excesso de aclcar dietético induz o
aumento da ativacdo da lipogénese de novo, através da elevacdo da concentracdo de
malonil-CoA, resultando em maior producdo de lipideos, uma vez que a RI eleva o
influxo de acidos graxos para os hepatdcitos, reduz o transporte de TAG e também diminui
a oxidacdo dos &cidos graxos, promovendo a deposicao de lipideos no figado, caracterizando
o desenvolvimento de EH ¥, Os estudos desenvolvidos com animais criados em ninhada
reduzida (NR) tém evidenciado que esta modificacdo na composicdo da ninhada gera uma
programacdo metabolica,resultando em hiperfagia, obesidade, hiperglicemia, hiperleptinemia
e EH ®7 No figado, a reducdo da ninhada eleva a concentragdo da enzima
monoacilglicerol aciltransferase 1 (MOGAT1) que associado a alteragdes nas proteinas
histonas promove a RI hepética na idadeadulta (. Contudo, os estudos sdo controversos,
visto que alguns autores demonstram que a superlactagdo atenua a obesidade, o
desenvolvimento RI na vida adulta e a EH, em decorréncia da programacdo metabolica
exercida pelas substancias com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias que compde o
leite materno, e elevam a capacidade de oxidacdo de lipideos hepéticos, deminuindo a
deposicdo do mesmo neste tecido G169,

Ademais, animais submetido a high-sugar diet (HSD) apresentam altera¢Ges bioquimicas na
auséncia da modificacdo do peso corporal, bem como Rl e EH @56 E com relagdo ao

modelo de reducdo da ninhada, é amplamente discutido na literatura que animais criados em
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ninhadas reduzidas apresentam sobrepeso neonatal ©2922, Ainda, dados preliminares do
nosso grupo evidenciaram que a HSD elevou o indice de adiposidade dos animais, sem alterar
a glicemia e aumentou as concentragdes séricas de TAG 329, Além do mais, 0s animais
submetidos & HSD desenvolveram RI apds 8 semanas de consumo 122, Entretanto, a relacéo
entre a reducdo da ninhada e o desenvolvimento de EH em ratos submetidos a dieta rica em
carboidratos simples ainda ndo foi estabelecida.

Diante do exposto, nos questionamos quais seriam os efeitos da reducdo do tamanho da
ninhada associada a introducdo precoce de uma dieta rica em carboidratos simples sobre o
desenvolvimento da EH. Sera que a programacao metabolica induzida pela reducdo da
ninhada atenuaria a deposicdo de lipideos nos hepatdcitos apds 8 semanas de consumo da

dieta rica em carboidratos?
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1.1 Fundamentacao cientifica
1.1.1 Histdrico da programacdo metabdlica e seus mecanismos

O Conrad Hal Waddington foi o bi6logo responsavel por salientar a palavra epigenética para
descrever um campo dos estudos biologicos que analisava a expressdo de genes e proteinas
em decorréncia da interferéncia do ambiente ?¥. E propés, em 1957, um modelo epigenético
intitulado “Paisagem Epigenética”, no qual demonstrava que o organismo estava sujeito a
alteracdes provocadas por agdes do ambiente intracelular e extracelular . E, paralelamente,
por volta de 1980, foram reconhecidas proteinas que compdem a cromatina e apresentam
potencial efeito de modificar a expressdo fenotipica, identificadas como proteinas de alta
mobilidade 29,

Além disso, autores como o David Barker ?”) evidenciou que o peso insuficiente no periodo
pos-natal promove maior risco de diabetes, hipertensdo e doencas cardiovasculares durante a
fase adulta, potencializadas em decorréncia da elevagdo excessiva do peso corporal durante a
infancia e a idade adulta, e devido a presenca do sedentarismo ou tabagismo ¢"?), Bem como
0 demonstrado por Dutch Hunger Winter, no qual observou que a auséncia de alimentos
durante o periodo gestacional estava associada a elevada pressdo arterial, obesidade e
alteracdes psicoldgicas 9.

Do mesmo modo, evidéncias significativas demonstram que alteragbes nutricionais
imediatamente pds-parto promove alteracdes metabdlicas que permeiam ao longo do
desenvolvimento ?”. Como exemplificado no estudo do Peter Hahn @®, no qual ratos Wistar
foram distribuidos em 4 filhotes por mée e 14 filhotes por mae, e, ao final do experimento, os
filhotes criados em ninhadas reduzidas (4 filhotes/mée) apresentavam maior concentracao de
colesterol e insulina plasmaticos quando comparados aos animais criados em ninhadas
maiores (14 filhotes/mae), demonstrando o efeito da programacgdo metabdlica em virtude da
superalimentac&o promovida pela reducio do tamanho da ninhada (2829,

As alteragbes epigenéticas descrevem transformacbes na cromatina na auséncia de
modificacfes na sequéncia primaria do DNA, e 0s mecanismos responsaveis amplamente
estudados sdo: a metilacdo do DNA, a modificagdo das histonas e os RNAs nao
codificantes?. Ademais, a metilagio do DNA consiste na adicio de um grupo metil,
catalisado pela acdo da enzima DNA metiltransferase, na citosina do dinucleotideo citosina-
guanina, descritos como ilhas CpG, a qual corresponde a regido promotora do DNA G, Além
do mais, as alteracOes dietéticas estdo fortemente associadas ao processo de metilacdo do

DNA através do fornecimento de substratos e cofatores que atuam no processo ©2),
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Paralelamente, a metilacdo do DNA influencia a metilacdo das histonas, proteinas que atuam
no empacotamento do DNA, e sdo sensiveis as alteracfes que podem resultar em modificacao
da expressdo génica, uma vez que o processo de metilagdo resulta em interagdes especifica do
grupo metil com as proteinas empacotadoras, permitindo a atuacdo de outras proteinas que
tem a funcéo de acrescentar ou remover modificacdes pds-traducionais ¢33, Os RNAs néo
codificantes sdo distribuidos em duas classes: os grandes e curtos RNAs. Eles atuam no
processo de diferenciagdo, desenvolvimento e estabilidade genética e sdo transmitidos de
geragdo para geracdo; portanto estdo sujeitos a alteragBes durante as geracGes e podem
resultar no silenciamento de genes 339, Em suma, as experiéncias durante os periodos
criticos do desenvolvimento, como periodo fetal, neonatal e durante as transicdes alimentares,
provocam alteracdes epigenéticas que, em conjunto, promovem modificagdes que sao
transmitidas dos gametas parentais para os zigotos filiais, promovendo o desenvolvimento de

doencas cronicas, como a esteatose hepatica, na idade adulta €9,

1.1.2 Tamanho da ninhada e a relagdo com a programacao metabdlica

O periodo pos-natal precoce é um dos momentos sensiveis do desenvolvimento, o qual esta
sujeito a diversas alteracGes epigenéticas, uma vez que nessa fase da vida alguns 6rgaos e
sistemas prosseguem o desenvolvimento ®. Ademais, os roedores e 0os humanos sdo exemplos
de espécies que apresentam constante maturacdo nesse periodo @. E as evidéncias apontam
que as modificacBes epigenéticas que ocorrem no periodo fetal podem sofrer alteracGes no
periodo pos-natal, principalmente no figado que desenvolve as fungdes apds o parto G437,

Os modelos animais sdo amplamente estudados, visto que possibilitam visualizar a influéncia
da programacéo metabdlica no desenvolvimento do organismo em um curto periodo 7. Um
dos experimentos mais realizados é a manipulacédo da ninhada, como, por exemplo, a reducéo
do tamanho da ninhada, constituida por 3 a 4 filhotes por mée e em contrapartida, a ninhada
controle contém de 8 a 12 filhotes por mae ©?9. Ademais, essa alteracdo permite avaliar os
efeitos do elevado ganho de peso de forma rdpida, uma vez que essa alteragcdo no numero de
animais permite que a ninhada reduzida ingira maior quantidade de leite quando comparada a
ninhada controle, promovendo o0 processo de superalimentacdo que resulta em aumento do
peso corporal e prejuizos na homeostase energética dos animais ©¢:2%37),

De acordo com a literatura, a reducdo do numero de animais na ninhada resulta em aumento
da ingestdo alimentar, hiperglicemia e hiperinsulinemia, que perpetua até a idade adulta ¢,

Ademais, Plagemann e cols. ®® apontam que a superalimentacdo pos-natal promove a
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metilacdo do gene precursor da propiomelanocortina (POMC), alterando a resposta a
saciedade e resultando em hiperfagia ®°. Além disso, a superalimentagdo pos-natal também
provoca a metilagdo do gene precursor do receptor de insulina que, em longo prazo, gera
RI“9, Ramon-Krauel e cols. ) demonstraram que esse modelo experimental contribui para a
elevacdo da enzima MOGAT1 e para modificagdes pos-traducionais nas proteinas histonas no
figado, promovendo a RI neste 6rgdo ©®). Isso ocorre porque a MOGAT atua na conversio de
monoacilglicerol em diacilglicerol (DAG), o qual que serd, posteriormente, convertido em

triglicerideos nos hepatocitos, contribuindo para a deposicéo de lipideos nestas células ().

Entretanto, alguns resultados controversos sdo descritos na literatura, uma vez que a ingestao
do leite materno contribui com modificacBes epigenéticas que podem atenuar o surgimento de
alteragBes metabolicas na vida adulta, em decorréncia da extensa variedade de componentes
do leite materno (macronutrientes, micronutrientes, microRNAs e prebioticos) 718, Estes
componentes contribuem para resultados melhores em relagcdo ao desenvolvimento durante a
infancia e previne o surgimento de doencas na idade adulta @"'®. A presenca de
oligossacarideos no leite contribui com a formacdo de uma microbiota saudavel com maior
capacidade de producdo de acidos graxos de cadeia curta, e também reduz a deposi¢do de
lipideos nos tecidos “42). Ademais, Raychaudhuri e cols. “® demonstraram os animais
sujeitos a ingestdo do leite materno apresentaram menor metilacdo do gene promotor do
Slc2a4 que atua na codificacdo da proteina GLUT-4, quando comparado aos animais que
receberam formula com maior concentragio de carboidratos ©“®). A ingestdo excessiva de
carboidratos reduziu a expressao de GLUT-4 no musculo, contribuindo com o surgimento da
RI *®, Dessa forma, a modulacdo do tamanho da ninhada promove alteracdes epigenéticas
gue podem resultar em maleficios ou beneficios a salde; portanto, seus efeitos necessitam ser

mais bem compreendidos 44),

1.1.3 Consumo excessivo de carboidratos simples na infancia e o desenvolvimento de

resisténcia a insulina

Os bebés e criancas apresentam uma forte inclinacdo a ingerir bebidas ou alimentos com
sabor doce, visto que sdo imediatamente expostos ao leite materno, o qual é constituido de 79
de lactose/100mL de leite materno e apresenta um sabor doce maior que o leite de vaca “.
Sendo assim, 0s bebés demonstram, posteriormente, uma maior preferéncia a esse sabor, e as

futuras interacbes alimentares ditam as preferéncias ao longo da vida “®. Ademais, as
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ingestdes alimentares durante essa fase inicial do desenvolvimento descrevem a trajetoria do
estado de saude desses individuos ¢"49,

O acesso ao leite materno é de extrema importancia para o desenvolvimento adequado do
bebé e, por isso, é fortemente incentivado pela Organizagdo Mundial da Saude ©% que
recomenda a oferta exclusiva de leite materno para bebés até os seis meses %%V, Uma das
justificativas para tal recomendacdo € a presenca de compostos bioativos, como hormdnios e
outras substancias, que atuam modulando o0 metabolismo do recém-nascido, enquanto 0s
Orgdos estdo em processo de maturacdo, prevenindo o desenvolvimento de doencas
inflamatdrias e também o desenvolvimento de obesidade, uma vez que regulam o crescimento
durante a infancia através da programac&o da homeostase energética 25,

Notavelmente, a introdugdo imediata de alimentos sélidos ricos em agUcar durante a primeira
fase da vida provoca alteracdes metabdlicas, que podem culminar em sobrepeso ou obesidade
durante a infancia ou promover a satde na fase adulta 24?7, Os autores Harding ©®® e Coupé
®7) sugeriram que o hormonio insulina e o IGF-1, fator de crescimento semelhante & insulina
tipo 1, estdo relacionados com o desenvolvimento fetal e com a homeostase da glicose. Além
do mais, 0 IGF-1 continua exercendo efeito na ingestdo alimentar em fases posteriores 6.5,
A insulina é um hormdnio anabdlico que atua promovendo a homeostase da glicose através de
receptores presentes na membrana dos tecidos-alvo como o tecido adiposo, musculo
esquelético e figado, resultando em inumeras reacBes em resposta a concentracdo de
nutrientes plasmaticos®®. No figado, ap6s a ingestdo de alimentos, a insulina atua regulando
a sintese glicogénio, lipideos e proteinas, no entanto, promove a inibicdo da gliconeogénese e
também da glicogendlise®®. Ademais, na membrana plasmatica dos hepatécitos estdo
presentes os receptores de insulina 1 e 2, IR1 e o IR2 que ao detectarem a ligagdo deste

horménio, promovem alteragbes estruturais na subunidade B do receptor de
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insulina, resultando em autofosforilacdo em residuos de tirosina ®®. Bem como, a consequente
ativacdo do substrato do receptor da insulina, permitindo a ligacdo do mesmo ao receptor o que
resulta na ativagdo do receptor de insulina, promovendo a cascata de reacdes das proteinas

cinases ¢7%) como descrito na Figura 1 a seguir.

Figura 1 — Mecanismo de sinalizacao da insulina e metabolismo hepatico.
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A insulina se liga ao receptor, promove a modificagdo na estrutura da subunidade B, resultando em
autofosforilagdo dos residuos de tirosina do receptor de insulina. Por sua vez, ocorre a ativagdo do IRS1 e
ligacdo do receptor da insulina, promovendo a cascata de reacBes. O PI3K é ativado ao se ligar ao IRS1,
resultando na transformacdo de PIP2 em PIP3. O PIP3 ancora a PDK1 permitindo a ativacdo da Akt. A Akt inibe
a GSK3, resultando na producéo de glicogénio, inibe a FOXO1, contribuindo com a inibicdo da gliconeogénese.
Ainda, a Akt inibe a TSC ativando a mTORC1, resultando na sintese de lipideos. PKI3: fosfoinositideo-3-
quinase; PIP2: fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; PIP3: fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato; PDK1: quinase 1
dependente de fosoinositideo; Akt: proteina-quinase B; GSK3: glicogénio sintase quinase-3-f; FOXO1: fator de
transcricdo 1; G6PC: glicose-6-fosfatase; mTORC1: complexo de rapamicina 1; mTORC2: complexo de
rapamicina 2.

Fonte: Adaptado de Titchenell; Lazar; Birnbaum, 2017; Santoleri; Titchenell, 2019. BioRender, 2021. Disponivel
em: https://biorender.com/. Acesso em: 01 de julho de 2021.

A auto fosforilacdo do receptor de insulina é causada pela ligacdo da insulina ao receptor que
ativa o fosfoinositideo-3-quinase (PI13K), resultando na fosforilacdo do lipideo de membrana,
o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2), o convertendo em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
(PIP3), resultando na ativacdo da cascata de proteinas-cinases 32, Por sua vez, a PIP3 se
projeta para o interior da célula, resultando na ativacdo da segunda cascata de reacdes das
proteinas cinases, essa proteina ancora a cinase-1 dependentede fosfoinositideo (PDK1), e

também a proteina cinase B (Akt), resultando na ativacdo da mesma®®.
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Em seguida, a Akt inibe a glicogénio-sintase-cinase (GSK3) tornando-a ativa, forma nao
fosforilada, resultando na reducdo da sintese de glicogénio ?82%, Além do mais, a Akt inibe o
fator de transcricdo FOXO1, impedindo a producdo de glicose e inibe a mTORC1 que atua
controlando a expressdo de genes que agem na via da lipogénese e também na sintese
proteica®?.

Ainda, a via da lipogénese de novo interfere na sintese de lipideos e pode determinar a deposicéo
de lipideos nos hepatdcitos ?33D, Pois, a via relacionada a producéo de lipideos é regulada pela
ingestdo excessiva de carboidratos simples, uma vez que a ingestdo de exacerbada de agUcar
est4 associada a elevadas taxas de EH @Y. E também, a RI potencializao desenvolvimento da
EH, a medida que a sinalizacdo deste hormdnio se encontra comprometida em decorréncia da
fosforilagdo do residuo de serina do receptor impedindo a transducdo do sinal, e
consequentemente modifica a acdo da insulina, gerando a RI, visto quea reducédo da expresséo
dos principais componentes desta via como o IRS, Akt entre outros podem promover a R1 €032,
E que por sua vez, interfere na inibicdo da via relacionada a producdo de lipideos, resultando em
producdo exacerbada de lipideos, maior influxo e menor oxidacdo de acidos graxos livres nos

hepatdcitos 233,

1.1.4 Esteatose hepatica induzida por manipulacdo da ninhada

A deposicdo exacerbada de lipideos nos hepatécitos, ou seja, a EH provoca alteracbes no
metabolismo e no érgdo. Também, é uma patologia intimamente relacionado a presenca da
obesidade e a Rl 839, Ademais, 0 modelo experimental de reducdo da ninhada possibilita
observar as alteragdes metabdlicas relacionadas a elevacdo abrupta do peso corporal, como a
RI, intolerancia reduzida & glicose e EH (:6:36),

Além do mais, a deposicdo de lipideos nos hepatdcitos ocorre por meio de dois processos
complementares como a via lipogénese de novo (glicerol-3-fosfato) e da via monoacilglicerol
aciltransferase (MOGAT) ©. No figado, as enzimas da via MOGAT atuam convertendo
monoacilglicerol enDAG que, posteriormente, é convertido TAG ©. Na auséncia de doencas
cronicas como a obesidade e a EH, ha uma baixa expressdo dos genes que regulam a via
MOGAT, MOGAT1le MOGAT2, resultando em uma ativacao sutil desta via ©. Todavia, na
presenca das comorbidades citadas anteriormente h4 uma forte ativacdo da MOGATL,
indicando uma relacgéo da ativacdo exacerbada desta via com a maior producéo e deposicédo de
lipideos nos hepatdcitos ©. Bem como foi demonstrado por Ramon-Krauel ©®, em um estudo
com roedores, no qual observaram uma acentuada ativacdo da MOGAT1 no figado de

animais
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criado em ninhadas reduzidas ©. Ademais, a programacio metabdlica exercida pela reducéo
do tamanho da ninhada promove alteracdes nas proteinas histonas, resultando em alteracdes
persistentes na MOGAT1 que contribui, parcialmente, para o desenvolvimento de Rl e EH ©,
Do mesmo modo, esse quadro esta associado a elevada concentracdo de insulina que estimula
a sintese de TAG e a lipogénese de novo, bem como esta associado a uma reducdo na
exportacdo hepatica das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), culminando em uma
maior deposicdo de lipideos nos hepatdcitos ?833), Outro possivel mecanismo relacionado a
epigenética foi demonstrado por Fang Huang e cols. ", que observaram que a manipulagio
do tamanho da ninhada estava associada ao aumento da expressdo de microRNA-221 que
inibe tanto a expressdo quanto a fosforilagdo da via PI3K/AKT, resultando em elevada

producio de TAG e alteracdo do metabolismo da glicose ©7.

Diante do exposto, iremos apresentar os dados referentes a nossa pesquisa, a qual demonstrou
que a programacdo metabdlica induzida pela reducdo da ninhada preveniu o surgimento da
EH desencadeada pelo consumo da dieta pds-desmame, rica em carboidratos simples, apds 8
semanas de experimento. Apesar de ndo termos identificado o mecanismo completo, estes
resultados sdo bastantes promissores e podem direcionar futuros experimento para comprovar

0S mecanismos por tras deste fendémeno.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito da programacdo metabdlica sobre o
desenvolvimento da esteatose hepética (EH) induzida por dieta rica em carboidratos simples

(HSD) em ratos Wistar jovens apds 8 semanas de experimento.

2.1 Objetivos especificos

v Validar o modelo experimental da ninhada reduzida e resisténcia a insulina (RI)
induzida por HSD;

v Determinar os efeitos da reducdo da ninhada e da HSD sobre o grau de esteatose dos

animais ap0s 8 semanas experimento;

v Avaliar os efeitos da reducdo da ninhada e da HSD sobre os pardmetros do figado
(peso relativo, teor de lipideos totais, colesterol e triglicerideos) apos 8 semanas de

experimento.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos realizados neste estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), com o numero de
protocolo 2245040518, ANEXO 1.

3.1 Animais e dieta

Os animais utilizados neste estudo foram ratos machos, recém-nascidos, da linhagem Wistar
(n=37), criados no Centro de Ciéncia Animal (CCA) da UFOP. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente, ap6s 0 nascimento, em dois grupos: ninhada controle — NC (n=19),
caracterizada pela presenca de 8 animais por mde e ninhada reduzida (NR) (n=18),
caracterizada pela presenca de 4 animais por mae 69,

Apb6s o desmame os animais foram redistribuidos em 4 grupos: Grupo i (n=7) animais
alimentados com dieta padrdo STD, ninhada controle (STD — NC); Grupo ii (n=8) animais
alimentados com dieta rica em carboidratos simples (HSD), ninhada controle (HSD — NC);
Grupo iii (n=6) animais alimentados com dieta padréo (STD), ninhada reduzida (STD —NR);
Grupo iv (n=8) animais alimentados com dieta rica em carboidratos simples, ninhada reduzida

(HSD — NR), conforme o descrito na Figura 1 a seguir:
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Figura 2 — Delineamento experimental: reducdo da ninhada (P0) e ingestdo da STD e HSD

durante 8 semanas de experimento.
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A manipulagéo da ninhada foi realizada como previamente publicado @, na qual a ninhada controle era composta
por oito filhotes por mée e a ninhada reduzida por quatro filhotes por mée. STD, dieta padrdo; HSD, dieta rica
em carboidratos simples; NC, ninhada controle; NR, ninhada reduzida; PO, p6s nascimento.

Fonte: Elaboracdo propria. BioRender, 2021. Disponivel em: https://biorender.com/. Acesso em: 01 de julho de
2021.

A dieta controle (STD) foi constituida por racdo comercial Nuvilab® (Nuvital-CR, Colombo,
Brasil), e dieta rica em carboidratos simples (HSD) por 33% de ra¢do comercial Nuvilab, 33%
de leite condensado Moca Nestlé, 7% de agucar cristal e 0 remanescente em agua. Ademais, 0
periodo experimental teve duracdo de 8 semanas, os animais foram mantidos em temperatura
de 24+ 2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas. O peso corporal foi aferido semanalmente,
enquanto o consumo alimentar foi aferido trés vezes por semana. Logo apos, foi realizado
teste de tolerancia a glicose (TTG) e a eutanasia. Para realizar a eutanasia, inicialmente, os
animais foram anestesiados por isoflurano (Isoforine, S&o Paulo, Brasil) e, em seguida, foram
decapitados. Posteriormente, o sangue foi coletado para anélise dos parametros bioquimicos e
o figado para confecgdo de laminas histologicas e analise do grau de esteatose dos animais; as

amostras foram armazenadas no freezer a — 80°C para posteriores analises.
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3.2 Anélise do consumo

Para tal, o consumo foi analisado pelos célculos de ingestdo caldrica, coeficiente de ingestao
alimentar (CEA) e pelo coeficiente de ganho de peso por consumo calérico (CGPCC). A
ingestdo da ragdo em gramas consumidas pelo animal, semanalmente, foi multiplicada pelas
calorias (Kcal) da respectiva ragcdo consumida, obtendo assim a ingestdo calérica dos animais.
O valor das Kcal da STD e da HSD foram determinadas a partir da realizacdo das anélises
bromatologicas, previamente publicadas pelo grupo, sendo 3,11 Kcal/ g e 2,81 Kcal/ g,
respectivamente. O coeficiente de eficiéncia alimentar foi obtido a partir da relagdo entre o
ganho de peso dos animais e a quantidade de ragdo ingerida, para esse fim, a seguinte férmula
foi utilizada: CEA = (Peso final (g) - Peso inicial (g)) /Quantidade total de racdo ingerida no
periodo (g). E para o célculo do coeficiente de ganho de peso por consumo calérico (CGPCC)
foi utilizada a formula descrita a seguir: CGPCC = (Peso final (g) -Peso inicial (g))/ Kcal

ingerida 9.

3.3 Andlise dos efeitos da manipulacdo do tamanho da ninhada e da HSD sobre os
parametros biométricos dos animais

3.1 Adiposidade corporal

O grau de adiposidade foi analisado através do indice de Lee, utilizando a seguinte formula:
[*Vpeso corporal/ comprimento naso-anal (CNA) x 10] (Lee, 1929) e do indice de

adiposidade, através da formula a seguir: [100 x (soma dos coxins adiposos/peso corporal)])
(1),

3.4 Andlise dos efeitos da manipulacdo do tamanho da ninhada e da HSD sobre os

parametros glicometabdlicos dos animais
3.4.1 Teste de tolerancia a glicose (TTG)

Uma semana anterior ao TTG, os animais foram ambientados por cerca de 1h no laboratorio,
ou seja, as caixas dos animais eram colocadas nas areas comuns do laboratério visando, dessa
forma, reduzir o estresse com a manipulagdo dos animais. O TTG foi realizado um dia antes
do procedimento da eutandsia. Os animais permaneceram de jejum por 6 horas antes de
realizar a dosagem da glicemia plasmatica nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos com 0

auxilio do glicosimetro digital Accu-Check Active® (Roche DiagnosticsCorp, Indiandpolis,
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IN), 4gua ad libitum. O protocolo utilizado para esse experimento foi o proposto por Santos e
col. . Para dosar a glicose no tempo 0, a cauda do animal foi, inicialmente, anestesiada com
lidocaina (Germed, Minas Gerais, Brasil) e em seguida recebeu um pequeno corte, a glicose
foi dosada com o auxilio do glicosimetro digital Accu-Check Active®. Conseguinte, 1 ml de
solucdo de glicose a 2mg/g peso foi injetada intraperitonealmente no terceiro quadrante da
regido abdominal do animal. Em ambas as regides, cauda e abdome, utilizaram-se a lidocaina
(Germed) a fim de reduzir a dor e o estresse do animal. Posteriormente, a glicemia foi medida
a cada 30 minutos até atingir 120 minutos. Por fim, os animais voltaram a receber a dieta

normalmente (72,

3.4.2 Glicose Sérica

Para tal, o sangue foi coletado e em seguida centrifugado (Centribio, Parana, Brasil) a fim de
separar a amostra de soro necessaria para esse experimento. Para a execuc¢do dessa analise foi
utilizado um Kit Bioclin (BIOCLIN, Parand, Brasil), seguindo as informacg6es do fabricante.
A dosagem da glicose sérica nos grupos submetidos a STD e a HSD foi realizada pelo método
enzimatico colorimétrico, no qual ocorre a oxidacao enzimatica desse componente, seguida de
liberacdo do peroxido de hidrogénio e formagdo um cromogeno vermelho cereja. A
intensidade da cor é diretamente proporcional a quantidade de glicose presente na amostra.
Essa dosagem foi realizada utilizando 5ul de amostra de soro para 245ul. de reagente
(diluigdo de 50x), em duplicata, utilizando placa de Elisa (KASVI, Parang, Brasil). A leitura
da absorbancia foi feita com auxilio de um espectrofotometro (BIOSPECTRO, Parand,
Brasil), utilizando o comprimento de onda de 505nm. Os célculos foram realizados utilizando
a seguinte formula: glicose (mg/dl) = (absorbancia da amostra/absorbéancia do padrao) x 100.
Para expressar os resultados utilizamos o fator de correcdo de 0,0556 e eles foram expressos

em mmol/L.

3.5 Analise dos efeitos da manipulacdo do tamanho da ninhada e da HSD sobre o perfil

lipidico dos animais

3.5.1 Dosagem de colesterol total
Inicialmente, o sangue foi coletado e submetido ao processo de centrifugacdo (Centribio,
Parana, Brasil), com o intuito de separar a amostra de soro, na qual foi dosado o colesterol
total. Para tal, foi utilizado um kit Colesterol Liquiform (Labtest Diagndstico S.A, Minas
Gerais, Brasil), seguindo as recomendacfes do fabricante, e o leitor de Absorbancia em

microplacas ELx808 (BIOSPECTRO, Parana, Brasil). Esse experimento trata-se de um
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método enzimatico colorimétrico, no qual a enzima colesterolesterase degrada os ésteres de
colesterol em 4&cidos graxos e colesterol livre, e as diversas reacfes geram
antipirilquinonimina como produto final. A concentragdo de colesterol na amostra é indicada
pela intensidade da cor vermelha. Para realizar os calculos foi utilizada a seguinte formula:
colesterol total (mg/dl) = (absorbancia do teste — absorbancia do padréo) x200, os resultados
foram expressos em mg/dL e a leitura de absorbancia foi realizada em comprimento de onda
de 500nm.

3.5.2 Dosagem de triglicerideos (TAG)
A principio o sangue foi coletado, centrifugado e a partir da amostra de soro obtida foi
realizada a dosagem de triglicerideos (TAG). Para tal, utilizamos o kit Triglicérides Liquiform
(Labtest Diagnodstica S.A), seguindo as recomendacbes do fabricante, e um leitor de
Absorbancia em Microplacas ELx808 (Biospectro, Parana, Brasil). Trata-se de um teste
enziméatico colorimétrico, no qual ocorre a degradacdo do TAG devido a acdo das
lipoproteinas lipases, liberando o glicerol que ap6s passar por diversas reacdes tem como
produto final a quinoneimina, responsavel pela coloracdo vermelha, a intensidade dessa
coloracédo é diretamente proporcional a quantidade de triglicérides na amostra. A leitura foi
realizada utilizando comprimento de onda de 505nm. Foi utilizada a férmula descrita a seguir
para realizacdo dos calculos: TAG (mg/dl) = (absorbancia do teste/absorbancia do padrao) x

200. Os resultados foram expressos em mg/ dl.

3.6 Analise dos efeitos da manipulacdo do tamanho da ninhada e da HSD sobre ao
grau de esteatose dos animais

3.6.1 Confeccdo de laminas histolégicas e determinacdo do grau de esteatose
A fim de analisar o grau de esteatose dos ratos, o figado foi previamente fixado em solucéo de
Metanol 80% - Dimetilsulfoxido 20% (metanol — DMSQO), (Metanol, Alphatec;
Dimetilsulfoxido, Labsynth) em seguida foram mergulhados em parafina, cortados a uma
espessura de 5 um com o auxilio de um micrétomo, posteriormente o tecido foi corado com
hematoxilina-eosina. E para determinar o grau de esteatose dos animais, as laminas foram
observadas utilizando Microscopio Optico Digital Leica DM5000B com a objetiva de 40 x e a
partir do software LeicaQwin V3 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Foram
capturadas 19 imagens. A pontuacgéo das laminas foi realizada de acordo com o método semi-

quantitativo descrito por Brunt "®. Para a analise das imagens foi utilizada uma malha
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dividida em 10 quadrantes, no qual cada quadrante foi numerado de acordo com a quantidade
de goticulas lipidicas presentes, sendo 0 o valor minimo e 7 o valor maximo. Posteriormente,
os valores encontrados em cada quadrante foram organizados em ordem decrescente e a
mediana foi calculada. O valor obtido através do calculo da mediana foi utilizado para
classificar o grau de esteatose da imagem como ausente, discreto e moderado, sendo ausente =
0; discreto = 1,2,3; moderado = 4,5,6,7 /.

3.7 Andlise dos efeitos da manipulacéo do tamanho da ninhada e da HSD sobre o teor

de lipideos totais do figado

3.7.1 Peso relativo do figado
Para determinar o peso relativo do figado utilizamos a seguinte formula: peso relativo do

figado= (peso do figado/massa corporal do animal).

3.7.2 Teor de lipideos totais no figado

Esse experimento foi realizado no laboratorio de Pesquisa de Farmacognosia da Escola de
Farmacia da Universidade Federal de Ouro Preto. A extracdo de lipideos totais do figado foi
realizada utilizando o método de extracdo de lipideos de FOLCH (. Para iniciar esse
experimento, 16 tubos de ensaio foram reservados, todos foram devidamente higienizados
com detergente neutro e em seguida foram secos em estufa simples (Tecnal, Sdo Paulo,
Brasil) a 105°C. Apos atingirem a temperatura ambiente, 8 tubos foram identificados de 1 a 8
e 0s outros 8 tubos foram identificados 1.1 a 8.8. Estes tubos (1.1 a 8.8) foram lavados com
Eter de petréleo (Alphatec, Rio de Janeiro, Brasil), a fim de se eliminar qualquer residuo
lipidio presente nos tubos. Posteriormente & evaporacdo completa do Eter de petréleo
(Alphatec, Rio de Janeiro, Brasil), o peso inicial dos tubos foi aferido e anotado.

As amostras de figado foram pesadas em balanga analitica (Marte Cientifica, S&o Paulo,
Brasil) de quatro casas decimais, sendo que o valor dessas amostras ndo poderia ser menor
que 80 mg ou maior que 120 mg, para que ndo fosse necessario corrigir o valor das solugoes
utilizadas no experimento. Todo o experimento foi realizado utilizando luvas sem talco, para
que ndo houvesse interferéncia de residuos lipidicos das méaos do manipulador.

Inicialmente, a amostra foi colocada em um graal de cerdmica (Chiarotti, Sdo Paulo, Brasil), e
com o auxilio de uma pipeta automatica (DsysLab, Parand, Brasil) foi acrescentado 1000uL
da solugdo de cloroférmio-metanol (2:1) (Alphatec, Rio de Janeiro, Brasil), e para macerar a

solucdo até dissolver completamente, foi utilizado um pistilo de ceramica (Chiarotti, S&o
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Paulo, Brasil). Em seguida, foi adicionado mais 1000uL da solug¢do de cloroférmio-metanol
(2:1) (Alphatec, Rio de Janeiro, Brasil) e macerou até completa homogeneizacdo da amostra.
Posteriormente, a amostra macerada foi transferida para um tubo de ensaio com o auxilio de
uma pipeta automatica (DsysLab, Parana, Brasil) e foi tampado com papel aluminio, para que
0 reagente nao evaporasse. Apos a realizacdo dessa etapa, foram acrescentados 400uL de
metanol (Alphatec, Rio de Janeiro, Brasil). O tubo de ensaio foi devidamente tampado e a
amostra foi homogeneizada em vortex (Phoenix Luferco, Sdo Paulo, Brasil) por 3 minutos;
em seguida, o tubo foi centrifugado (Centribio) a 3000 x g por 10 minutos. Posteriormente, o
sobrenadante presente no tubo foi transferido com o auxilio de uma pipeta automatica
(DsysLab) para o segundo tubo, para cada amostra utilizou-se uma ponteira.

Logo apo6s essa etapa, foram acrescentados 800uL de cloroférmio (Alphatec) em cada tubo e,
seguidamente, 640uL de solugcdo de NaCl 0,73% (Cloreto de Sodio, NaCl, Labsynth, Sao
Paulo, Brasil) foi acrescentado em cada tubo com pressdo, para homogeneizar a solucéo. Os
tubos foram novamente homogeneizados em vortex (Phoenix Luferco, Sdo Paulo, Brasil) por
1 minuto e depois foram centrifugados (Centribio, Parand, Brasil) a 3000 x g por 10 minutos.
A posteriori, 0 sobrenadante foi descartado e 1000uL da solugdo de Folch (275,4uL de
Cloroférmio, 4,407uL de Metanol e 4,314uL de Agua destilada) (Alphatec) foram
acrescentadas, lavando a parede do tubo para carrear todo o lipidio que estivesse presente. O
tubo foi levemente agitado e o sobrenadante foi descartado.

Os tubos foram levados a estufa simples (Tecnal) a 80°C, semi-aberta, por 1 hora para
completa evaporacdo do solvente. Apds 1 hora, os tubos que ainda continham solvente foram
deixados na estufa (Tecnal) a 55°C até completa evaporacdo. Os tubos que ndo apresentavam
mais solvente foram retirados da estufa e armazenados no dessecador até atingirem a
temperatura ambiente para aferir o peso final. Para calcular o teor de lipideos presente no
figado, o peso final dos tubos foi aferido, e o teor de lipideos foi calculado através da seguinte

formula: % lipideos= (Peso final do tubo — Peso inicial do tubo) / peso da amostra x100.

3.7.3 Concentrac0es de colesterol total e TAG no figado
Esse procedimento foi realizado logo apds a finalizagdo do experimento que avaliou o teor total
de lipideos no figado, o Folch ™ A gordura que ficou retida nos tubos de ensaio foi
ressuspendida utilizando 1mL de alcool isopropilico (Alphatec, Rio de Janeiro, Brasil),

posteriormente os tubos foram homogeneizados durante 1 minuto.
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Finalizando o processo de ressuspensdo do lipidio presente na amostra, o colesterol total foi
dosado utilizando o kit Colesterol Liquiform (Labtest Diagnostico S.A, Minas Gerais, Brasil),
conforme descrito nessa se¢do no topico 4.4.1, e os triglicerideos foram dosados com o
auxilio do Kit Triglicérides Liquiform (Ref. 87; Labtest Diagnostica S.A, Minas Gerais,

Brasil), apresentado no topico 4.4.2, ambos seguindo as orienta¢6es do fabricante.

3.8 Anélise estatistica
Essas analises foram realizadas no GraphPadPrism (versdo 6.0) software (GraphPad
Software Inc., Irvine, CA). O teste de normalidade foi realizado utilizando o teste Shapiro-
Wilk. Os efeitos da dieta e do tamanho das ninhadas foram analisados usando ANOVA two-
way, seguido pelo pos-teste de Bonferroni. Os dados paramétricos foram representados
utilizando média £ desvio padréo (S.D.), os ndo paramétricos foram representados utilizando
a mediana e intervalo interquartil (IQR). A fim de classificar o grau de esteatose dos animais

foi realizada a analise de contingéncia. O nivel de significancia dos resultados foi de p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estabelecimento do modelo de ninhada reduzida
Este resultado, apresentado na Figura 3, é referente a manipulacdo do tamanho da ninhada
realizado conforme descrito na secdo Materiais e Métodos, na qual a ninhada controle (NC)

era composta por oito filhotes por mée e a ninhada reduzida (NR) por quatro filhotes por mée.

Figura 3 — Impacto na manipulacdo do tamanho da ninhada sobre a massa corporal pés-

desmame dos animais.
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A manipulagdo da ninhada foi realizada como previamente publicado™, na qual a NC era integrada por oito
filhotes por mée e a NR por quatro filhotes por mde. A massa pés-desmame foi analisada por teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney e os dados foram representados como mediana £ IQR. NC: ninhada controle; NR:
ninhada reduzida. *** p <0,001.

Fonte: Elaboracédo propria.

Em conformidade com o descrito na Figura 3, observamos que o sobrepeso neonatal foi
induzido pela manipulacdo do tamanho da ninhada (p<0,001), resultando em 155% da
elevagdo do peso corporal da NR em relagdo a NC. Plagemann e cols. % também utilizaram a
mesma técnica para induzir o sobrepeso neonatal dos animais e demonstraram que 0s animais
criados em pequenas ninhadas desenvolveram o excesso de peso a partir do sétimo dia pos-
natal. Esses dados corroboram o presente resultado no qual os animais que sao submetidos a
ninhadas reduzidas artificialmente tém melhor desempenho lactacional e, portanto,

desenvolvem o excesso de peso rapidamente ?"7). Desse modo, os roedores que sio
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submetidos a reducdo do tamanho da ninhada apresentam maior peso corporal devido a
incompleta maturacdo do hipotadlamo, estrutura que atua no controle da saciedade dos
animais, uma vez que o periodo pds-natal precoce caracteriza um periodo critico do
desenvolvimento, no qual o organismo estd sujeito a alteracGes epigenéticas, o que pode
resultar em alteracfes de Orgaos ou eixos hormonais responsaveis por regular o metabolismo
energético ?"49), Desse modo, os animais apresentam alteracdes no sistema nervoso central, 0
qual atua no controle de saciedade, resultando em hiperfagia que causa aumento da ingestéo
energética, e consequente, elevacdo do peso corporal (577,

4.2 Andlise do consumo e da eficiéncia alimentar dos animais apds as 8 semanas de
experimento.

O consumo dietético dos animais foi avaliado considerando a quantidade em gramas e em

Kcal da dieta ingerida, o grupo e a massa corporal dos animais. Na Tabela 1 a seguir, estéo

expostos os resultados referentes a ingestdo alimentar (g), CEA e CGPCC, calculados

conforme descrito na secao Materiais e Métodos.

Tabela 1 — Efeito do tamanho da ninhada e da dieta pds-desmame sobre a ingestéo alimentar,

0 CEA e 0 CGPCC dos animais apds 8 semanas de experimento.

Ninhada controle Ninhada reduzida p-valor
gﬁ:;gg Efeito da
STD-NC HSD-NC STD-NR HSD-NR da dieta pds- Interacdo
ninhada desmame
Ingestéo (g) 21,09+0,90 22,48+0,58* 21,82+0,81 23,25+0,93* 0,0289 0,001 0,9663
CEA 0,258+0,02 0,233+0,01* 0,242+0,02 0,227+0,01 0,0665 0,0019 0,4136

0,092(0,085-  0,087(0,078-  0,102(0,085-  0,095(0,078-

CGPCC 0,102) 0,088) 0,116) 0,968)

0,1257 0,0309 0,5970

Os dados paramétricos estdo representados como média+SD e os dados ndo paramétricos como mediana e IQR.
Os efeitos da manipula¢do do tamanho da ninhada e da dieta p6s-desmame foram avaliados por ANOVA TWO-
WA, seguidos de pés-teste Bonferroni. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. STD, dieta padrdo; HSD, dieta rica
em carboidratos simples; NC, ninhada controle; NR, ninhada reduzida; CEA, coeficiente de eficiéncia alimentar;
CGPCC, coeficiente de ganho de peso por consumo calérico.

Fonte: Elaboragdo propria.

A ingestdo diaria dos animais foi influenciada pelo tamanho da ninhada (p<0,05) e pela dieta
pos-desmame (p<0,05), aumentando ~6,6% do grupo HSD-NC e HSD-NR em relacdo aos
respectivos controles (STD-NC e STD-NR). O CEA apresentou efeito da dieta pds-desmame
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(p<0,01), indicando uma reducéo de 9,4% do grupo HSD-NC em rela¢édo ao grupo STD-NC.
O CGPCC também apresentou efeito da dieta pos-desmame (p<0,05), porém, ndo foi
identificado efeito no pos-teste.

Quanto & ingestdo alimentar, Ramos e cols.®) apontaram que os animais submetidos a uma
dieta rica em acucar apresentam maior ingestdo alimentar, uma vez que 0 consumo de
alimentos é regulado por uma regido do cérebro, a qual estd relacionada a mecanimos
heddnicos que estimulam o animal a ingerir alimentos mesmo na auséncia de fome®. Neste
estudo observamos que os animais submetidos a HSD tiveram maior ingestdo alimentar que
0s animais submetidos a STD, provavelmente, devido ao fato de a HSD ser uma dieta com
maior palatabilidade e, como demonstrado por King ® alterar o padrdo alimentar dos
individuos, resultando em maior consumo alimentar 9. Ainda, foi observado que a ingestéo
alimentar e energética elevou ap6s os 90 dias de idade e foram associados a baixa eficiéncia
alimentar, resultado semelhante ao observado neste estudo €.

Em relacdo ao CEA, encontramos uma reducdo de ~9% do grupo HSD-NC em relacdo ao
grupo STD-NC. Ademais, Roberts e cols. @V relataram que os ratos que consumiram uma
dieta rica em gordura e carboidratos refinados apresentaram menor eficiéncia alimentar,
possivelmente explicada pela baixa metabolizacdo energética observada em dietas composta
por alta concentracdo de gordura e carboidratos refinados, tornando necessaria uma maior
ingestdo alimentar para suprir as necessidades energéticas dos animais ©®2. Em virtude
disso, as dietas com essa caracteristica apresentam maior concentracdo de residuos, o qual
eleva a atividade do trato gastrointestinal e, consequentemente, o gasto energético ©.

Com relacdo ao CGPCC foi observado efeito da dieta pds-desmame, todavia ndo apresentou
significancia no pos-teste. Este coeficiente sugere que a dieta ingerida apresenta maior
eficiéncia em promover a elevacdo do peso corporal ®2. No entanto, foi observado que a
ingestdo insuficiente de nutrientes durante o periodo neonatal esta associada a menor eficacia

alimentar ©2,
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4.3 Andlise dos parametros biométricos (ganho de massa, indice de Lee e indice de

adiposidade) apos 8 semanas de experimento

Os parametros biométricos (ganho de massa corporal, indice de Lee e indice de adiposidade)
estdo descritos na Tabela 2, a seguir. Além do mais, esses parametros foram realizados

conforme descrito na secdo Materiais e Métodos.

Tabela 2 — Efeito do tamanho da ninhada e da dieta pds-desmame sobre o0 ganho de massa

corporal, indice de Lee e indice de adiposidade ap6s 8 semanas de experimento.

Ninhada controle Ninhada reduzida p-valor
gﬁ:;gg Efeito da
STD-NC HSD-NC STD-NR HSD-NR da dieta p6s-  Interagéo
. desmame
ninhada
Ganho de 304,3+23,3 204,9+125  297,7+#181  298+151 0,7993 05113 0,4813
massa(g)
IL 30,65+1,77 30,83+1,95 30,26+1,99 30,00+0,34 0,3536 0,9474 0,7329
} 4,18(4,13- 3,23(2,78- 3,62(3,16-
1A 3,46(2,9-3,6) 5,98)* 4,14) 4,26) 0,1275 0,0076 0,7159

Os dados paramétricos estdo representados como médiaxSD e os dados ndo paramétricos como mediana e IQR.
Os efeitos da manipulagdo do tamanho da ninhada e da dieta p6s-desmame foram avaliados por ANOVA TWO-
WAY, seguidos de pds-teste Bonferroni. *p<0,05. IL, indice de Lee; IA, indice de adiposidade; STD, dieta
padréo; HSD, dieta rica em carboidratos simples; NC, ninhada controle; NR, ninhada reduzida.

Fonte: Elaboracdo propria.

Conforme o descrito na Tabela 3, 0 ganho de massa e o indice de Lee ndo apresentaram
diferencas, enquanto o indice de adiposidade evidenciou efeito da dieta pos-desmame
(p<0,01), aumentando 20,8% do grupo HSD-NC em rela¢éo ao grupo STD-NC.

Dados anteriores do nosso grupo corroboram o encontrado no presente estudo, uma vez que
também ndo observaram diferencas no peso corporal e no indice de Lee dos animais apos a
ingestdo da HSD (192022 vale destacar que as diferencas no IL foram observadas apenas
ap6s 12 semanas de consumo da HSD, conforme o previamente publicado pelo grupo @9,
Além do mais, outros resultados semelhantes sdo apresentados, 0s quais demonstram que 0S
ratos alimentados com dieta isocalorica com alta concentracdo de aglcar simples ndo indicam
divergéncia da massa corporal entre os grupos em diferentes semanas /67879,

A elevagdo do indice de adiposidade em animais submetidos a HSD pode ser explicada
através da via da lipogénese de novo, uma vez que esta via é responsavel por produzir TAG

através de substratos provenientes da dieta como a glicose ©°7®. Ademais, quando ha um
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quadro de hiperglicemia, o excesso de glicose é oxidada formando piruvato®89, Ainda, o
excesso de energia produzido promove um acumulo dos intermediarios da via, e o citrato
acumulado extravasa para o citosol, neste momento ocorre a conversdo de citrato em
oxalacetato e acetil-Coa pela agdo da enzima citrato liase ©%%680) posteriormente, a enzima
acetil-Coa carboxilase atua convertendo acetil-Coa em malonil-Coa, o qual atua na producéo
de 4cido graxos €081,

Ainda, os roedores quando criados em ninhadas reduzidas apresentam um ganho de peso
acelerado que promovem alteracbes metabolicas durante a fase adulta. Estas alteracGes sao
esperadas neste modelo experimental, uma vez que séo utilizados para avaliar as modificagdes
metabdlicas que ocorrem em humanos a longo prazo, porém de uma forma mais rapida (2729,
Ainda, esta elevacdo do peso esta associada a RI, reducdo da tolerancia a glicose e a EH
(68.78.79) Vale destacar que a literatura relata que animais provenientes de ninhadas reduzidas
apresentam elevacdo do apetite, aumento da massa corporal e tecido adiposo (). Esses animais
submetidos a alteragéo artificial do tamanho da ninhada manifestam hipoplasia e hipotrofia do
Hipotalamo Ventro-Medial (VMH), estrutura que atua na regulacdo da homeostase energética
e encontra-se suscetivel as modificacdes epigenéticas promovidas nos periodos criticos do
desenvolvimento, visto que se trata de uma regido susceptivel a estas alteracdes, pois se
encontra em desenvolvimento ®4#_ Salienta-se ainda que as interferéncias no sistema
nervoso central, podem resultar em hiperfagia ©¢28-

Embora ndo tenhamos encontrado alteracbes na massa corporal, o nosso trabalho €
corroborado por estes dados, visto que 0s grupos submetidos a HSD apresentaram uma maior
ingestdo alimentar associada a elevacdo do indice de adiposidade, sugerindo que este maior
consumo alimentar resultou em uma alteracdo da composicdo corporal sem modificar a
massa total 2,

Outro mecanismo plausivel para explicar este aumento da ingestdo alimentar e do IA
observados no grupo HSD-NC seria uma acao da leptina, horménio relacionado a homeostase
energética responsavel por controlar a ingestdo alimentar através da sinalizacdo ao
hipotalamo, promovendo a hiperfagia observada #°. Essa hipotese é bastante atrativa, uma
vez que dados anteriores do nosso grupo demonstraram que 0s animais submetidos a HSD
apresentam elevados niveis de leptina, mas sem alteracdes na ingestdo alimentar, sugerindo
uma resisténcia ao hormonio @Y. Ainda, a resisténcia a leptina ocorre devido a modificagfes

na sinalizacdo intracelular promovida través da ligacdo da leptina ao receptor ou em
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decorréncia da reducdo do transporte da leptina através da barreira hematoencefalica @7
Ademais, este resultado é endossado por Heuvel e cols. ®® no qual demonstraram que a
ingestdo de aglcar e gordura suprime a sinalizacdo deste horménio, promovendo o aumento

da ingest&o alimentar ©8),

4.4 Andlise do perfil lipidico sérico (TAG e colesterol total) apés 8 semanas de
experimento.

Na tabela 3 estdo descritos os resultados referentes ao perfil lipidico séricos dos animais

(COL e TAG séricos). A analise do perfil lipidico sérico foi efetivada em conformidade com

o0 descrito na se¢do Materiais e Métodos.

Tabela 3 — Efeito do tamanho da ninhada e da dieta p6s-desmame sobre o colesterol total e 0
TAG séricos ap6s 8 semanas de experimento.

Ninhada controle Ninhada reduzida p-valor
gﬁ:;?lgg Efeito da
STD-NC HSD-NC STD-NR HSD-NR da dieta pos- Interagédo
ninhada ~ desmame
COL 54,8+7,7 57,8+9,1 63,2+5,9 63,0+6,3 0,0282 0,6233 0,6005
(mg/dL)
TAG 76,2+9,4 162,3+13,9* 116,3+9,88 142,4+18,9* 0,0155 <0,001 <0,001
(mg/dL)

Os dados paramétricos estdo representados como média + SD. Os efeitos da manipula¢do do tamanho da ninhada
e da dieta pos-desmame foram avaliados por ANOVA TWO-WAY, seguidos de pos-teste Bonferroni. $p<0,05
em relagdo a STD; *p< 0,05 em relacdo a NC. *p<0,05. STD, dieta padrdo; HSD, dieta rica em carboidratos
simples; NC, ninhada controle; NR, ninhada reduzida; COL, colesterol total; TAG, triglicerideos.

Fonte: Elaboracéo propria.

De acordo com o descrito na Tabela 3, o colesterol total sérico demonstrou efeito do tamanho
da ninhada (p<0,05), no entanto, o pds-teste ndo apresentou significancia estatistica. O estudo
desenvolvido por Rinald e cols. ® demonstrou que os animais criados em ninhadas reduzidas
apresentaram um aumento da concentracdo de colesterol total, sendo que a fracdo HDL-
colesterol reduziu durante as 13 semanas de experimento, sugerindo que a alteracdo nas
fracBes do colesterol resultou no aumento do colesterol total ®. Embora nfo tenhamos
dosado as fraces HDL e LDL do colesterol, esta possibilidade € bastante atrativa para nos
auxiliar a compreender as alteracGes observadas nas concentracdes de colesterol da ninhada
reduzida, sugerindo a realizacdo de experimentos futuros para confirmar essa hipdtese.

O TAG sérico evidenciou efeito do tamanho da ninhada (p<0,05), aumentando ~52,6% do
grupo STD-NR em relagdo ao STD-NC, da dieta pds-desmame (p<0,001), aumentando
~113% da concentragdo de TAG do grupo HSD-NC em relacdo ao STD-NC e apontou efeito
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da interacdo (p<0,001), elevando ~22,4% do grupo HSD-NR em relacdo ao STD-NR. Em
relacdo as concentracdes de TAG séricos, Rinaldi e cols. ® demonstraram uma elevacio de
~29% na concentracdo de TAG no grupo ninhada reduzida (NR), em relagéo a ninhada padréo
(NN). O resultado anteriormente citado valida o encontrado no presente estudo, uma vez que
os animais da NR apresentaram maiores concentrages de TAG em relacdo ao grupo NN (78,
Ainda, dados prévios do nosso grupo demonstraram que a HSD elevou a concentracdo de
TAG ap6s 8 semanas de consumo @?. Ademais, com 0 consumo em excesso de dieta rica em
carboidratos simples ha uma estimulagéo elevada da producédo hepética de TAG a partir da via
de lipogénese de novo (DNL), promovendo aumento da concentracdo de VLDL e,
consequente, liberacdo de lipoproteina de muito baixa densidade 899 Ajnda, o efeito da
interacdo no TAG sérico demonstrou uma elevacdo menor quando comparado aos outros
grupos. E esse achado é bastante interessante, uma vez que sugerimos um efeito protetor

associado a interacdo das variaveis (reducdo da ninhada e HSD).

4.5 Avaliacdo dos parametros glicometabolicos dos animais apdés 8 semanas de
experimento
Os parametros glicometabdlicos foram realizados de acordo com o descrito na secdo
Materiais e Métodos. Na Tabela 5 estdo descritos os resultados referentes a glicose (mmol/L)
e ao teste de tolerancia a glicose (TTG).

Tabela 4 — Efeito do tamanho da manipulagdo da ninhada e da dieta pés-desmame sobre 0s

parametros glicometabolicos dos animais ap6s 8 semanas de experimento.

Ninhada controle Ninhada reduzida p-valor
E;r:;%ﬁg Efeito da
STD-NC HSD-NC STD-NR HSD-NR da dieta pos- Interacéo
ninhada desmame
Glicose (mmol/ L)  9,17+1,03 8,09+0,54 7,79+1,35 8,61+0,92 0,2857 0,7487 0,0268
TTG (AUC) 907+86,3 1014+110,2  950,8%64,2  1047+104,1 0,3281 0,0174 0,8871

Os dados paramétricos estdo representados como médiaxSD. Os efeitos da manipulagdo do tamanho da ninhada
e da dieta pds-desmame foram avaliados por ANOVA TWO-WAY, seguidos de pos-teste Bonferroni. *p<0,05.
STD, dieta padrdo; HSD, dieta rica em carboidratos simples; NC, ninhada controle; NR, ninhada reduzida.

Fonte: Elaboracéo propria.

Conforme o descrito na Tabela 4, a glicose apresentou efeito da interacdo (p<0,05) e 0 TTG

(AUC) apresentou efeito da dieta pos-desmame (p<0,05), porém, ambos ndo apresentaram
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significancia estatistica no pos-teste. De acordo com a literatura, os animais submetidos a
HSD apresentam intoleréncia a glicose, aumento da concentracdo da insulina, resisténcia a
insulina (RI), e consequente, aumento da funcdo das células B-pancreaticas, apesar de nao
demonstrarem significancia estatistica 29,

Apesar de nao termos demonstrado diferencas no pos-teste, a area sob a curva (AUC) no teste
de tolerancia a glicose (TTG) foi influenciada pela dieta p6s-desmame, sugerindo um quadro
de intolerancia a glicose. De Oliveira e cols. ®® demonstraram que a HSD elevou a AUC,
induzindo a intolerancia a glicose. Em resposta a essa elevacdo a atividade das células -
pancreaticas aumentou, evidenciando o aumento do hormonio insulina no periodo do
experimento. A necessidade elevada da insulina para promover o controle da glicemia, pode
danificar o funcionamento normal das células pancreéticas, contribuindo para o surgimento de
diabetes tipo 2 ®®. Ademais, dados prévios do nosso grupo demonstraram que a AUC
apresentou efeito da HSD, sugerindo uma alteracdo a tolerancia a glicose 2. Apesar de no
termos dosado as concentracfes de insulina neste momento, este experimento é essencial para
avaliarmos a inducdo da RI no nosso modelo, visto que é uma alteracdo esperada decorrente
do consumo da dieta com elevado contetido de carboidratos simples €.

A literatura aponta que animais criados em ninhadas reduzidas tém maior acesso ao leite
materno, e por isso, ingerem maiores quantidades quanto comparados a roedores criados em
ninhadas controle "2, Ainda, este modelo experimental esta sujeito a desenvolver hiperfagia,
aumento da gordura corporal, hiperleptinemia, hiperglicemia e elevacdo da concentracdo de

insulina no periodo pés-natal imediato que persiste até a idade adulta 727,

4.6  Avaliacdo das analises realizadas no figado: peso relativo, grau de esteatose, teor de
lipideos totais, COL e TAG hepéticos.

Na Figura 4 esta descrito o resultado referente ao peso relativo do figado apos 8 semanas de
experimento. O tecido foi retirado e pesado para posteriores analises como descrito na se¢édo

Materiais e Métodos.
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Figura 4 — Determinacéo dos efeitos do tamanho da ninhada e da dieta po6s-desmame sobre 0
peso relativo do figado apds 8 semanas de experimento.
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A manipulacdo da ninhada foi realizada como previamente publicado, na qual a NC era integrada por oito
filhotes por mée e NR por quatro filhotes por mée. O peso relativo do figado foi calculado a partir da seguinte
férmula: [peso do figado (g)/ massa corporal dos animais (g)]. Os efeitos da alteracdo do tamanho da ninhada e
da dieta pds-desmame foram avaliados através da ANOVA TWO-WAY, seguidos de pos-teste Bonferroni. Os
dados ndo paramétricos foram representados como mediana e IQR. STD, dieta padrdo; HSD, dieta rica em
carboidratos simples. *p<0,05.

Fonte: Elaboracdo propria.

A respeito do peso relativo do figado, ndo observamos efeitos das variaveis tamanho da
ninhada e dieta pés-desmame. Embora a literatura relate que a reducdo tamanho da ninhada
promova a elevacio do peso do figado do animal "?%78) | este resultado n&o foi encontrado no
presente estudo. Na Figura 5 esta descrito o resultado do grau de esteatose; esta analise foi

realizada conforme o descrito na secdo Materiais e Métodos.
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Figura 5 — Grau de esteatose hepatica dos animais submetidos aos efeitos do tamanho da

ninhada e da dieta pés-desmame apds 8 semanas de experimento.
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Anélise histolégica do figado dos animais apds 8 semanas de experimento. As laminas foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE). No quadrante A estdo localizadas as fotografias das laminas histologicas: a) STD-
NC; b) HSD-NC; ¢) STD-NR e d) HSD-NR. As fotos foram capturas com o auxilio de um Microscopio Optico
Digital Leica DM500B, utilizando a objetiva de 40x. Barra = 50 um. As setas pretas representam as goticulas
lipidicas. O quadrante B descreve a classificacdo de esteatose dos grupos, o qual foi realizado através da analise
de contingéncia. A manipulagio da ninhada foi realizada como previamente publicado™, na qual a NC era
composta por 8 filhotes/mae e a NR por 4filhotes/mée. Os efeitos do tamanho da ninhada e da dieta pds-
desmame foram avaliados através do ANOVA TWO-WAY, seguidos de pds-teste Bonferroni. Os dados
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paramétricos foram representados como média + SD. STD, dieta padrdo; HSD, dieta rica em carboidratos
simples. ***p<0,001.
Fonte: Elaboracéo propria.

Conforme o exposto na Figura 5, no quadrante B, observamos efeito do tamanho da ninhada,
da dieta pds-desmame e da interacdo (p<0,001) no grau de esteatose dos animais. Nos animais
HSD-NC observamos um aumento ~20 vezes do grau de esteatose discreto, evidenciando o
comprometimento de 71,43% dos hepatdcitos destes animais quando comparados ao STD-
NC, os quais apresentaram 16,67% dos hepatdcitos com grau de esteatose discreto. Além
disso, o grupo HSD-NC também apresentou 28,57% dos hepatdcitos com grau de esteatose
moderado. Em contrapartida, observamos que o efeito da interacdo promoveu uma reducdo de
~12 vezes o grau de esteatose discreto, no qual os animais HSD-NR apresentaram 28,57% do
grau de esteatose discreto com auséncia do grau de esteatose moderado. Ainda, o grupo STD-
NR nédo apresentou nenhum comprometimento dos hepatdcitos. Os resultados apresentados
anteriormente serdo discutidos em breve, conjuntamente com os resultados sobre o perfil

lipidico do figado ap6s a Figura 6.

Na Figura 6 a seguir estdo representados os resultados a respeito do teor de lipideos totais,

COL total e TAG hepaticos, analisados conforme o descrito na se¢do Materiais e Métodos.

Figura 6 — Efeitos do tamanho da ninhada e da dieta pds-desmame sobre o teor de lipideos
hepéticos dos animais apds 8 semanas de experimento.
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A manipulacdo da ninhada foi realizada como previamente publicado®, na qual a NC era integrada por oito
filhotes por mde e NR por quatro filhotes por mde. A) Teor de Lipideos totais; B) COL hepatico; C) TAG
hepético. Os efeitos da alteracdo do tamanho da ninhada e da dieta pos-desmame foram avaliados através da
ANOVA TWO-WAY, seguidos de pds-teste Bonferroni. Os dados paramétricos foram representados como
médiaxSD e os dados ndo paramétricos foram representados como mediana e IQR. STD, dieta padrdo; HSD,
dieta rica em carboidratos simples; NC, ninhada controle; NR, ninhada reduzida; ng/mL, nanograma por
mililitro. *p<0,05.

Fonte: Elaboracdo prépria.
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Na figura 6, grafico A e B, observamos gue tanto o teor de lipideos quanto as concentracGes
do COL total hepaticos apresentaram efeitos da interacao da interacdo (p<0,05), todavia, sem
efeito no pos-teste. Em relacdo ao TAG hepético, no grafico C, observamos que o TAG
hepético evidenciou efeito da interacdo (p<0,05), demonstrando um aumento de ~7% do TAG
hepatico do grupo HSD-NC em relagdo ao STD e uma reducéo de ~12,5% na concentracao de
TAG nos hepatdcitos dos animais do grupo HSD-NR em relacdo ao HSD-NC.

Diante do exposto, observamos que, apesar do peso relativo do figado ndo ter apresentado
diferencas entre os grupos (Figura 4), nossos resultados, demonstraram que houve alteracéo
na composicdo do orgao. Para contextualizar, a EH é definida como o acUmulo de lipideos
nos hepatdcitos, e a Rl e a hiperinsulinemia sdo fatores que atuam contribuindo com a
deposicéo lipidicas nestas células °9). Ainda, a deposi¢do lipidica aumenta a B-oxidagio
mitocondrial de acidos graxos e também produz corpos cetbnicos, contribuindo para a
perdxidacéo lipidica e acimulo de espécies reativas de oxigénio %9,

Os animais submetidos a HSD demonstraram elevagdo da concentracdo de TAG nos
hepatécitos ®%. Ademais, uma pesquisa desenvolvida por Lima e cols. ®® demonstrou que os
animais que ingeriram uma dieta rica em acucar simples apresentaram elevacdo do grau de
esteatose em relagdo ao animais que consumiram a dieta padrdo ©%. Outrossim, os dados
apresentados endossam o encontrado no presente estudo, uma vez que observamos aumento
do grau de esteatose nos animais do grupo HSD-NC em relacdo ao STD-NC (Figura 5B), e
também aumento da concentracdo de TAG hepéaticos no mesmo grupo (Figura 6C). Isto
sugere que 0 excesso de carboidratos simples da dieta acentua a ativacao da via da lipogénese
de novo, contribuindo com a producdo excessiva, e consequentemente, deposicdo de lipideos
nos hepatécitos ©).

Surpreendentemente, observamos que o grupo HSD-NR apresentou uma reducdo do grau de
esteatose discreto e auséncia do moderado (Figura 5B), bem como foi observado uma redugéo
na concentracdo de TAG hepatico neste grupo (Figura 6C). Existem evidéncias cientificas de
que o leite materno possui altas concentracfes de acido palmitico na posi¢do sn-2 do TAG
(1.104) Este atua regulando o metabolismo energético e lipidico, regulando as concentragfes
de N-aciletanolamina e do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma alfa (PPAR-a)
(61.104) - Ademais, a ativacdo do PPAR-a promove efeitos anti-inflamatdrios e antioxidantes
devido ao aumento da oxidago peroxissomica e mitocondrial 1%, Uma possivel explicacio
para 0s nossos achados pode ser baseada na evidéncia de que a ingestdo do leite materno
melhora perfil inflamatorio no figado, aumentando a capacidade de oxidacdo das

mitocdndrias, promovendo uma maior oxidacéao lipidica, resultando na reducdo da deposicao
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de lipideos nos hepatécitos ©11%). Assim, considerando que a reducéo da ninhada resulta em
maior lactacdo dos animais, podemos sugerir que os efeitos deletérios da HSD sobre o
desenvolvimento da EH foram contidos pela programacdo metabdlica. Além disso, o acimulo
de lipideos nos hepatdcitos eleva a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), uma vez
que ocorre o aumento da B-oxidacdo mitocondrial de acidos graxos e da cetogénese que
geram ROS @Y. Ademais, a ingestdo excessiva de dietas ricas em carboidratos simples,
resultam no aumento das concentragcbes de TAG hepatico, reduzindo as concentracdes de
enzimas antioxidantes como a superoxido desmutase (SOD) e a catalase (CAT) ?*?%), Com
isso, o efeito protetor observado neste trabalho pode ser explicado através da programacao
metabdlica promovida pela lactagdo ©11%9, A lactacio pode reduzir a producio de ROS, visto
que no leite ha concentracbes elevadas de substancias anti-inflamatérias, como o N-
aciletanolamina e o PPAR-a que reduzem a deposi¢cdo de lipideos hepaticos, promovendo
uma melhora do perfil inflamatério do figado, resultando em um melhor funcionamento das
mitocondrias hepaticas ©1%. No entanto, futuros experimento sio necessarios para
comprovar a nossa hipotese.

Uma das limitagdes do nosso estudo foi auséncia do esclarecimento com relacdo ao
mecanismo por tras do efeito protetor, visto que ndo dosamos a atividade das enzimas anti-
oxidantes que poderiam nos auxiliar na compreenséo dos efeitos da lactagcdo sobre a reducéo
de ROS hepético a partir da regulacdo do PPAR-a V. Além do mais, ndo avaliamos as
fracBes do colesterol sérico, sendo esse um ponto importante a ser analisado, uma vez que a
observamos efeitos da reducdo da ninhada neste componente. Portanto, como perspectiva,
seria interessante dosar as fragdes do colesterol (LDL e HDL) para avaliar qual a
concentracdo desses componentes nos animais, uma vez que a reducdo da ninhada pode elevar
as concentracbes de HDL-c, conforme demonstrado por Rinaldi e cols. ®2. Ainda,
pretendemos analisar os marcadores do estresse oxidativo como as enzimas SOD, CAT e
proteinas carboniladas, a fim de avaliar os efeitos da interacdo entre as variaveis em relacdo
ao perfil oxidativo do figado, para, assim, avaliar se ha melhora dos marcadores de estresse
oxidativo nos animais apés 8 semanas induzidos pela programacéo metabolica.

Em suma, os principais resultados obtidos através da realizacdo desta pesquisa estdo

representados na figura resumo (Figura 7), a seguir:
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Figura 7 — Efeito da programacdo metabolica induzida pela reducdo da ninhada e HSD sobre

o0 desenvolvimento da EH ap6s 8 semanas de consumo.
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A redugdo da ninhada provoca (1) induziu o sobrepeso neonatal dos animais e também alterou o COL total.
Ainda, a HSD (2) resultou no aumento da ingestdo alimentar, reduziu o CEA, alterou os parametros biométricos,
aumentou o TAG, gerando Rl e alterou a composi¢cdo do figado, resultando em EH, resultando no
desenvolvimento de EH. A interagdo entre as duas varidveis (3) resultou na reducgdo do grau de esteatose discreto

e moderado. Um possivel mecanismo para essa prote¢do esté relacionado ao estresse oxidativo, o qual pode ser
atenuado pela reducdo da ninhada (lactacdo) (4). Entretanto, essa hipdtese precisa ser confirmada. CEA,
coeficiente de eficiéncia alimentar; EH, esteatose hepética, HSD, dieta p6s-desmame.

Fonte: Elaboracdo propria. BioRender, 2021. Disponivel em: https://biorender.com/. Acesso em: 01 de julho de
2021.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

I. A reducdo do tamanho da ninhada resultou em sobrepeso neonatal, alterou o perfil

lipidico sérico e a ingestdo alimentar;

Il. A HSD aumentou a ingestdo alimentar, reduziu o CEA, modificou os parametros
biométricos, glicometabolicos e o perfil lipidico sérico, resultando em RI, bem como

alterou a composicéo do figado, promovendo o desenvolvimento da EH;

IIl. A interagdo entre as variaveis preveniu o desenvolvimento da RI causada pela HSD,
bem como reduziu a concentracdo de TAG séricos e hepaticos, resultando numa

reducdo do grau de esteatose dos animais.

A partir da realizacdo deste trabalho concluimos que a programacéo metabdlica induzida pela
reducdo do tamanho da ninhada, promoveu efeitos protetores em relacdo ao desenvolvimento
da EH induzida por HSD ap0s 8 semanas de experimento. Entretanto, futuros experimentos
s80 necessarios para corroborar a nossa hipdtese, uma vez que 0S mecanismos responsaveis

pelo efeito protetor ainda néo estdo completamente esclarecidos.
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ANEXO 1 — Certificado de aprovacéo na Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA).

21 UNIVERSIDADE . -
FEDERAL DE Comissado de Etica
OURO PRETO no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada *"Efeitos do sobrepeso neonatal induzido por aleitamento matemao sobre a resisténcia a
insulina em modelo experimental induzido por dieta rica em carboidratos simples (high sugar diet)®, protocolada sob o CEUA n#
2245040518 no comero, sob a responsabilidade de Karina Barbosa de Queiroz e equipe; Daniela Costa Caldeira - que envalve a
producdo, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa centffica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentag3o Animal (CONCEA), e
foi aprovada pela Comissio de Etica no Use de Animais da Universidade Federal de Ouro Preto (CEUA/UFOP) na reunido de
13/0772018.

We certify that the proposal *Effects of neonatal breast overfeeding on the insulin resistance in a high-sugar diet model.”, utilizing
60 Heterogenics rats (60 males), protocol number CEUA 2245040518 o mootey, under the responsibility of Karina Barbosa de
Quelroz and team; Daniela Costa Caldeira - which involves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance
with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6399 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the Mational Council for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committes on Animal Use of the Ouwro Preto Federal
University (CEUA/UFOF) in the meeting of 07/13/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 09,2018 a 12/2022 Area: Cigncias Biolbgicas
Origem: Centro de Ciéncia Animal

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 21 a 28 dias N: B0
Linhagem: Wistar Peso:  45a55g

Local do experimento: Os experimentos de manipulacdo do tamanho das ninhadas serdo realizados no CCA. Apds os desmame, os
animais serdo levados para o Biotéro de Nutricdo experimental da Escola de Nutricdo, onde serd realizada a manutencio com
dieta rica em carboidratos simples e, apds as oito semanas de experimento, serd realizada a eutandsia.

Oura Preto, 23 de julho de 2018

Profa. Dra. Paula Melo de Abreu Vieira Prof. Dr. Leonarda Maximo Cardoso
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comiss3o de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Ouro Preto Universidade Federal de Duro Preto

Cairngiss Universkdno - Moo do Cruesine - 102840, Sals 29 - CEP 35400000 - Duro Preto/MAG - bel: 55 {31 3553-1358
Hordrio die atendimento: 26 & 68 das & ba 1éh : e-mall: coua propp@elop edu Br
WCELA H 2245040508
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ANEXO 2 — Trabalho apresentado no Encontro de Saberes, Minas Gerais-Brasil,
2019.

Certificamos que EDUARDA DOS SANTOS participou do XXVII Seminario de Iniciacdo Cientifica
da UFOP — ENCONTRO DE SABERES, realizado de 05 a 07 de novembro de 2019, na qualidade
de Apresentador(a), na categoria poster, do trabalho: Imprinting Metabdlico e overfeeding neonatal:
Efeitos da Dieta Rica em Carboidratos Simples sobre a Doen¢a Hepatica Gordurosa ndo Alcodlica
e o estresse oxidativo em ratos Wistar jovens., de autoria de: EDUARDA DOS SANTOS, DANIEL
MUNIZ OKUSHIMA ALVES, Isabela Jesus de Deus, Thais Aradjo Barud, Miliane Martins de
Andrade Fagundes, Claudia Martins Cameiro, Daniela Caldeira Costa, ERIKA CRISTINA DA SILVA
OLIVEIRA SIQUEIRA, MELINA OLIVEIRA DE SOUZA, KARINA BARBOSA DE QUEIROZ.

Ouro Preto, 07 de novembro de 2019 Auterficidade
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Cédigo: 15730676005dc31b50678de
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ANEXO 3 — Trabalho apresentado no Encontro de Saberes, Minas Gerais-Brasil,
2020.

Repiblica Federativa do Erasil
Ministério da Educagho
Universidada Faderal de Ouro Prato

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho MANIPULACAO DO TAMANHO DA NINHADA E RESISTENCIA A INSULINA:
EFEITOS DA PROGRAMACAO METABOLICA SOBRE O DESENVOLVIMENTO DA ESTEATOSE
HEPATICA EM RATOS JOVENS, de autoria de EDUARDA DOS SANTOS, DANIEL MUNIZ OKUSHIMA
ALVES, ISABELA JESUS DE DEUS, THAIS ARAUJO BARUD, MILIANE MARTINS DE ANDRADE
FAGUNDES, CLAUDIA MARTINS CARNEIRO, ERIKA CRISTINA DA SILVA SIQUEIRA, DANIELA
CALDEIRA COSTA, MELINA OLIVEIRA DE SOUZA e KARINA BARBOSA DE QUEIROZ, foi apresentado
no XXVIII SEMINARIO DE INICIACAO CIENTIFICA do ENCONTRO DE SABERES — UFOP, realizado de 30
de Novembro a 04 de Dezembro de 2020.

Ouro Preto, 04 de Dezembro de 2020.
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