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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar as repercussbes do consumo de dieta
hiperlipidica materna, de caracteristica hipercalérica ou isocal6rica, durante o
periodo perinatal, na estrutura adipocitaria da prole de ratos. Foram utilizadas 28
ratas albinas da linhagem Wistar. As ratas foram classificadas de acordo com a dieta
recebida durante a gestacdo e lactacdo em Grupo Controle (GC/n=9), Grupo
Hiperlipidica/lsocalérica (GHI, n=6), Grupo Hiperlipidica/Hipercalérica (GHH, n=7).
Nas ratas, foram avaliados peso corporal, consumo alimentar e gordura intra-
abdominal. Nos filhotes, acompanhamento do peso corporal da lactacdo ao
sacrificio, e consumo alimentar no pés-desmame. No sacrificio, aos 22 ou 70 dias de
idade, foram coletadas as gorduras inguinal, epididimal, retroperitoneal, mesentérica,
intra-abdominal total e marrom. Durante a gestacdo e lactacdo as ratas GHH
apresentaram menor consumo alimentar em relacdo as ratas GHI e GC. Ao
desmame, os valores de peso absoluto (PA) e peso relativo (PR) da gordura intra-
abdominal das ratas GHH foram maiores que os valores do GC. Os filhotes de ratas
GHH apresentaram maior peso corporal com 19 e 21 dias de vida, em relacdo aos
filhotes de ratas GC e maior percentual de ganho de peso que os filhotes de ratas
GHI e GC, durante a lactacdo. Aos 70 dias de idade, os filhotes GHI apresentaram
menor peso corporal quando comparados aos filhotes GC. Nos animais sacrificados
aos 22 dias, os PA e PR do coxim adiposo inguinal foram maiores nos filhotes GHH
que nos filhotes GHI ou GC. Para o coxim epididimal, filhotes GHH apresentaram
maiores valores de PA e PR que os filhotes GC. Filhotes GHH apresentaram
maiores valores de PA para o coxim adiposo retroperitoneal e mesentérico em
relacdo aos GC. Enquanto que para os valores de PR, filhotes GHH e GHI
demonstraram maior percentual que filhotes GC. Para o sacrificio aos 70 dias,
filhotes GHI apresentaram maiores valores de PR do coxim adiposo inguinal, em
relacdo ao GC. Nao houve diferencas nos demais tecidos. Na analise morfométrica
de animais com 22 dias, a prole GHH apresentou maiores valores de éarea e
perimetro para os adipdcitos inguinais, retroperitoneais e mesentéricos comparado a
GHI e GC. Para os animais com 70 dias, a area e perimetro dos adipdcitos inguinais,
retroperitoneais e mesentéricos da prole GHH foi maior em relacédo a prole GHI e
GC. Ademais, para os adipécitos retroperitoneais, filhotes GHI apresentaram
menores valores de perimetro em relagdo aos GC. O nimero de adipdcitos por area
nos coxins inguinal, retroperitoneal e mesentérico, foi menor em filhotes GHH em
relacdo ao GC, aos 22 dias. Aos 70 dias filhotes GHH tiveram menor nimero de
adipdcitos/area no coxim retroperitoneal. Em conclusdo, foi observado que a
hipertrofia adipocitaria esta presente a curto e em longo prazo em resposta a dieta
materna, independente da ingestdo energética. Contudo, o aumento do peso e da
adiposidade corporal s6 foi observado ao desmame. Enquanto que nao foi
observada hiperplasia adipocitaria em nenhuma das idades estudadas. A utilizacédo
de dieta hiperlipidica materna durante o periodo perinatal influencia na plasticidade
do desenvolvimento do tecido adiposo visceral e subcutaneo.

Palavras-chave: Programacado. Dieta hiperlipidica. Tecido adiposo Branco. Tecido
Adiposo Marrom. Morfometria.



ABSTRACT

The general objective of this study was to evaluate the repercussions of two maternal
high-fat diets with different caloric contents, throughout the perinatal period, on the
adipocyte structure of rats. For this, 28 Wistar albino female rats were used. The rats
were classified according to the diet received during gestation and lactation: Control
Group (GC, n=9), Hyperlipidic/lsocaloric Group (GHI, n= 6), Hyperlipidic/Hypercaloric
Group (GHH, n=7). On the rats, body weight, food intake and intra-abdominal fat
were evaluated. On puppies, body weight evolution and food consumption were
measured post-weaning. At the sacrifice (on 22° or 70° postnatal day), the inguinal,
epididimal, retroperitoneal, mesenteric, intra-abdominal and brown fat were collected.
During gestation and lactation, GHH rats presented lower food consumption than
GHI and GC rats. At weaning, the values of absolute weight (BP) and relative weight
(PR) of the intra-abdominal fat of the GHH rats were higher than the GC mothers.
The offspring from GHH presented higher body weight on the 19th and 21st postnatal
days than CG offspring, and a higher percentage of weight gain was revealed
compared to GHI and CG offspring at the same ages. On 70° postnatal day, GHI
pups presented lower body weight compared to CG pups. At sacrifice, on 22°
postnatal day, PA and PR of the inguinal adipose cushion was higher for the GHH
pups than the GHI or CG pups. For the epididimal cushion, GHH pups presented
higher PA and PR values than the GC pups. GHH pups presented higher PA values
for the retroperitoneal and mesenteric adipose cushions compared to CG. For PR
values, GHH and GHI pups showed a higher percentage than CG pups. At sacrifice,
on 70° postnatal day, GHI pups presented higher PR values of the inguinal adipose
cushion compared to CG, with no other differences in other tissues. For
morphometric analysis at 22° postnatal day, GHH offspring presented higher area
and perimeter values for inguinal, epididimal and mesenteric adipocytes compared to
GHI and CG. At 70° postnatal day, area and perimeter of the inguinal, retroperitoneal
and mesenteric adipocytes of GHH offspring were greater compared to GHI and GC
offspring. Furthermore, GHI pups presented lower perimeter values compared to the
CG. The number of adipocytes per area in the inguinal, retroperitoneal and
mesenteric cushions was lower in GHH pups compared to CG at 22 days. At 70°,
GHH offspring had a lower number of adipocytes/area in the retroperitoneal cushion.
In conclusion, it was observed that adipocyte hypertrophy is present in the short and
long term in response to maternal diet, independent of energy intake. However, body
weight gain and adiposity were only observed at weaning. While no adipocyte
hyperplasia was observed in any of the studied ages. The use of maternal
hyperlipidic diet during the perinatal period influences the plasticity of visceral and
subcutaneous adipose tissue development.

Keywords: Programming. High Fat Diet. White Adipose Tissue. Brown Adipose
Tissue. Morphometry.
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1. INTRODUCAO

A plasticidade do desenvolvimento tem sido hipotetizada por desempenhar
um papel central na evolucdo da diversidade fenotipica entre as espécies (WEST-
EBERHARD, 2003). Através da "assimilacdo genética", os fendtipos inicialmente
induzidos por influéncia de fatores ambientais, nas espécies, tornam-se
geneticamente fixados ao longo do tempo (SIKKINK e SNELL-ROQOD, 2016).

Nesse contexto, o ambiente nutricional durante os periodos criticos do
desenvolvimento pode desencadear distintas adaptacdes de programacao na prole,
resultando em alteracdes permanentes em todos os aspectos do fendtipo, incluindo
ndo apenas a morfologia, mas também a fisiologia e o comportamento (MCMILLEN
e ROBINSON, 2005; WEST-EBERHARD, 2005b; LANGLEY-EVANS, 2015). Desse
modo, sendo determinante para o risco de doencas metabdlicas na idade adulta,
incluindo doencas cardiovasculares, diabetes melitos tipo 2 e obesidade
(MARTORELL, STEIN e SCHROEDER, 2001; BARKER et al., 2002; LANGLEY-
EVANS, 2006).

Estudos a cerca dos efeitos da programacdo metabdlica em longo prazo,
focavam em sua maioria na restricdo proteica e calérica (PLAGEMANN, 2008;
COUPE et al.,, 2010; GARCIA et al.,, 2010; PICO et al., 2012). No entanto,
atualmente, a desnutricdo materna diz respeito a uma menor propor¢cao da
populacdo nas sociedades ocidentais porgue, em geral, as dietas com elevadas
guantidades de gorduras sao amplamente consumidas (POMAR et al., 2017). Nesse
contexto, estudos mostram que tanto a desnutricdo materna como a hipernutricao
durante o periodo perinatal afetam o fen6tipo metabdlico da prole (BAYOL et al.,
2008; PALOU et al., 2010; AKYOL, MCMULLEN e LANGLEY-EVANS, 2012; PALOU
et al.,, 2012; SUN et al., 2012).

O aumento da quantidade de lipideos na dieta materna € umas das
manipulagbes nutricionais utilizadas para estudar as repercussdes no
desenvolvimento da prole (CADENA-BURBANO et al., 2017). Estudos mostram que
filhotes adultos de fémeas que consumiram a dieta hiperlipidica, durante a gestacao
e lactacdo, apresentaram alteragbes na maturacdo de reflexos primitivos,

desarranjos no metabolismo de glicose, disfuncbes cardiacas, alteragdes no
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hipotalamo e no metabolismo de lipideos no figado (GHEBREMESKEL et al., 1999;
CERF et al., 2005; KHAN et al., 2005; CADENA-BURBANO et al., 2017).

Ha evidéncias de que a composicao corporal materna por si s6 € um fator
predisponente a adiposidade nos filhotes (SACKS et al., 2006). Além disso, uma
maior adiposidade materna, e ndo somente o consumo de dieta hiperlipidica na fase
perinatal, & necessaria para induzir resisténcia insulinica, hiperleptinemia e maior
ganho ponderal nos descendentes na vida adulta (WHITE, PURPERA e
MORRISON, 2009).

O tecido adiposo é considerado vulneravel aos efeitos ambientais externos
nas fases iniciais da vida (MURABAYASHI et al., 2013). Deste modo, este tecido
contribui para a programacdo de disfun¢cdes metabdlicas (MURABAYASHI et al.,
2013). A obesidade induzida por dieta durante a gestacdo pode levar a efeitos
programados no RNAmM, miRNA e expressao de peptideos bioativos (adipocinas) no
tecido adiposo (MURABAYASHI et al., 2013).

A capacidade do tecido adiposo tamponar variacdes na oferta e demanda
energética € alcancada mediante respostas metabodlicas e enddcrinas integradas,
bem como alteracbes dindmicas na composicdo celular (CINTI, 2001). Essa
capacidade de tamponamento pode ser excedida durante a hipernutricdo cronica,
resultando no extravasamento de lipideos do tecido adiposo e sua acumulacao
patolégica (UNGER, 2002). Metabolitos derivados dessa acumulacdo ectopica
prejudicam a acdo da insulina nos tecidos periféricos, bem como a produc¢éo pelo
pancreas, um processo denominado lipotoxicidade (UNGER e SCHERER, 2010).

Os adipdcitos marrons por sua vez exibem atividade termogénica ao
aperfeicoar a eficiéncia metabdlica, contribuindo para o controle do peso corporal em
varias espécies animais (BROETTO e BRITO, 2012). A oxidacao de acidos graxos e
a producao de calor pelas células adiposas marrons se devem a intensa atividade
metabolica do elevado numero de mitocondrias, que expressam a proteina
desacopladora-1 (UCP-1) também conhecida como termogenina (RICQUIER e
BOUILLAUD, 2000). A UCP-1 permite a dissipacdo do gradiente eletroquimico de
prétons gerado pela cadeia respiratoria mitocondrial. O desacoplamento entre o
consumo de oxigénio e a sintese de ATP, promove dissipacdo de energia na forma
de calor (LANGIN, 2010).

Considerando a influéncia da nutricAo na plasticidade do tecido adiposo

durante a fase perinatal, torna-se importante o estudo dos efeitos do consumo de
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uma dieta hiperlipidica materna sobre a plasticidade, distribuicdo e morfometria do
tecido adiposo na prole. Nossa pergunta condutora € “Quais as repercussdes do
consumo materno de dietas hiperlipidicas, com diferentes teores caloricos, sobre a
estrutura adipocitaria da prole de ratos?” Os resultados encontrados neste estudo
poderdo contribuir para melhor compreensao sobre a influéncia do aumento da
ingestdo lipidica materna sobre as variagbes no mecanismo de hipertrofia e
hiperplasia adipocitaria, bem como acumulo de gordura corporal nos descendentes.
Além disso, inferir se esses efeitos sao atribuidos ao aumento do aporte lipidico per
si, ou a associacdo com 0 aumento da ingestédo energética.

A pesquisa foi desenvolvida em colaboracdo com os laboratérios da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE): Laboratério de Fisiologia da Nutricdo
Naide Teoddsio (LAFINNT), Laboratério de Estudos em Nutricdo e Instrumentacéo
Biomédica (LENIB), Laboratério de Nutricdo Experimental e Dietética (LNED),
Laboratorio de Nutricdo, Atividade Fisica e Plasticidade Fenotipica e Laboratério de
Biotecnologia e Farmacos, ambos do Centro Académico de Vitéria (CAV). O

presente trabalho sera concluido com a elaboracdo de um artigo original.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Plasticidade e Desenvolvimento Perinatal

A plasticidade frequentemente estudada como “plasticidade do
desenvolvimento”, € compreendida como respostas de organismos a diferentes
condi¢cdes ambientais ou estimulos, ou seja, é a capacidade de um genoétipo de
manifestar fenotipos distintos em resposta a um estimulo ambiental (BRADSHAW,
1965). Dessa forma, o genoétipo nao ira determinar fenétipos especificos, porque 0s
genes vao interagir com cadeias bioquimicas, celulares e teciduais, de modo que
organismos geneticamente idénticos respondem de maneira distinta a diferentes
estimulos (BRADSHAW, 1965; SCHEINER, 1993; PIGLIUCCI, MURREN e
SCHLICHTING, 2006).

A maioria dos tecidos retém a plasticidade celular durante os periodos
embrionério e de desenvolvimento fetal (LANGLEY-EVANS, 2009). Como resultado,
estas sdo consideradas as fases criticas do desenvolvimento, durante as quais
estimulos ambientais podem originar diferentes estados fisiolégicos, morfolégicos e
comportamentais (WEST-EBERHARD, 2005a; LANGLEY-EVANS, 2009).

A hipétese da plasticidade do desenvolvimento deu abertura a um novo
paradigma de pesquisa, para compreender 0s riscos de desenvolvimento de
doencas crbnicas, que ultrapassou as explicacbes simplistas baseadas em
influéncias genéticas e de estilo de vida (BENYSHEK, 2013; VICKERS, 2014). Uma
abordagem melhor integrada desenvolveu a analise da interacdo entre a herancga
genética e os fatores de estilo de vida, incluindo dieta, mas também incorporando o
papel da plasticidade do desenvolvimento, na formacdo de distintos resultados
fenotipicos baseados em exposi¢cdes ambientais variadas (BENYSHEK, 2013).

A partir da hipétese de Barker e colaboradores (1989; 2002), de que
condi¢cdes adversas intrauterinas e durante a infancia aumentavam o risco de
doencas cardiovasculares, seus estudos demonstraram que pessoas nascidas com
baixo peso permaneceram fisiologicamente diferentes daquelas com peso
adequado, de forma persistente, até a vida adulta (BARKER, OSMOND e LAW,
1989). Estudos subsequentes apontaram a associagdo entre o baixo peso e a
flexibilidade metabdlica do musculo esquelético (DA SILVA ARAGAO et al., 2014),
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diferentes respostas ao estresse (JONES et al.,, 2006), artérias menos elasticas
(PAINTER et al., 2007), padrbes especificos de secrecdo hormonal (DE ROOIJ et
al., 2006; JONES et al., 2007) e depressao (RICE, HAROLD e THAPAR, 2006).

Para um possivel esclarecimento das repercussoes tardias de uma deficiéncia
nutricional durante o periodo de desenvolvimento, Hales e Barker (1992)
propuseram a hipotese do “fenotipo econdmico”. Nesta hipétese, o feto seria capaz
de se adaptar a um ambiente intrauterino adverso, otimizando o uso de suprimentos
energéticos reduzidos, no sentido de garantir sua sobrevivéncia sob condi¢cfes de
restricdo alimentar (HALES e BARKER, 1992). Entretanto, na auséncia da privagao
nutricional, a maior oferta de nutrientes, aumentaria no individuo, o risco de
surgimento de doencas metabdlicas e cardiovasculares na vida adulta (HALES e
BARKER, 1992; MCMILLEN e ROBINSON, 2005; BARKER, 2007).

Evidéncias crescentes indicam que os efeitos da plasticidade do
desenvolvimento também podem ser transmitidos as geracgdes futuras, na auséncia
de outras agressdes ambientais (BENYSHEK, 2013). A transmissédo desses efeitos &
muitas vezes vista como uma forma de heranca epigenética, quer via linhagem
materna ou paterna, para ambas herancas, germinal e somatica, com modificacdes
epigenética que podem ser responsaveis por alteracdes fenotipicas em novas
geracoes (AIKEN e OZANNE, 2014).

A compreensao da plasticidade nas fases iniciais da vida e suas repercussdes
associadas é um campo de pesquisa de elevada relevancia (BARKER, 1992; 1995;
SYMONDS et al., 2007; HANLEY et al., 2010). Estudos experimentais e
epidemiologicos mostraram que alteragdes nutricionais nos estagios pré, peri e pos-
natal podem ter impacto significativo sobre o desenvolvimento e saude futuros
(BARKER, 1995; SYMONDS et al., 2007; BERGLUND et al.,, 2016). Levando em
consideracdo que grande parte do desenvolvimento do sistema regulatério do
balanco energético ocorre no periodo perinatal, condicbes desfavoraveis nesta fase
de desenvolvimento podem reprogramar o metabolismo, de modo a ajusta-lo nestas
condi¢bes, perpetuando-se ao longo de sua vida (REMMERS e DELEMARRE-VAN
DE WAAL, 2011).

No cenario nacional, alteracdes nos padrdoes dietéticos e nutricionais da
populacdo, assim como drastica reducdo na prética de atividades fisicas, configuram
0 processo da transi¢cao nutricional, caracterizada pela reducdo nas prevaléncias dos

déficits nutricionais e aumento significativo de sobrepeso, obesidade e disturbios
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metabolicos associados (FILHO e RISSIN, 2003). Alguns aspectos vém sendo
descritos para melhor compreensdo desse fendémeno, como 0 aumento da
preferéncia da populacdo por alimentos processados e ultra-processados (SOUZA,
2010). Ha consequente aumento do consumo de acidos graxos saturados, acucares
simples e sédio e reducdo consideravel de frutas, legumes e verduras, o que
acarreta déficit na ingestdo de vitaminas e minerais indispensaveis ao bom
funcionamento do organismo (SOUZA, 2010).

De etiologia multifatorial, a obesidade, definida como o acumulo excessivo de
gordura corporal, comumente resultante do desequilibrio crénico entre 0 consumo
alimentar e o gasto energético (OMS, 2002). E um dos fatores preponderantes para
explicar o aumento da carga das doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNTS),
uma vez que esta associada frequentemente a enfermidades cardiovasculares como
hipertenséao arterial, dislipidemias, diabetes tipo 2, osteoartrites e certos tipos de
cancer, sendo também apontada como importante condicdo que predispde a
mortalidade (SBC, 2013).

Achados clinicos tém sugerido que a obesidade e diabetes gestacional podem
favorecer, no feto, o desenvolvimento de um fendtipo para a obesidade na fase
adulta (GLUCKMAN e HANSON, 2004; ARMITAGE, POSTON e TAYLOR, 2008).
Em animais roedores, acontece um processo similar, onde o consumo de uma dieta
hiperlipidica materna, durante as fases gestacional e lactacional, resulta em um
fenotipo nos filhotes semelhantes ao da obesidade em humanos (ARMITAGE et al.,
2005; PARENTE, AGUILA e MANDARIM-DE-LACERDA, 2008). A ingestao cronica
de dieta hiperlipidica por ratas, durante periodos criticos do desenvolvimento,
programa a descendéncia para o surgimento de obesidade, intolerancia a glicose e
hiperinsulinemia na vida adulta (SRINIVASAN et al., 2006).

Em humanos, a evidéncia dos efeitos da plasticidade na saude da prole
decorrente da obesidade gestacional € demonstrada no estudo de Guénard e
colaboradores (2013) com irmédos nascidos antes e apOs suas genitoras serem
submetidas ao by-pass gastrico para redugdo da adiposidade corporal. Os
individuos nascidos ap0s o procedimento cirdrgico apresentaram-se menos obesos
e exibiram perfis de risco cardiometabdlicos melhorados na idade adulta,
comparados com os irméos nascidos antes da cirurgia materna (GUENARD et al.,

2013). Esses estudos observacionais em humanos sugerem que um ambiente
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perinatal obesogénico tem efeitos de modulacdo metabdlica sobre a prole (KRAL et
al., 2006; GUENARD et al., 2013; ALFARADHI et al., 2016).

2.2. Tecido adiposo: funcéo e abordagem fisiolégica

Dois tipos de tecido adiposo com bioatividade distintas sdo classicamente
descritos em mamiferos: o tecido adiposo branco (TAB) e o tecido adiposo marrom
(TAM). Ambos atuam no balanco energético, mas enquanto o TAM é especializado
na dissipacdo de energia na forma de calor durante a termogénese, o TAB esta
principalmente envolvido na estocagem de energia (QUEIROZ et al., 2009).

O TAB consiste na maior quantidade do tecido adiposo encontrado em
humanos adultos, com maior deposicao subcutanea (85% do tecido adiposo total) na
regido corporal inferior ou abdominal e depdsitos de gordura visceral
(aproximadamente 10%) com distribuicdo omental/mesentérica e/ou retroperitoneal
(WHITE e TCHOUKALOVA, 2014). Os adipdcitos brancos maduros sao células
grandes, muitas vezes maiores que as hemacias, armazenam os triacilglicerois (TG)
em uma Unica e grande gota lipidica que chega a ocupar 85-90% do seu citoplasma,
e podem alterar acentuadamente seu tamanho (volume e diametro) conforme a
quantidade de TG acumulada (POND, 2001).

Por muito tempo, acreditou-se que o TAB desempenhava basicamente a
funcdo de reserva energética corporal, onde os adipdcitos atuariam de forma global
na homeostase energética (MARIMAN e WANG, 2010). Essa viséo tradicional tem
sido contestada desde a descoberta que o tecido adiposo era capaz de produzir
moléculas bioativas, como o fator endécrino adipsina, uma das primeiras proteinas
cuja sua producdao foi identificada (FLIER et al., 1987). Em 1994, a identificacdo da
leptina estabeleceu definitivamente esse tecido como um 6rgédo enddécrino, e desde
entdo, uma grande variedade de peptideos bioativos, muitos com acédo hormonal,
sao descritos como produto de liberacdo do tecido adiposo (LAFONTAN, 2005).

A producdo e liberagédo dessas substancias bioativas (adipocinas) pelo tecido
adiposo desempenha um papel significativo nas alteracdes cardiometabdlicas,
induzidas pelo excesso de gordura corporal (QUEIROZ et al., 2009). Na obesidade,
o tecido adiposo encontra-se infiltrado por macréfagos ativados, que atuam
estimulando a liberagdo de excessiva quantidade de citocinas pro-inflamatorias,

como fator-a de necrose tumoral (TNF-a), o inibidor 1 de ativador de plasminogénio
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(PAI-1), interleucina-6 (IL-6), proteina 4 ligadora de retinol, proteina 1 quimioatrativa
de macréfagos (MCP-1) e proteinas de fase aguda (TILG e MOSCHEN, 2006).
Essas moléculas liberadas exercem no organismo ac¢fes tanto paracrina, ao
potencializarem a resposta inflamatoria local no tecido adiposo, como enddcrina, ao
induzirem a resisténcia insulinica associada a obesidade, levando a disturbios como
diabetes e doencas cardiovasculares (PERMANA, MENGE e REAVEN, 2006).

Os compartimentos do TAB apresentam diferentes valores de expresséo e
secrecdo das adipocinas. De maneira geral, o tecido adiposo visceral (TAV), ou
omental, € 0 mais ativo, ou seja, mais sensivel a lipdlise, via catecolaminas e [3-
adrenorreceptores, e mais resistente a a¢do da insulina, liberando maior
concentracdo de acidos graxos livres (AGL), diretamente na veia porta (KELLEY et
al., 2000; ARNER, 2003). Além disso, o TAV secreta concentracdes elevadas de
adipocinas pro-inflamatorias, como resistina, PAI-1, proteina C reativa (PCR), IL-6,
seguido do tecido adiposo subcutaneo abdominal, e do tecido adiposo subcutaneo
gluteo-femoral (WAJCHENBERG, 2000; GIACCHETTI et al, 2002). Outras
adipocinas, a exemplo da leptina, sdo expressas em maior quantidade no tecido
adiposo subcutaneo (FRAYN et al., 2003; RAJALA e SCHERER, 2003).

Fox e colaboradores (2007) ao avaliarem homens e mulheres, sem doenca
cardiovascular e dentro da normalidade do IMC, observaram que embora tanto o
tecido adiposo subcutaneo quanto o visceral estejam correlacionados com fatores de
risco metabolicos, o TAV esta fortemente associado a um perfil de risco metabdlico
adverso. Dessa forma, o TAV é considerado um depdsito de gordura patogénica
anico, onde sua quantificacdo proporciona melhor compreenséo do risco metabdlico
associado a distribuicdo de gordura corporal (FOX et al., 2007).

O acumulo da massa adiposa observada na obesidade € determinado pelo
aumento do tamanho (hipertrofia) e/ou do numero (hiperplasia) dos adipdécitos
(QUEIROZ et al., 2009). Alterac6es no diametro e volume dessas células maduras
ocorrem em resposta a ativacdo de suas acBes metabdlicas tipicas: lipogénese e
lipélise (KONIECZNY e EMERSON, 1984; JENSEN, 1997). Esses processos variam
de acordo com a necessidade de incorporacdo ou liberacdo de lipideos, que
dependem de fatores como estado nutricional, gasto energético, influéncia de
horménios catabdlico ou anabdlicos, da atividade de enzimas envolvidas nestes
processos e da heterogeneidade dos diversos compartimentos adiposos do
organismo (KONIECZNY e EMERSON, 1984; JENSEN, 1997).
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Histologicamente o tecido adiposo € categorizado como um tipo de tecido
conjuntivo frouxo e, como tal, o colageno contribui consideravelmente para a massa
nao celular deste tecido (MARIMAN e WANG, 2010). Ao menos parcialmente, esse
colageno é produzido pelos adipdcitos (PIERLEONI et al., 1998). Contudo, as
células da fracdo do estroma vascular contendo pré-adipécitos, células endoteliais
capilares, mondcitos / macréfagos infiltrados e uma populacdo de células-tronco
multipotentes também podem contribuir para isso (PIERLEONI et al., 1998). Cada
adipécito é cercado por uma espessa matriz extracelular de adipécitos, referida
como uma lamina basal contendo coldgeno IV como componente principal
(PIERLEONI et al., 1998).

O tecido adiposo marrom € importante para a resposta termogénica e balanco
energético nos mamiferos. A atividade termogénica do TAM, ao otimizar a eficiéncia
metabdlica, contribui para o controle do peso corporal em varias espécies animais
(BROETTO e BRITO, 2012). A oxidagcdo de &cidos graxos e a producdo de calor
pelas células adiposas marrons se devem a intensa atividade metabdlica do elevado
namero de mitocdndrias, que expressam a proteina desacopladora-1 (UCP-1)
também conhecida como termogenina (RICQUIER e BOUILLAUD, 2000). A UCP-1
permite a dissipacdo do gradiente eletroquimico de prétons gerado pela cadeia
respiratoria mitocondrial (LANGIN, 2010). O desacoplamento entre o consumo de
oxigénio e a sintese de ATP, promove dissipacdo de energia na forma de calor
(LANGIN, 2010).

A termogénese induzida por dieta no TAM influencia o comportamento
alimentar e o equilibrio energético. Cinti (2006) observou que ratos transgénicos
carentes de TAM desenvolveram obesidade. O principal sinal para ativacdo de
adipécitos marrons é a reducdo da temperatura corporal abaixo da termoneutra
(23°C) (BROETTO e BRITO, 2012). Os sinais térmicos sédo analisados por areas
especificas do sistema nervoso central, que promovem estimulacdo da inervacao
simpatica do TAM (CINTI, 2006; BROETTO e BRITO, 2012). Noradrenalina, liberada
pelos terminais simpaticos, junto aos adip6citos marrons, ativa 0s receptores
adrenérgicos do subtipo B3 que induz a maquinaria da célula para produzir calor -
termogénese induzida pelo frio (CINTI, 2006; BROETTO e BRITO, 2012).

Acredita-se que a ativacdo de receptores B3 adrenérgico, transforme
adipécitos brancos em adipdcitos marrons e que esta conversao poderia contribuir

para o tratamento da obesidade e diabetes em ratos (CINTI, 2006). A excitacao



23

cronica por exposi¢cado ao frio causa aumento na expressao de UCP-1 seguida por
hiperplasia do TAM e recrutamento de adipocitos marrons no TAB, em ratos adultos
(JACOBSSON et al., 1985; GUERRA et al., 1998; BROETTO e BRITO, 2012),
modificando a suscetibilidade para ganho de peso (ALMIND et al., 2007).

A quantidade de TAM foi inversamente correlacionada com o indice de massa
corporal (IMC) em pessoas idosas (CYPESS et al., 2009). O TAM metabolicamente
ativo parece ser particularmente reduzido em pacientes com obesidade ou diabetes
(BARTELT e HEEREN, 2014). Estes achados sugerem um papel significativo do
TAM no metabolismo e abrange novas oportunidades para o desenvolvimento de
intervencdes terapéuticas para o tratamento da obesidade (POLYAK et al., 2016).

Aglomerados de adipécitos que expressam a UCP-1 com capacidade
termogénica também se desenvolvem no TAB em resposta a varios estimulos
(HARMS e SEALE, 2013). Esses adipocitos tém sido classificados como bege,
“brite” (marrom no branco), iTAM (TAM induzido), TAM recrutavel e bTAM (TAM
branco). Semelhante aos adipocitos do TAM, células beges no TAB de
camundongos sao definidas por sua morfologia de goticulas lipidicas multiloculares,
alto teor mitocondrial e a expressdo de um conjunto central de genes especificos de
gordura marrom (ex.: UCP-1, CIDE-A (ativador de morte celular) e PGC1 (coativador
transcricional que regula genes envolvidos no metabolismo energético)). Apesar de
uma habilidade comum de sofrer termogénese, as células marrom e bege tém
muitas caracteristicas distintivas e devem ser consideradas como tipos celulares
distintos (HARMS e SEALE, 2013).

Uma diferenca importante entre os dois tipos celulares € que os adipdcitos
marrons expressam altos niveis de UCP-1 e outros genes termogénicos em
condicBes basais (ndo estimuladas), enquanto os adipdcitos beges expressam
esses genes apenas em resposta a ativadores como agonistas do receptor [3-
adrenérgico ou PPARy (PETROVIC et al., 2010; WU, COHEN e SPIEGELMAN,
2013).

O tecido adiposo branco e marrom compartiiham muitas caracteristicas,
inclusive a de ter a mesma origem embrionaria (LANGIN, 2010). O perfil da
expresséo génica revela uma vasta gama de marcadores em comum relacionados a
adipogénese (por exemplo, fatores de transcricdo, como o receptor gama ativado
por proliferadores de peroxissomas — PPARYy e proteina ligante ao amplificador alfa -

C/EBPa), armazenamento de gordura (transporte de acidos graxos, sintese e
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esterificacdo) e mobilizacdo (lipdlise) (LANGIN, 2010). O aparecimento de células
adiposas marrons dentro de depoésitos de tecido adiposo branco, também sustenta
essa ideia (LANGIN, 2010).

Os pré-adipocitos sao linhagens celulares derivadas de células-tronco
embrionérias multipotentes de origem mesodérmica, eles podem se diferenciar em
adipdcitos, condrécitos, osteoblastos e miodcitos (LANGIN, 2010). Essas células
multipotentes tornam-se pré-adipocitos quando perdem a habilidade de
diferenciacdo em outras linhagens mesenquimais, tornando-se “comprometidas”
com a linhagem adipocitaria (AILHAUD e HAUNER, 2004). Essa fase inicial,
chamada de determinacdo ou comprometimento, € uma fase pouco caraterizada. Na
segunda fase da adipogénese — a diferenciacao terminal, os pré-adipécitos adquirem
as caracteristicas de adipocitos maduros, ocorre o acumulo das gotas lipidicas e a
habilidade de resposta a horménios, a exemplo da insulina. Essa fase consiste na
ativacao de eventos transcricionais em cascata (AILHAUD e HAUNER, 2004).

A diferenciacdo do pré-adipécito em adipécito é um processo controlado e
inclui fatores de transcricdo adipogénicos, tais como a proteina 1lc ligadora do
elemento regulado por esterdis (SREBP-1c), as proteinas ligantes ao amplificador
CCAAT (CCAAT/enhancer binding protein — C/EBPs) além do PPARy, que
desempenham um papel-chave na cascata transcricional que ocorre durante a
adipogénese (FONSECA-ALANIZ et al., 2006). Sinais hormonais e nutricionais
podem afetar a diferenciacédo do adipécito (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

A maioria dos adipdcitos marrons é originaria de células precursoras na
mesoderme embrionaria, que também dao origem a células musculares esqueléticas
e uma subpopulacdo de adip6citos brancos (SEALE et al., 2008; LEPPER e FAN,
2010; SANCHEZ-GURMACHES et al.,, 2012). Esses precursores expressam
transitoriamente Myf5 e Pax7, dois genes que anteriormente eram pensados como
marcadores seletivos das células miogénicas esqueléticas na mesoderme (SEALE
et al., 2008; LEPPER e FAN, 2010). Em consonancia com uma relacdo de
desenvolvimento entre adipécitos marrons e musculo, as células percursoras da
gordura marrom expressam uma sinalizacdo génica semelhante ao mdusculo
(TIMMONS et al., 2007), e adip6citos marrons e célula muscular possuem
proteomas mitocondriais relacionados (FORNER et al., 2009). No entanto, nao foi

esclarecido, se as células que expressam Myf5 sdo multipotentes ou se existem



25

pools isolados de precursores que expressam Myf5 e contribuem para origem do
musculo e/ou adipécitos marrons e brancos (HARMS e SEALE, 2013).

A origem embrionaria e hierarquia celular de adipdcitos bege € pouco clara.
Adipdcitos beges e marrons provavelmente vém de linhagens celulares distintas,
uma vez que células beges, ao menos no deposito subcutaneo, ndo tém histérico de
expressao de Myf5 (MA et al., 1988; SANCHEZ-GURMACHES et al., 2012). No TAM
formado, uma questdo importante € se os adipdcitos beges surgem de adipdcitos
brancos por transdiferenciacdo, ou surgem através da diferenciacdo de novo e
maturacdo de precursores (HARMS e SEALE, 2013).

Os achados de Himms-Hagen e colaboradores (2000) sugerem que a maioria
dos adipdcitos bege surgem de células pré-existentes, cujas quais eles presumiram
ser adipécitos maduros. Cinti (2006) fornece evidéncias em apoio a ideia que
grandes adipdcitos brancos uniloculares se transformam em adipOcitos bege em

resposta ao frio e agonistas 3-adrenérgicos.

2.3. Manipulacdes dietéticas e repercussfes metabdlicas

A oferta de dieta hiperlipidica, em modelos animais, durante periodos de
gestacdo e lactacdo, constitui um método comum para a promocao de
anormalidades metabdlicas na prole (SIEMELINK et al., 2002; KOROTKOVA et al.,
2005). Em adicdo, a composicao dos acidos graxos da dieta é determinante para a
plasticidade fetal, em especial o excesso de gorduras saturadas (SIEMELINK et al.,
2002; KOROTKOVA et al., 2005). No entanto, o periodo de exposicdo dietética, o
percentual energético proveniente dos lipidios e a composicdo das dietas
experimentais sdo variaveis entre o0s estudos, o que pode gerar fendtipos
diferenciados nas proles (SULLIVAN, SMITH e GROVE, 2011).

No estudo de Ravagnani e colaboradores (2012) foi avaliado os efeitos de
dietas hipercaléricas/hiperlipidicas com extrato de baru e chocolate, associadas ao
exercicio fisico, sobre a area de adipdcitos e TAG hepéticos de ratos. As dietas
hipercaloricas aumentaram o0 peso e area de células do tecido adiposo
retroperitoneal, bem como visceral (omental) quando comparado a dieta controle
(RAVAGNANI et al., 2012).

Mecanismos distintos relacionados a adversidades na nutricdo materna

podem atuar no prejuizo metabdlico e funcional da prole na idade adulta. A
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regulacdo do transporte de nutrientes placentarios especificos constitui um
mecanismo importante para a compreensdo entre a ingestdo materna de dieta
hiperlipidica e o supercrescimento (JONES et al., 2009) e a homeostase glicémica
do feto (DUNN e BALE, 2009). Evidéncias indicam que os fatores maternos
circulantes como horménios (leptina, insulina), nutrientes (acidos graxos, TAG e
glicose) e citocinas inflamatdrias ocupam papel importante na génese de doencas
cronicas na prole (SULLIVAN, SMITH e GROVE, 2011).

A ingestdo de dietas hiperlipidicas esta diretamente relacionada com o
desenvolvimento da obesidade (VELLOSO, 2009). Milanski e colaboradores (2009)
demonstraram que o0s &cidos graxos saturados de cadeia longa, encontrados
principalmente em carnes vermelhas, sdo os lipideos considerados maiores
potencializadores da adipogénese. Nesse estudo, 0s pesquisadores verificaram que
essas moléculas ligam-se aos receptores do tipo Toll (TLR2 e TLR4) das microglias,
células protetoras do hipotdlamo, estimulando a producdo de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-1B e IL-6) e, consequentemente, a destruicdo dos neurénios
responsaveis pelo controle do apetite e da termogénese (MILANSKI et al., 2009).

Em estudo experimental com obesidade materna induzida por dieta rica em
lipideos e acucares, Alfaradhi e colaboradores (2016) evidenciaram que filhotes de
camundongos que receberam dieta obesogénica no periodo perinatal, apresentaram
elevada producdo de TNF-a e quimiocinas (CCI2 e CCI7) no tecido adiposo. Além
disso, tiveram reducdo na expressdo de miR-706, que atua na regulacdo da
traducdo de proteinas inflamatérias. Evidenciando que a exposi¢cdo a um ambiente
obesogénico durante o desenvolvimento, promove um ambiente inflamatério no
tecido adiposo, que € independente da adiposidade da prole (ALFARADHI et al.,
2016).

Os achados do estudo de Yu e colaboradores (2017) revelam que
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica, com 60% das calorias totais
derivadas dos lipideos, exibiram resisténcia sistémica a insulina, apés 16 semanas
de consumo. Tal efeito foi atenuado pela suplementacdo com do 6leo de linhaga,
que promoveu bloqueio da ativacdo metabolica de macrofagos no tecido adiposo
(YU et al., 2017).

O excesso de lipideos na alimentacdo materna durante a gestacao e lactacdo
promove nos filhotes maior peso corporal ao desmame (CADENA-BURBANO et al.,

2017), reducdo dos marcadores de oxidagdo lipidica (Cptla e Acadvl) e aumento
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dos marcadores de sintese de triacilgliceréis (Agpat e Gpam). O menor indice
hepatico de miR-122 e maior de miR-370, na prole, foi inversamente correlacionado
com 0s niveis séricos triacilgliceréis e de acidos graxos nao esterificados (DE
PAULA SIMINO et al., 2017).

O consumo materno de dieta hiperlipidica desempenha um papel critico nas
vias de programacdo hipotalamicas que regulam a alimentacdo (SULLIVAN et al.,
2010). A superalimentacdo pos-natal precoce eleva 0s peptideos orexigénicos
neuropeptidio Y (NPY) e peptideos relacionado ao Agout (AgRP) no ndcleo
arqueado do hipotalamo de ratos jovens (GROVE et al., 2005). Além disso, ha uma
reduzida sensibilidade aos efeitos anorexigénicos da leptina (WALKER et al., 2008).
Nesse sentido, o excesso de energia ingerida no periodo neonatal leva a alteracdes
na expressao do NPY e AgRP no hipotalamo, em associacdo com a hiperfagia e
aumento da adiposidade (PLAGEMANN, 2005).

A exposicdo neonatal a dietas hiperlipidicas (ricas em &acidos graxos
saturados), bem como alteracdes no tipo de dieta pds-natal, alteram o controle
glicémico da prole na idade adulta. Quando administrada exclusivamente durante a
gestacdo, a dieta hiperlipidica produziu efeitos desfavoraveis na morfologia
pancreética, assim como maiores depésitos de tecido adiposo epididimal em
roedores descendentes adultos (GREGORIO et al., 2013).

Diante do exposto a cerca da influéncia que estimulos externos, durante os
periodos criticos do desenvolvimento, podem induzir na estrutura e funcdo dos
sistemas fisioldgicos, torna-se relevante o estudo dos efeitos da exposi¢édo perinatal
a dietas hiperlipidicas sobre a plasticidade, distribuicdo e morfometria do tecido

adiposo na prole.



28

3. HIPOTESE

O consumo de dieta hiperlipidica, isocal6rica ou hipercalorica, por ratas, no
periodo gestacional e lactacional, promove aumento na deposicdo de gordura
corporal, com aumento no numero e tamanho dos adipdcitos brancos na prole a

curto e longo prazo.



29

4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar as repercussfes do consumo de dieta hiperlipidica materna, de
caracteristica hipercalérica ou isocalérica, durante o periodo perinatal, na estrutura

adipocitaria da prole de ratos a curto e longo prazo.
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar na ratas:

v' Consumo alimentar;

v' Evolucao ponderal;

v Adiposidade corporal ao desmame;

Avaliar nos filhotes:

v' Consumo alimentar;

v' Evolucao ponderal;

v IMC e indice de Lee;

v' Adiposidade corporal e percentual de tecido adiposo marrom;
v

Morfometria dos adipdcitos brancos viscerais e subcutaneos.
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5. METODOLOGIA

5.1. Questdes éticas

O presente trabalho foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), com o numero de
processo 0051/2016 (ANEXO A). A manipulacdo animal seguiu as normas editadas

pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

5.2.  Animais

Foram utilizadas 28 ratas albinas da linhagem Wistar, provenientes da col6nia
do Departamento de NutricAo da Universidade Federal de Pernambuco. Alguns
critérios foram adotados para a escolha das ratas: 1°) auséncia de parentesco; 2°)
possuirem idade entre 90 e 120 dias de vida; 3°) peso corporal entre 220g e 2509 e
49) serem nuliparas (BENTO-SANTOS et al., 2012). Tais critérios foram adotados a
fim de minimizar possiveis influéncias genéticas e fisioldgicas nos resultados.

Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos em biotério de
experimentacédo, com temperatura de 23°C+2°C, sob ciclo claro-escuro 12/12h, com
ciclo claro (20:00 as 08:00 h) e ciclo escuro (08:00 as 20:00 h) e livre acesso a agua
filtrada e alimentacdo. Passado o periodo de adaptacao, os roedores foram alocados
em gaiolas-padrao para ratos, feitas de polipropileno (33x40x17cm). O mapeamento
do ciclo estral se deu através do esfregaco vaginal, ao ser observado o periodo estro
do ciclo, as fémeas foram submetidas ao acasalamento, em uma proporcao de 2
fémeas/1 macho. Apds visualizacdo da presenca de espermatozoide na cavidade
vaginal (MARCONDES, BIANCHI e TANNO, 2002), as ratas foram separadas dos
machos e alojadas individualmente em gaiolas-maternidades, com livre acesso a
agua filtrada e a uma das dietas experimentais.

Um dia ap6s o nascimento, foram realizados a sexagem, afericdo do peso
corporal e padronizacdo da ninhada. A ninhada foi ajustada para oito filhotes por
rata, com o maximo de filhotes machos e as fémeas utilizadas como complemento
da ninhada. Os filhotes escolhidos tiveram peso entre 5,0g e 8,0g, e 0s supra
numéricos foram sacrificados por decapitacdo. Foram considerados 1 — 2 filhotes de

cada prole para a composicao dos grupos, afim de evitar influéncias genéticas.
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Os filhotes foram amamentados durante os primeiros 21 dias po0s-natais
(periodo de aleitamento). Nesse periodo o0s animais também foram expostos as
dietas experimentais de suas respectivas maes. No 21° dia de vida os filhotes foram
desmamados, e alocados em gaiolas conjuntas. Ao desmame todos os filhotes
foram alimentados com a mesma dieta padrédo para roedores (Presence®, Brasil) até
atingirem idade igual a 70 dias e serem sacrificados.

5.3. Manipulacdo Nutricional

Para manipulacdo dietética, foram utilizadas a dieta controle proposta por
(REEVES, NIELSEN e FAHEY, 1993) e dois tipos de dietas experimentais
hiperlipidicas, com mesmo teor lipidico e diferente valor energético (CADENA-
BURBANO et al., 2017). As dietas foram confeccionadas no Laboratorio de Nutricdo
Experimental e Dietética (LNED) da UFPE. A composi¢cdo centesimal e de
macronutrientes das dietas utilizadas segue nas tabelas 1 e 2. A composi¢do da
dieta padrdo de biotério (Presence®, Brasil) utilizada pelos filhotes ao desmame

segue na tabela 3.

Tabela 1. Composicéo centesimal das dietas experimentais.

Controle  Hiperlipidica  Hiperlipidica

Ingredientes AIN-93G Isocaldérica  Hipercal6rica
(9/1009) (9/1009) (9/1009)
Caseina (>85% proteina) 20,00 20,00 25,2
Amido de milho (87% carboidrato) 39,75 19,3 24,50
Amido dextrinizado (92% 13,20 6,4 8,0
carboidrato)
Sacarose 10,00 4,85 6,17
Oleo de soja 7,00 7,00 7,00
Banha animal (100% lipideo) - 13,40 19,00
Celulose 5,00 24,00 5,00
Mix mineral (AIN-93G) 3,50 3,50 3,50
Mix vitaminico 1,00 1,00 1,00
L-Metionina 0,30 0,30 0,30
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25
TBHQ 0,0014 0,0014 0,0014
TOTAL (g) 100 100 100
Valor Energético Kcall/g 3,6 3,64 4,62

Fonte: Adaptado de (REEVES, NIELSEN e FAHEY, 1993; CADENA-BURBANO et al., 2017). Os
calculos da composigdo centesimal foram baseados nas informagdes nutricionais enviadas pela
empresa fornecedora dos produtos.



32

Tabela 2. Composicdo percentual de macronutrientes das dietas segundo o Valor
Energético Total (VET).

VET por Controle Hiperlipidica Hiperlipidica
Macronutrientes AIN-93G Isocal6rica Hipercal6rica
Proteina 19 18,6 18,7
Carboidrato 63 30,2 30,3
Lipideo 18 51,2 51

Tabela 3. Composi¢do de macronutrientes da dieta p6s desmame.

. Dieta padréo de laboratoério
Macronutrientes

g Kcal Kcal%
Proteina 23 92 26
Carboidrato 58 232 64
Lipideo 4 36 10
Total 360 100
Kcallg 3,6

5.4. Desenho Experimental

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais, de acordo com o
tipo de dieta que a méae recebeu no periodo perinatal: Grupo Controle - GC (N=19),
Grupo Hiperlipidico/lsocalérico - GHI (N=13) e Grupo Hiperlipidico/Hipercalorico -
GHH (N=15). As dietas foram sempre ofertadas ad libitum. O desenho experimental

segue na Figura 1.



Figura 1. Desenho Experimental

Adagcdo/ Gestacgéo Lactac&o
acasalamento
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Ratas que receberam DHH N=10
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5.5. Avaliacdo das Maes

5.5.1. Peso corporal

A afericdo do peso corporal materno foi realizada no primeiro dia da
confirmacdo da gestacdo, bem como no ultimo dia do periodo gestacional. Da
mesma forma, foi aferido o peso no primeiro e ultimo dia da lactacdo, objetivando
reduzir os estresses da manipulacdo nas ratas. O peso foi aferido utilizando balanca
eletrbnica (Shimadzu, modelo BL3200H com sensibilidade de 0,01 g). Os dados

obtidos serviram para calcular a porcentagem de ganho de peso corporal (GPC)

através da seguinte férmula:

Sacrificio aos

,: 22 ou 70 dias

— Analises
histologicas
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%GPC = [peso corporal final (g) X 100/peso do 1° dia de gestacao (g)] — 100

(BAYOL et al., 2004)

5.5.2 Consumo alimentar

O consumo alimentar das ratas foi realizado semanalmente durante a
gestacao e lactacdo. O consumo foi determinado pela diferenca entre a quantidade
de dieta ofertada durante o inicio do ciclo escuro (08:00 h) e a quantidade de dieta
ndo consumida 24 h apos a oferta, no dia em que o consumo foi mensurado (LOPES
DE SOUZA et al., 2008). Com base na ingestdo alimentar em gramas, foi

determinado o valor energético do consumo.

5.6. Avaliagéo dos Filhotes

O peso corporal foi avaliado nos filhotes a cada dois dias do 1° ao 21° dia
pés-natal. Ap6s o desmame, o peso corporal dos filhotes também foi avaliado
semanalmente até os 70 dias de vida. Foi utilizada uma balanca eletrdnica digital
(Shimadzu, modelo BL3200H com sensibilidade de 0,01 g). Todas as avaliacbes
foram feitas sempre pelo mesmo avaliador no horario de 08:00 as 10:00 horas.

As medidas do eixo longitudinal também foram realizadas a cada dois dias do
1° ao 21° dia poés-natal, através uma rapida imobilizacdo do animal. Com uma
caneta, os pontos entre o focinho e a base da cauda foram marcados e a distancia
entre estes, efetuada com o auxilio de um paquimetro. Da mesma forma, todas as
avaliacdes foram feitas sempre pelo mesmo avaliador no horario de 08:00 as 10:00
horas.

A porcentagem de ganho de peso foi determinada a partir da relagéo entre o
peso corporal inicial e final (peso corporal final (g) x 100/peso corporal inicial (g)) —
100) (BAYOL et al., 2004). Para verificacdo da porcentagem de ganho de peso,
foram consideradas as idades do 1° ao 21° e 22° ao 70° dias de vida.

O indice de Lee foi calculado através do comprimento naso-anal e 0 peso
corporal, onde indice de Lee = (raiz cubica (3V) do peso corporal (g) / comprimento
naso-anal (cm)). O indice de Massa Corporal foi calculado pela férmula: peso

corporal(g) / [comprimento naso-anal (cm)]°.
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5.7. Consumo Alimentar dos Filhotes

Ao desmame os filhotes foram mantidos em gaiolas de polipropileno
(33x40x17cm), num total de dois filhotes por gaiola. O consumo alimentar dos
filhotes foi realizado semanalmente durante o periodo pds desmame (22° - 70° dia).
O consumo foi determinado pela diferengca entre a quantidade de dieta ofertada
durante o inicio do ciclo escuro (08:00 h) e a quantidade de dieta ndo consumida 24
h apds a oferta, no dia em que o consumo foi mensurado (LOPES DE SOUZA et al.,

2008). O valor total encontrado foi dividido pela quantidade de filhotes da gaiola.

5.8. Coleta das amostras

Aos 22 ou 70 dias de vida, os animais foram eutanasiados por decapitacéo,
com o auxilio de uma guilhotina (Insight® - modelo EB271). Esse procedimento foi
realizado de forma rapida, por manipulador treinado, visando minimizar o sofrimento
e estresse nos animais.

Imediatamente apds a decapitacdo, foram dissecados os coxins adiposos
para andlise histolégica. Foram removidos: tecido adiposo inguinal, compreendido
como o depdsito de gordura localizado na regido interna da coxa; tecido adiposo
retroperitoneal, localizado na regido intra-abdominal posterior, adjacente ao rim;
tecido adiposo mesentérico, sendo este todo o coxim aderido aos intestinos; e tecido
adiposo marrom, neste caso também foi removido todo o coxim. Foi padronizado o
lado esquerdo do animal para a retirada das amostras. A técnica foi realizada
sempre pelo mesmo manipulador. Os valores de peso de cada tecido adiposo
removido foram quantificados e registrados, bem como o valor total da gordura intra-

abdominal.

5.9. Analises histolégicas

Apos a coleta ao sacrificio, os tecidos foram mergulhados em uma solugéo de
formol a 10% neutro tamponado (NBF), e armazenados em tubos criogénicos de
5ml, permanecendo por um periodo de 24h — 48h. Em seguida, transferidos para

alcool 70% até a continuidade do experimento. As amostras foram desidratadas em
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alcool etilico em concentragfes crescentes, diafanizadas pelo xilol, impregnadas e
incluidas em parafina. Os blocos foram submetidos a microtomia para obtencéo de
cortes semi-seriados com espessura de 4um.

Os cortes obtidos foram transferidos para um banho-maria, com auxilio de
uma pinca, para serem distendidos. A agua foi mantida em uma temperatura
aproximada de 40°C. Os cortes obtidos foram colocados em laminas untadas com
albumina, para melhor adesdo da peca, desparafinizados, desidratados e montados
com laminulas (24x60mm), apos isso foram mantidos em estufa regulada a
temperatura de 37°C, por 24 horas para secagem. Os preparados histolégicos foram
submetidos a técnica de coloracdo por Hematoxilina-Eosina (HE) e analisados em

microscopio de luz.

5.10. Analise morfométrica

As imagens histolégicas das laminas foram capturadas por meio de camera
digital (Moticam 2300 de 3.0 megapixels) acoplada ao microscépio Optico (Nikon
Eclipse E200), sob foco fixo e clareza de campo, obtendo-se 10 a 20 campos por
lamina com aumento final de 100x. O software utilizado para a captura das
fotomicrografias foi o Motic Images Plus Verséo 2.0.

As fotomicrografias foram avaliadas através do software ImageJ versao 1.43
(Research Services Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA),
mensurando-se a area e perimetro de cada célula, totalizando-se um total de 5000
células por cada subgrupo experimental. Adicionalmente, os plugins “colour

deconvolution”, “cell counter” e “threshold” foram utilizados na contagem celular e na

determinacao da area percentual por fotomicrografia ocupada por adipécitos.

5.11. Anédlises Estatisticas

Para a analise dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism 6®
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Para verificar a normalidade das
amostras foi realizado o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov.

As variaveis referentes as mées durante o periodo perinatal como peso e

consumo alimentar, gordura intra-abdominal, peso da ninhada, nimero de filhotes e
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média de peso ao nascimento foram analisadas por ANOVA one-way com poés teste
de Tukey. Os dados referentes ao ganho de peso corporal, peso absoluto e relativo
dos coxins adiposos branco e marrom, IMC, indice de Lee e contagem de células
por area, nos filhotes, também foram analisados por ANOVA one-way com pos-teste
de Tukey.

Nos filhotes, os dados de peso corporal, no periodo da lactacdo, peso
corporal pos desmame, e consumo alimentar pos desmame, foram analisados por
ANOVA two-way medidas repetidas com poés-teste de Tukey. As variaveis
morfométricas do tecido adiposo branco foram analisadas pelo teste de Kruskal-
Wallis com pos-teste de Dunn'’s.

Varidveis paramétricas sao apresentadas como meédia e erro padrdo da
meédia. Variaveis com distribuicdo ndo-paramétrica sdo descritas pela mediana e

percentil 25 e 75. O nivel de significancia adotado foi p< 0,05 para todas as analises.
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6. RESULTADOS

No periodo gestacional, ndo foram observadas diferencas entre os grupos
experimentais com relacdo ao peso corporal inicial e final, e percentual de ganho de
peso total das ratas. O consumo alimentar das ratas GHH foi menor que o GHI e GC
(p<0,05). A ingestdo energética referente ao consumo alimentar néo foi diferente
entre os grupos. Para os dados de parto, o peso e média de peso da ninhada e
namero total de filhotes ao nascimento ndo diferiu entre os grupos (Tabela 4).

Durante o periodo da lactacdo, ndo houve diferencas entre as maes nas
medidas de peso corporal inicial e final, bem como no percentual de ganho de peso
total das maes. O consumo alimentar das ratas GHH foi menor que o do GC
(p<0,01). Contudo, o valor energético da ingestao alimentar ndo foi diferente entre os
grupos. Ao desmame, os valores de peso absoluto e relativo da gordura intra-

abdominal das mées GHH foram maiores que os valores do GC (p<0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. Parametros corporais, de consumo alimentar e parto das ratas.

Variaveis GC GH GHH
(n=6-13) (n=6-28) (n=4-10)
Gestacéo
Peso corporal inicial (g) 242,6 £ 5,45 233,5+ 7,60 2442 £ 8,72
Peso corporal final (g) 326,9 + 8,40 329,4+9,17 338,0+11,61
% de ganho de peso total 37,33+ 2,62 41,31 + 2,67 38,86 + 4,53
Consumo alimentar (g) 368,5+ 13,78 361,7+1656 302,4 + 15,32+
Ingestédo energética (Kcal) 1327 £ 49,63 1317 £ 60,27 1397 £ 70,79
Peso da ninhada (g) 64,54 £ 5,67 60,54 + 4,75 60,12 + 3,33
Numero de filhotes 10,22 + 0,68 10,71 £ 0,80 10,57 £ 0,61
Média de peso filhotes (g) 6,35+ 0,25 5,46 + 0,35 5,71+0,17
Lactacao
Peso corporal inicial (g) 270,3 £5,70 261,0+6,41 276,7 + 6,93
Peso corporal final (g) 269,5+594  266,2 +10,92 283,6 +5,91
% de ganho de peso total 0,7028 +1,02 0,9631 +2,91 2,149 + 1,09
Consumo alimentar (g) 760,1 £20,54 710,9+4549 617,8 +13,04**
Ingesté@o energética (Kcal) 2736 + 73,96 2588 *+ 165,6 2854 + 60,26
Gordura intra-abdominal (g) 9,012 £ 0,85 10,44 £1,21 12,76 £ 1,06*
% de gordura intra-abdominal 3,487 + 0,25 3,641 + 0,33 4,619 + 0,25*

Os resultados sao apresentados como médias * erro padrdo da média (EPM). Grupos: GC = grupo
controle; GHI = grupo hiperlipidico/isocal6rico; GHH = grupo hiperlipidico/hipercal6rico. As ratas
receberam dieta controle, hiperlipidica/isocalérica e hiperlipidica/hipercalérica durante o periodo
perinatal. Teste ANOVA one way, seguido do pés-teste Tukey. "P<0,05; “P<0,01; vs. GC; “P<0,05 vs.
GHI.
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Ao analisar os dados de acompanhamento de peso corporal e percentual de
ganho de peso, do nascimento ao desmame, observamos que os filhotes de méaes
GHH apresentaram maior peso corporal nos dias 19 e 21 do periodo da lactacao,
em relacéo aos filhotes de mées GC (p<0,05; p<0,01 respectivamente) (Figura 2A).
Com relacdo ao percentual de ganho de peso durante a lactacdo, os filhotes de
maes GHH tiveram maior percentual de ganho de peso corporal que os filhotes de
maes GHI e GC (p<0,01; p<0,0001 respectivamente) (Figura 2B).

Figura 2. Evolugéo do peso corporal dos filhotes durante a lactagéo.
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(A) Peso corporal do 1° ao 21° dia pés-natal. (B) Percentual de ganho de peso durante o periodo de
lactacao. Grupos: GC = grupo controle (n=21-22); GHI = grupo hiperlipidico/isocalérico (n=10-12);
GHH = grupo hiperlipidico/hipercalérico (n=15-17). Filhotes de mées que receberam dieta controle,
hiperlipidica/isocalorica e hiperlipidica/hipercalérica durante o periodo perinatal. Os resultados sdo
apresentados como médias + erro padrdo da média (EPM). Teste two way ANOVA, seguido do pos-
teste Tukey; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,0001 vs. GC; ##P<0,01 vs.GHI.
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Nos animais sacrificados aos 22 dias, o peso absoluto e relativo do coxim
adiposo inguinal foi maior nos filhotes de maes alimentadas com dieta
hiperlipidica/hipercalérica que nos filhotes de maes que consumiram dieta
hiperlipidica/isocalérica ou dieta controle (p<0,0001). Com relacdo ao coxim adiposo
epididimal, os filhotes de mées GHH apresentaram maiores valores de peso absoluto e
relativo que os filhotes de méaes GC (p<0,05; p<0,01 respectivamente) (Tabela 5).

Filhotes de mées GHH apresentaram maiores valores de peso absoluto para o
coxim adiposo retroperitoneal em relacdo aos filhotes de méaes GC (p<0,01). Para os
valores de peso relativo deste tecido, filhotes de ratas GHH e GHI demonstraram maior
percentual de peso que filhotes GC (p<0,01; p<0,05 respectivamente) (Tabela 5). O
coxim adiposo mesentérico foi maior na prole de ratas GHH, comparado a prole de
ratas GC (p<0,05). Os valores de peso relativo do tecido adiposo mesentérico nao
diferiram entre os grupos (Tabela 5).

O tecido adiposo marrom de filhotes de m&es GHH foi maior em valores
percentuais que os filhotes de maes GC (p<0,05), ndo havendo diferencas nos valores
de peso absoluto entre os grupos. O peso absoluto da gordura intra-abdominal de
filhotes de ratas GHH foi maior que o GC (p<0,01). Em relacdo ao peso relativo, filhotes
GHH tiveram maiores percentuais de gordura intra-abdominal que filhotes GC e GHI
(p<0,001; p<0,01 respectivamente). Nao foram verificadas diferencas no IMC e indice

de Lee entre os grupos (Tabela 5).
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Tabela 5. Quantificacdo do tecido adiposo e indicadores corporais dos filhotes aos

22 dias de vida.

Variaveis GC GHi GHH
(n =5-10) (n=4-7) (n=6-9)

TA inguinal (g) 0,150 + 0,022 0,185+ 0,030 0,351+ 0,043+
TA inguinal (%) 0,335+ 0,044 0,414 +0,070 0,768+ 0,061%***
TA epididimal (g) 0,040 £ 0,004 0,057 0,011 0,067 = 0,006*
TA epididimal (%) 0,091 +0,006 0,108 +0,014 0,150 = 0,016**
TA retroperitoneal (g) 0,036 + 0,004 0,058 £ 0,005 0,067 + 0,009**
TA retroperitoneal (%) 0,090 £0,009 0,136 £0,011* 0,145 £ 0,014**
TA mesentérico (g) 0,134 £ 0,018 0,154 £ 0,015 0,209 + 0,016*
TA mesentérico (%) 0,338 +0,040 0,345+ 0,029 0,448 + 0,046
TA intra-abdominal total (g) 0,485 + 0,043 0,566 + 0,033 0,733 + 0,036**
TA intra-abdominal total % 1,025 +0,088 1,150 0,105 1,649+ 0,062**"
TA marrom (Q) 0,138 £ 0,008 0,139 +0,011 0,149+ 0,011
TA marrom (%) 0,274 £ 0,012 0,305 +0,019 0,349 £ 0,017*
IMC (g/cmz) 0,031 0,001 0,029 +0,001 0,033 £ 0,001
indice de Lee (g/cm) 0,296 + 0,005 0,291 + 0,004 0,308 + 0,005

Os resultados sé@o apresentados como médias + erro padrdo da média (EPM). Grupos: GC = grupo
controle; GHI = grupo hiperlipidico/isocalérico; GHH = grupo hiperlipidico/hipercalérico. Filhotes de
maes que receberam dieta controle, hiperlipidica/isocalérica e hiperlipidica/hipercalérica durante o
periodo perinatal. IMC = indice de massa corporal. TA = Tecido Adiposo. Teste ANOVA one way,
seguido do pés-teste Tukey. *P<0,05; **P<0,01; **P<0,001; ***P<0,0001; vs. GC; #P<0,05;
##P<0,01 vs.GHI.

Na Figura 3, seguem as fotomicrografias do tecido adiposo inguinal,
retroperitoneal e mesentérico de filhotes de maes GC, GHI e GHH, respectivamente,
sacrificados aos 22 dias. A andlise morfométrica dos coxins adiposos, apés
processamento histolégico, demonstrou que a prole de maes GHH apresentou
maiores valores de area e perimetro para os tecidos adiposos inguinal, mesentérico
e retroperitoneal comparado aos filhotes GHI e GC (p<0,0001). Filhotes GHI
apresentaram maiores valores de area e perimetro para 0os mesmos tecidos,
comparados ao GC (p<0,0001) (Figura 4).
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Figura 3. Fotomicrografias do tecido adiposo branco da prole de ratos aos 22 dias
de vida.
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Coxim adiposo inguinal de filhotes de maes GC, GHI, GHH (fotos A, B e C, respectivamente). Coxim
adiposo retroperitoneal de mées GC, GHI, GHH (fotos D, E e F, respectivamente). Coxim adiposo
mesentérico de mdes GC, GHI, GHH (fotos G, H e I, respectivamente). Grupos: GC = grupo controle;
GHI = grupo hiperlipidico/isocalérico, GHH = grupo hiperlipidico/hipercalérico. Coloragéo:
Hematoxilina-Eosina (HE). Aumento 100x. Fonte: Arquivo pessoal (novembro/2017).
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Figura 4. Morfometria do tecido adiposo branco em filhotes com 22 dias de vida.
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(A) Area do adipdcito inguinal. (B) Perimetro do adipdcito inguinal. (C) Area do adipdcito
retroperitoneal. (D) Perimetro do adipdcito retroperitoneal. (E) Area do adipocito mesentérico. (F)
Perimetro do adipécito mesentérico. Grupos: GC = grupo controle (n=10); GHI = grupo
hiperlipidico/isocalorico (n=7); GHH = grupo hiperlipidico/hipercalérico (n=9). Filhotes de mé&es que
receberam dieta controle, hiperlipidical/isocalérica e hiperlipidica/hipercalérica durante o periodo
perinatal. Os resultados sé@o apresentados como mediana e percentil 25 e 75. Teste de Kruskal-Wallis
com pos-teste de Dunn’s; ****P<0,0001 vs. GC; ####P<0,0001 vs.GHI.

O acompanhamento ponderal dos filhotes no pés-desmame demonstrou que
filhotes de mées GHI apresentaram menor peso corporal comparado aos filhotes de
maes GC aos 70 dias de idade (p<0,05) (Figura 5A).

O percentual de ganho de peso no periodo dos 21 aos 70 dias de vida, néo foi

diferente entre os grupos (Figura 5B). Da mesma forma, ndo houve diferengas
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quanto ao consumo alimentar no periodo pés desmame dos filhotes de maes

hiperlipidicas e controle (Figura 5C).

Figura 5. Evolugdo do peso corporal e consumo alimentar dos filhotes no pos
desmame.
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(A) Acompanhamento semanal do peso corporal do desmame até 70 dias de vida. (B) Percentual de
ganho de peso pés desmame. (C) Ingestdo alimentar pés desmame. Grupos: GC = grupo controle
(n=7-10); GHI = grupo hiperlipidico/isocal6rico (n=4-8); GHH = grupo hiperlipidico/hipercalérico (n=4-
7). Filhotes de mées que receberam dieta controle, hiperlipidica/isocalérica e
hiperlipidica/hipercalérica durante o periodo perinatal. Os resultados sdo apresentados como médias
+ erro padrdo da média (EPM). Teste two way (a, c) e one way ANOVA (b), seguido do pds-teste
Tukey; *P<0,05 vs. GC.
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Com relacdo aos filhotes sacrificados aos 70 dias de vida, ndo foram
observadas diferencas nos valores de peso absoluto e relativo dos coxins adiposos
epididimal, mesentérico, retroperitoneal e marrom, entre os grupos. Da mesma
forma, ndo houve diferencas no peso absoluto do tecido adiposo inguinal. No
entanto, o valor percentual desse tecido esteve aumentado nos filhotes de maes que
consumiram dieta hiperlipidica/hipercalérica em relacdo aos filhotes de maes
controle (p<0,05) (Tabela 6). Nao houve diferencas entre os grupos, aos 70 dias de

vida, na gordura intra-abdominal total, IMC e indice de Lee (Tabela 6).

Tabela 6. Quantificacdo do tecido adiposo e indicadores corporais dos filhotes aos
70 dias de vida.

Variaveis GC GH GHH
(n=8-10) (n=4-6) (n=4-6)
TA inguinal (g) 0,875+0,088 1,008 +0,197 0,920 £ 0,085
TA inguinal (%) 0,244 £0,025 0,272+£0,049 0,363 £ 0,025*
TA epididimal (g) 2,030 £ 0,142 2,014+0,240 1,663+0,114
TA epididimal (%) 0,615+ 0,053 0,735+0,073 0,670 £ 0,054
TA retroperitoneal (g) 1,652+0,196 1,087 +0,127 1,487 +0,139
TA retroperitoneal (%) 0,485+0,049 0,410+£0,053 0,552 + 0,027
TA mesentérico (g) 2,268 £0,165 1,698 +0,198 2,024 +0,191
TA mesentérico (%) 0,719 +0,063 0,631+0,066 0,787 +£0,018
TA intra-abdominal total (g) 11,73+£0,976 9,8900+1,702 1141+1,174
TA intra-abdominal total % 3,479 £0,290 3,646 +£0,539 4,087 £0,225
TA marrom (g) 0,321 £0,018 0,261 +£0,028 0,277 £0,043
TA marrom (%) 0,090 £ 0,005 0,105+0,012 0,109 +0,012
IMC (g/cm?) 0,059 £ 0,001 0,057 £0,002 0,054 +0,001

indice de Lee (g/cm) 0,300 + 0,004 0,296 £0,004 0,289 + 0,001

Os resultados sédo apresentados como médias + erro padrdo da média (EPM). Grupos: GC = grupo
controle; GHI = grupo hiperlipidico/isocalérico; GHH = grupo hiperlipidico/hipercalérico. Filhotes de
maes que receberam dieta controle, hiperlipidica/isocalérica e hiperlipidica/hipercalérica durante o
periodo perinatal. IMC = indice de massa corporal. TA = Tecido Adiposo. Teste ANOVA one way,
seguido do pés-teste Tukey. P<0,05; vs. GC.

Na Figura 6, seguem as fotomicrografias do tecido adiposo inguinal,
retroperitoneal e mesentérico de filhotes de maes GC, GHI e GHH, respectivamente.
Na morfometria dos filhotes aos 70 dias de vida, a area e perimetro dos adipécitos
inguinais da prole de maes GHH foi maior, em relacdo a prole de mées GHI e GC
(p<0,0001) (Figura 7).

A area e o perimetro do adipdcito retroperitoneal dos filhotes GHH foi maior

do que a dos animais GHI e GC (area: p<0,0001; perimetro: p<0,001), no entanto,
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os filhotes de ratas GHI apresentaram menores valores de perimetro em relagdo aos
GC (p<0,0001). Adipécitos mesentéricos foram maiores em area e perimetro na

prole de ratas GHH em relacéo a prole GHI e GC (p<0,0001) (Figura 7).

Figura 6. Fotomicrografias do tecido adiposo branco da prole de ratos aos 70 dias
de vida.
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Coxim adiposo inguinal de filhotes de maes GC, GHI, GHH (fotos A, B e C, respectivamente). Coxim
adiposo retroperitoneal de filhotes de mées GC, GHI, GHH (fotos D, E e F, respectivamente). Coxim
adiposo mesentérico de filhotes de médes GC, GHI, GHH (fotos G, H e |, respectivamente). Grupos:
GC = grupo controle; GHI = grupo hiperlipidico/isocalérico; GHH = grupo hiperlipidico/hipercalorico.
Coloracéo: Hematoxilina-Eosina (HE). Aumento 100x. Fonte: Arquivo pessoal (novembro/2017).
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Figura 7. Morfometria do tecido adiposo branco em filhotes com 70 dias de vida.

#H#t##
4000 #### o 250+ *kk ok .
- =
*k ok ok *k kK ) |
o N
- © _ 200+
~ o
© 30004 = E
o £ T 5
o =3 © = 150+
° _ o =
[ © g
o £ o 'S 1004
T 5 = ;
c O o =
e = £ ~ 509
< =
[}
o 0-
Il Gc
B pHI
8000 HH#HH# [ pHH o 4001 Hit#H#
& Kok kK © E * ok ok
g Ei ‘g_ = *k ok k
© = 60001 = = |
o — T ®©
2 © o |
° $ o <
© 5 40001 - 2
o = o =
kel ; : [}
© o i o 2
o o 2000 e ©
<% s 2
= o o
30001 HH## ° 250 HHH#
o & lg ’E‘ *kk ok
= N 2004
s 3 R T
o~ E ° |
e o 2000 ® 3 1501
°T o o 2
c = p
T
° 2 o ’E 1004
it S 10001 5 o
o v [CREN7}
- o e o 504
< E T E
(5]
0= o 0

(A - B) Area e perimetro do adipdcito inguinal. (C - D) Area e perimetro do adipdcito retroperitoneal. (E
- F) Area e perimetro do adipécito mesentérico. Grupos: GC = grupo controle (n=9); GHI = grupo
hiperlipidico/isocalérico (n=6); GHH = grupo hiperlipidico/hipercal6rico (n=6). Os resultados sé&o
apresentados como mediana e percentil 25 e 75. Teste de Kruskal-Wallis com pé6s-teste de Dunn'’s;
***P<(,001; ****P<0,0001 vs. GC; ####P<0,0001 vs.GHI.

Com relacdo a contagem de células adiposas na prole, filhotes de ratas GHH
apresentaram menor numero de adipdcitos por area do tecido adiposo inguinal,
retroperitoneal e mesentérico, respectivamente (p<0,01; p<0,01; p<0,0001), em
relacdo aos filhotes de ratas GC, aos 22 dias. Filhotes GHI também apresentaram
menor numero de adipécitos por area do tecido adiposo inguinal e mesentérico
(p<0,05 e p<0,01) quando comparados a filhotes GC, aos 22 dias (Figura 8). Aos 70

dias de idade, foi evidenciado que filhotes de ratas GHH apresentaram menor
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namero de adipdcitos por area do tecido adiposo retroperitoneal (p<0,01) quando
comparados aos filhotes GC. N&o sendo observadas diferengas nos tecidos

adiposos inguinal e mesentérico entre os grupos (Figura 8).

Figura 8. Contagem de adipécitos no tecido adiposo branco em filhotes com 22 e 70
dias de vida.
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(A, B e C) Adipécitos por area no tecido adiposo inguinal, retroperitoneal e mesentérico,
respectivamente, aos 22 dias. (C, D e E) Adipécitos por area no tecido adiposo inguinal,
retroperitoneal e mesentérico, respectivamente, aos 70 dias. Grupos: GC = grupo controle (n= 8 -
10); GHI = grupo hiperlipidico/isocalérico (n= 5 - 7); GHH = grupo hiperlipidico/hipercaldrico (n=5 - 9).
Teste ANOVA one way, seguido do pés-teste Tukey.; *P<0,05; **P<0,01; ****P<0,0001 vs. GC.
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7. DISCUSSAO

Neste estudo, a ingestdo materna de dieta hiperlipidica/hipercalorica foi capaz
de promover nos filhotes aumento do peso e da adiposidade corporais, ao
desmame, com concomitante aumento da &rea e perimetro das células adiposas
viscerais e subcutaneas. Contudo, aos 70 dias de vida, ndo foram observadas
alteracdes de peso ou de adiposidade corporais. Entretanto, 0 aumento do tamanho
dos adipdcitos foi permanente. Em ambas as idades, ndo foi observada hiperplasia
adipocitaria em resposta a dieta materna hiperlipidica.

Baseado no acompanhamento das fémeas progenitoras durante todo o
periodo de gestacéo e lactacdo, nosso trabalho demonstrou que, embora o consumo
alimentar das ratas GHH tenha sido menor em relacdo aos grupos controle e GHI
(gestacao) e GC (lactacdo), ndo foram identificadas diferencas no valor energético
da ingestdo alimentar, entre 0s grupos, o que configurou um consumo isocalérico.
Resultados semelhantes foram descritos por Shaw, Rasmussen e Myers (1997) e
Cadena-Burbano e colaboradores (2017), onde ratas alimentadas com dietas
hiperlipidicas durante o periodo perinatal apresentaram menor ingestdo alimentar
em gramas, sem que houvesse diferencas na ingestdo energética em relacdo ao
controle. No presente estudo, o excedente de lipideos utilizado na composi¢do da
dieta, pode ter promovido um menor consumo alimentar (SHAW, RASMUSSEN e
MYERS, 1997) e a ingestdo energética ter sido ajustada de forma a proporcionar
consumo isocalérico nas fémeas alimentadas com dieta hiperlipidica/hipercalérica
(JACOB et al., 2013).

No que diz respeito a evolugdo ponderal, as ratas durante os periodos de
gestacdo e lactacdo, ndo apresentaram repercussdes significativas no ganho de
peso em resposta ao consumo das dietas hiperlipidicas. Estudos anteriores também
nao observaram modificacdes ponderais nas progenitoras em resposta ao consumo
de dietas hiperlipidicas no periodo perinatal (SHAW, RASMUSSEN e MYERS, 1997;
MENDES-DA-SILVA et al., 2014; CADENA-BURBANO et al., 2017). Segundo
Keesey e Hirvonem (1997) a existéncia de um “ponto de ajuste do peso corporal” em
humanos e roedores, faz com que a reducédo ou elevacdo do peso corporal seja
responsiva a alteracbes na ingestdo alimentar e dispéndio energético para

manuten¢do do peso corporal alvo. A nao alteracdo do peso corporal das ratas
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alimentadas com dietas hiperlipidicas pode ter ocorrido devido ndo ter havido
diferencas no consumo energético desses animais.

Apesar de ndo ter havido diferencas na evolucdo ponderal das ratas no
periodo perinatal, ao desmame, os pesos absoluto e relativo da gordura intra-
abdominal das ratas GHH foram maiores que os valores do GC. Resultados
similares foram descritos por Pomar e colaboradores (2017), cujas ratas alimentadas
com dieta de cafeteria, durante a lactacdo, apresentaram maior percentual de
gordura corporal em relacéo as ratas controle. A maior adiposidade das ratas néo foi
relacionada ao peso, j& que o acompanhamento ponderal da lactagdo demonstrou
menor peso corporal nas que consumiram dieta de cafeteria (POMAR et al., 2017).
Nas ratas do nosso estudo, o maior teor calérico e de lipideos da dieta
hiperlipidica/hipercaldrica pode ter contribuido para aumento na lipogénese. Esse
aumento facilitaria o armazenamento de triglicerideos nos estoques maternos
resultando em maior adiposidade (CARVALHO et al., 2013).

A distribuicdo percentual de energia fornecida pelos macronutrientes,
especificamente dos lipidios, tem sido advogada como um facilitador do acumulo de
gordura visceral (XU et al., 2010). O lipidio é dentre os trés macronutrientes aquele
de menor aumento na termogénese induzida pela alimentacdo e o de maior
eficiéncia de armazenamento (HERMSDORFF, VOLP e BRESSAN, 2007;
CARVALHO et al.,, 2013). Ambos fatores podem estar subjacentes as evidéncias
acima mencionadas (HERMSDORFF, VOLP e BRESSAN, 2007; CARVALHO et al.,
2013).

Em nosso estudo, o consumo materno das dietas hiperlipidicas ndo levou a
diferencas no peso total da ninhada, nimero de filhotes paridos e média de peso dos
filhotes ao nascimento, em relacdo ao controle. Resultados semelhantes foram
observados por (DEL PRADO, DELGADO e VILLALPANDO, 1997) com a utilizacio
de dieta hiperlipidica isocal6rica e por WHITE, PURPERA e MORRISON (2009) com
utilizacao de dieta hiperlipidica/hipercalérica, onde o consumo de dieta hiperlipidica
por ratas no periodo perinatal ndo causou diferencas no numero de filhotes da
ninhada e peso ao nascimento.

Nossos resultados mostram que filhotes de maes GHH apresentaram maior
peso corporal, ao final do periodo da lactacdo (dias 19 e 21), comparados aos
filhotes de maes GC. O percentual de ganho de peso do nascimento ao desmame

também foi maior nos filhotes GHH do que nos GHI e GC. Estudos em ratos
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mostraram que a dieta materna hiperlipidica est4 associada ao aumento do peso
corporal da prole durante o periodo de lactacdo (WHITE, PURPERA e MORRISON,
2009; FERRO CAVALCANTE et al., 2013; CADENA-BURBANO et al., 2017).

Segundo Pomar e colaboradores (2017) a ingestéo dietética materna durante
o periodo de lactacdo afeta diretamente a disponibilidade de nutrientes para a
biossintese do leite. Em seu estudo, o leite de ratas alimentadas com dieta de
cafeteria apresentou maior concentracdo de triacilgliceréis do que o leite de ratas
que ingeriram dieta controle, sem diferencas nas concentracbes de lactose e
proteinas totais (POMAR et al., 2017).

Cabe salientar que, em nosso estudo, a diferenca ponderal ocorreu nos
filhotes GHH mesmo ambos os grupos hiperlipidicos terem sido expostos a dietas
com 51% de lipideos e nao ter havido maior consumo energético pelas ratas durante
o periodo de gestacéo e lactacdo. A quantidade de celulose utilizada na formulacéo
da dieta hiperlipidica isocal6rica foi 19% maior que a utilizada nas dietas hiperlipidica
hipercalorica e controle, esse maior percentual de fibras pode ter influenciado a
biodisponibilidade nutricional do leite das ratas e refletido na diferenca ponderal dos
filhotes hiperlipidicos (DEL PRADO, DELGADO e VILLALPANDO, 1997).

Entretanto, no estudo de Del Prado e colaboradores (1997) filhotes de ratas
que consumiram dieta hiperlipidica isocalérica (20g de lipideos/100g de dieta)
apresentaram maior peso corporal entre o 6° e 12° dias da lactacdo, comparados a
filhotes cujas maes foram alimentadas com dieta reduzida em lipideos (2,59 de
lipideos/100g de dieta). Os autores utilizaram 25,7% de celulose na composicao da
dieta para configuracdo da caracteristica isocal6rica e hiperlipidica, e ao analisarem
o leite das ratas verificaram que houve maior teor lipidico nas que consumiram a
dieta hiperlipidica comparado com as ratas que consumiram a dieta reduzida em
lipideos (DEL PRADO, DELGADO e VILLALPANDO, 1997). Desta forma a utiliza¢éo
da celulose néo teria influenciado na disponibilidade de lipideos no leite das ratas.
N&o foram encontradas diferencas na excrecéo fecal de proteinas e lipideos (DEL
PRADO, DELGADO e VILLALPANDO, 1997).

As fibras solluveis e insolluveis apresentam efeitos fisiologicos diferenciados
(POTTY, 1996). A acao hipocolesterolémica das fibras € atribuida a sua fracéao
solavel, porém, a taxa de redugdo do colesterol pode variar com o tipo e a
guantidade de fibra soluvel consumida (JUDD e TRUSWELL, 1982; EASTWOOD,
1992; MELO et al., 2007.). As fibras solUveis possuem a propriedade de hidratar-se
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no meio aquoso do intestino delgado, formando géis caracterizados por ligacdes
cruzadas com os sais biliares, reduzindo a absorcdo de lipideos (JUDD e
TRUSWELL, 1982; EASTWOOQOD, 1992; MELO et al., 2007.).

As fibras insolGveis ndo atuam sobre a colesterolemia. Sao responsaveis por
aumentar a massa e fluidez fecal, apresentando efeito mecanico no trato
gastrointestinal, reduzindo a constipacdo (MACEDO, SCHMOURLO e VIANA, 2012).
Além disso, aumentam também a excrecdo de alguns minerais como 0 zinco, calcio,
ferro e magnésio por ter efeito competidor na absorcédo desses minerais (MACEDO,
SCHMOURLO e VIANA, 2012). A nao diferenca observada no ganho de peso da
prole de ratas que consumiram dieta hiperlipidica isocal6rica, em nosso estudo,
pode ter ocorrido em detrimento a esse efeito de competicdo na absorcdo de
nutrientes decorrente do uso da maior concentracao de celulose na dieta.

Em nosso estudo o maior percentual de ganho de peso dos filhotes GHH
durante a lactacao, ndo persistiu no periodo pos desmame. Os filhotes de ratas GHI
apresentaram menor peso corporal em relacdo aos filhotes de ratas GC, com 70
dias de vida. Contudo ndo houve diferencas no percentual de ganho de peso no
mesmo periodo entre os grupos. Da mesma forma, o consumo alimentar no pos
desmame nao foi diferente entre os filhotes de ratas expostas as dietas hiperlipidicas
e controle.

Ademais do acompanhamento ponderal, também foi avaliada a adiposidade
da prole. Aos 22 dias, os filhotes de mdes GHH apresentaram maiores valores de
peso absoluto e relativo para os coxins adiposos inguinal (em relacao a filhotes GHI
e GC), maiores pesos absolutos para os coxins retroperitoneal e mesentérico (em
relacdo a filhotes GC) e maior peso relativo do coxim retroperitoneal (filhotes GHH e
GHI em relagédo aos GC). Com 70 dias de idade essas diferencas na adiposidade da
prole ndo foram mais significativas, exceto para o valor percentual do coxim adiposo
inguinal, que foi maior em filhotes de ratas GHH em relagao aos filhotes GC.

O estudo de WHITE, PURPERA e MORRISON (2009) sugere gue nao
apenas o consumo de dieta hiperlipidica durante o periodo perinatal por ratas,
promove alteracbes ponderiais e metabdlicas na prole. O acumulo de gordura
corporal e obesidade maternos per si seria 0 principal mecanismo promotor de tais
alteracOes na prole. Essa constatacao se deu pelo fato que as ratas que receberam
dieta hiperlipidica (60% de lipideos — 5,24 Kcal/g) durante o periodo perinatal, mas

cujo consumo energético foi igual ao grupo com reducédo de lipideos (10% de
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lipideos — 3,85 Kcall/g), tiveram filhotes com maior adiposidade ao desmame
(comparados a prole que recebeu dieta restrita em lipideos), contudo, os mesmos
nao apresentaram diferencas ponderais, de adiposidade e de ingestdo alimentar
com 8 semanas de idade (WHITE, PURPERA e MORRISON, 2009).

A homeostase do peso corporal e adiposidade dos filhotes GHH e GHI aos 70
dias de idade, neste estudo, pode ter seguido as premissas sugeridas no estudo
acima referido, ja que nossas ratas mesmo em consumo de dietas hiperlipidicas ndo
apresentaram diferencas no valor energético da ingestdo alimentar durante os
periodos de gestacdo e lactacdo, em comparacdo com as ratas expostas a dieta
controle. Outros autores também obervaram que a exposicdo materna a dieta
hiperlipidica ou de cafeteria ndo promove adiposidade na prole de ratos machos a
longo prazo, quando esses filhotes sdo expostos a uma dieta contole ao desmame
(GREGORIO et al., 2013; POMAR et al., 2017).

No estudo de Gregodrio e colaboradores (2013), a exposicdo materna durante
a gestacao e lactacdo a uma dieta hiperlipidica (49% de lipideos — suplementada
com banha de porco 20g/100g) apenas foi associada a adiposidade na prole quando
esses filhotes foram alimentados no periodo pos desmame (até 3 meses de idade)
com a mesma dieta das ratas genitoras. Ja no estudo de Pomar e colaboradores
(2017), as ratas que foram expostas a dieta de cafeteria (rica em lipideos, acucares
e sodio) durante a lactacao tiveram prole com maior percentual de gordura corporal
ao desmame. No entanto, aos seis meses de idade, as diferencas no teor de
gordura corporal foram mitigadas (POMAR et al., 2017). Cabe a ressalva, que
diferentemente do presente estudo, os autores realizaram manipulacdo dietética
apenas na lactacdo e observaram que as ratas tiveram maior consumo energético
no periodo estudado.

No entanto, no estudo de Bayol e colaboradores (2008) foi evidenciado que a
prole de ratas alimentadas com dieta "junk food" (41% de lipideos, sendo 18%
gordura saturada) durante a gestacao e lactacdo, mas que receberam dieta controle
ao desmame, apresentaram aumento da adiposidade, em relagdo & massa corporal,
em comparagdo com filhotes de ratas alimentadas com dieta controle (8% de
lipideos, sendo 1,73% saturados) durante o periodo do estudo. Essa adiposidade foi
evidenciada por aumento de 37% e 43% do coxim adiposo perirrenal em filhotes
machos e fémeas, respectivamente, na 102 semana pds parto. Diferentemente do

nosso estudo, Bayol e colaboradores (2008) puderam evidenciar maior adiposidade
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no pos desmame, quando a prole foi alimentada com dieta controle, no entanto, ndo
€ possivel saber se esse fato pode ter sido associado a uma maior ingestédo calérica
e lipidica materna, jA que esses dados nao foram apresentados (BAYOL et al.,
2008).

Semelhante aos nossos resultados, Alfaradhi e colaboradores (2016)
observaram que filhotes de ratas que consumiram dieta obesogénica (45% de
lipideos) durante a gestacdo e lactacdo, ndo demonstraram diferencas no peso
corporal no pés desmame em relacdo ao controle (7,42% lipideos). Aléem do peso,
também ndo foram encontradas diferencas na adiposidade da prole em oito
semanas pos desmame, assim como nos niveis séricos de triacilglicerois, colesterol
e glicemia (ALFARADHI et al., 2016). No entanto, foram observadas alteragdes
significativas na expressdo génica do tecido adiposo da prole cujas maes foram
alimentadas com dieta obesogénica, com suprarregulacdo dos genes envolvidos na
sinalizagdo das citocinas e desenvolvimento da resposta inflamatéria (ALFARADHI
et al., 2016). Esse perfil pro-inflamatério da prole de ratas expostas a dieta
obesogénica é dito como precedente as diferencas ponderais e de adiposidade
(ALFARADHI et al., 2016).

O tecido adiposo abdominal, considerado importante preditor do risco
cardiovascular, inclui depdsitos de gordura subcutanea e intra-abdominal, a qual, por
sua vez, € classificada em gordura visceral (ou intraperitoneal) e retroperitoneal
(FRAYN, 2000; BRUNDAVANI, MURTHY e KURPAD, 2006; SAMPAIO et al., 2007).
Destes, o tecido adiposo visceral (TAV) € o componente que produz maior efeito
prejudicial sobre os pardmetros metabdlicos e hemodindmicos (JENSEN, 2002;
POIRIER e DESPRES, 2003; VASQUES; et al., 2010).

O tecido adiposo subcutaneo compreende o compartimento classico
destinado ao armazenamento de calorias, que potencialmente atua como isolante
térmico (WEISS, 2007). A gordura armazenada em regido subcutanea representa o
tampdo fisiologico para o excesso da ingestdo energética combinada ao gasto
energético limitado (WEISS, 2007). Quando a capacidade de estocagem lipidica é
excedida, o armazenamento € desviado para outros depdsitos, como o TAV,
musculo esquelético e figado, o que compromete suas vias metabodlicas normais
(WEISS, 2007).

A principal diferenca entre os depoésitos de gordura visceral e subcutaneo é

gue a drenagem venosa do tecido subcutaneo é realizada pela circulagéao sistémica,
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enquanto que o TAV é irrigado pela circulacdo portal (NIELSEN, 2004; JAKOBSEN,
2007). A drenagem portal do TAV fornece acesso direto de acidos graxos livres
(AGL) e adipocinas secretadas pelos adipécitos viscerais, sendo essa caracteristica
0 centro da maioria das hipdteses postuladas para explicar a associacdo entre a
gordura visceral e doencas cardiometabdlicas (BERGMAN et al., 2001; BELANGER
et al., 2002; NIELSEN, 2004). As adipocinas ativam mecanismos imuno-hepaticos
para a producdo de mediadores inflamatoérios, além do maior fluxo de AGL para o
figado promover maior resisténcia insulinica e aumento da producdo de
triacilglicerois (JENSEN, 2008; KORENBLAT et al., 2008; WEN-YA, 2013).

A escolha dos depdésitos adiposos, neste estudo, levou em consideracdo que
os tecidos adiposos subcutédneo e visceral apresentam diferencas substanciais
relacionadas a aspectos anatdomicos, morfologia das células adiposas, funcéo
enddcrina e atividade lipolitica. O tecido adiposo retroperitoneal representa o tecido
adiposo abdominal subcutdneo, o mesentérico representa o abdominal visceral e 0
inguinal, o subcutaneo periférico.

No presente estudo, a administracdo de dieta hiperlipidica hipercalorica para
ratas durante os periodos de gestacdo e lactacdo causou na prole além de maior
adiposidade ao desmame, maiores valores de area e perimetro para adipdcitos
inguinais, retroperitoneais e mesentéricos, em relacdo a prole de ratas que
consumiram dieta hiperlipidica isocal6rica e controle. Essa diferenca nos valores de
area e perimetro também foi observada na prole GHI, ao desmame, em relacédo a
prole GC. No periodo p6s-desmame (aos 70 dias), a prole GHH manteve maiores
valores de &rea e perimetro para adipécitos inguinais, retroperitoneais e
mesentéricos, em relacdo aos filhotes GHI e GC. Area e perimetro também foram
maiores em adipdcitos inguinais na prole GHI em relacdo ao GC. Enquanto que os
valores de perimetro de adipdcitos retroperitoneais da prole GHI foram menores em
relacéo ao GC.

A administracéo de dieta hiperlipidica, em especial rica em lipideos saturados,
durante os periodos criticos do desenvolvimento podem alterar, na prole, aspectos
fisiolégicos e metabdlicos de forma permanente na idade adulta (DUNN e BALE,
2009; ASHINO et al., 2012). Programando os descendentes para o desenvolvimento
da adiposidade, caracterizada por hipertrofia adipocitaria (BAYOL et al., 2008)

intolerdncia a glicose, hipertrigliceridemia e hepatomegalia, semelhante ao fendtipo
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da sindrome metabolica em humanos (GUO e JEN, 1995; SRINIVASAN et al.,
2006).

No estudo de Bayol e colaboradores (2008) todos 0s animais que cursaram
com aumento da adiposidade apresentaram aumento na meédia da area de
adipdcitos e, como esperado, essa hipertrofia adipocitaria foi mais pronunciada na
prole exposta a dieta “junk food” durante todo o periodo experimental (gestacao,
lactacdo e pos desmame). No entanto, em estudo anterior Bayol e colaboradores
(2005) notaram que a hipertrofia adipocitaria observada ao desmame na prole de
ratas expostas a dieta “junk food” (neste caso os filhotes receberam dieta controle ao
desmame), persistiu até o final da adolescéncia em comparacdo a prole exposta
apenas a dieta controle.

No estudo de Ravagnani e colaboradores (2012) a exposicao de ratos a uma
dieta hipercalérica/hiperlipidica a base de chocolate, por dois meses, promoveu
maior area em adipdcitos de regido omental, retroperitoneal e inguinal em relagdo ao
controle. ApGs os dois meses de ingestao da dieta a base de chocolate, um grupo de
animais recebeu adicionalmente outra dieta hipercal6rica/hiperlipidica (a base de
extrato de baru) para verificacdo de efeito de interacdo. Nesses animais foi
verificada maior area de adipOcitos omentais e retroperitoneais em relacado a seus
controles (RAVAGNANI et al., 2012). A atividade da lipase de lipoproteinas (LPL),
enzima chave na deposicao de gordura em varios compartimentos adiposos, bem
como os niveis de RNAm da LPL, sdo maiores nas células abdominais do que nas
gluteais em individuos do sexo masculino (WAJCHENBERG, 2000).

O aumento do tamanho dos adipécitos ndo € um processo ilimitado.
Eventualmente, seu crescimento atinge um grau maximo, além do qual a sua
capacidade de armazenamento de gordura se exaure, € novas células sao
lentamente recrutadas e emergidas desse tecido (QUEIROZ et al., 2009). Adipécitos
muito grandes além do esgotamento da capacidade de estocagem de gordura,
tornam-se mais lipoliticos, o que pode desencadear aumento na concentracdo de
acidos graxos livres no plasma e comprometer a funcdo de diversos orgdos pela
lipotoxicidade (DEFRONZO, 2004).

Corroborando com nossos resultados Alfaradhi e colaboradores (2016)
demonstraram que adipdcitos da prole exposta a dieta hiperlipidica materna foram
significativamente maiores comparados ao grupo controle. O numero de

adipdcitos/campo também foi menor em comparagéo ao controle (ALFARADHI et al.,
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2016). Além disso, a prole que sofreu exposicao a dieta hiperlipidica perinatal cursou
com aumento do processo inflamatério, evidenciado por aumento de TNF-a e das
quimiocinas CCL2 (ou MCP-1) e CCL7 (ou MCP-3). Sugerindo que a programacao
de um fendtipo inflamatoério no tecido adiposo precoce pode ser um mecanismo
subjacente ao desenvolvimento de distarbios metabdlicos como consequéncia da
exposicao materna a dieta hiperlipidica (ALFARADHI et al., 2016).

Um estado proé-inflamatério no tecido adiposo pode estar intrinsecamente
ligado ao turnover celular defeituoso e remodelagéo do tecido adiposo, incluindo a
infiltracdo de macréfagos durante exposicdo ao excesso de nutrientes (SUN,
KUSMINSKI e SCHERER, 2011). A abundéancia de pré-adipdcitos e sua capacidade
adipogénica sdo importantes variaveis que influenciam a arquitetura e o estado
operacional da expansdo do tecido adiposo (SORISKY, MOLGAT e GAGNON,
2013). E proposto que o crescimento hiperplasico, que leva a formagdo de
adipdcitos menores, funcionais e saudaveis, derivados de pré-adipécitos sensiveis e
abundantes, impulsione a capacidade de armazenamento energético global,
mantendo a funcdo do tecido adiposo saudavel (SAMOCHA-BONET et al., 2012).
Contudo, se a capacidade adipogénica for restringida, quer devido a um namero
inadequado de pré-adipécitos ou capacidade de diferenciacdo atenuada, o
crescimento hipertréfico de adipécitos existentes dominara, produzindo adipdcitos
“‘inchados” e predispondo o processo inflamatério e resisténcia a insulina (HIRSCH
et al., 1989; DANFORTH, 2000; HEILBRONN, SMITH e RAVUSSIN, 2004).

No presente estudo, essa sobreposi¢cdo da hipertrofia adipocitaria de filhotes
de ratas expostas as dietas hiperlipidicas em relacdo a hiperplasia do tecido adiposo
desses filhotes foi configurada por menor numero de adipdcitos por area nos coxins
adiposos inguinal e mesentérico (prole GHH e GHI vs. GC), e retroperitoneal (prole
GHH vs. GC) aos 22 dias, e menor numero de adipécitos por area do tecido adiposo
retroperitoneal (prole GHH vs. GC) aos 70 dias.

Os adipdcitos hipertroficos atuam na liberacdo de quimiocinas que atraem
monacitos circulantes para infiltrarem o tecido adiposo, onde se tornam macro6fagos,
contribuindo ainda mais para a producdo de citocinas pro-inflamatérias com efeitos
deletérios paracrinos e endocrinos (DALMAS, CLEMENT e GUERRE-MILLO, 2011;
SUN, KUSMINSKI e SCHERER, 2011; OSBORN e OLEFSKY, 2012). Os
macrofagos podem inibir o processo de adipogénese ao interagir com as proteinas

do ciclo celular [Myc, ciclina A, ciclina — kinase dependente (CDK) 2, proteina
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retinoblastoma (Rb)] que regulam a expansao clonal mitética (MCE) e a expressao
de fatores transcricionais adipogénicos chaves (proteinas de ligacdo CCAAT e
receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomas) (SORISKY, MOLGAT e
GAGNON, 2013). Além disso, podem também ativar o fator nuclear kB e a
expressdo de citocinas antiadipogénicas inflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-8),
resultando em um fenétipo de pré-adipdcitos inflamados e pro-fibrético e cujas
respostas de diferenciacdo, sobrevivéncia e/ou proliferacdo podem estar alteradas
(SORISKY, MOLGAT e GAGNON, 2013).
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8. CONCLUSAO

Nossos resultados confirmaram parcialmente a hipotese de estudo
inicialmente proposta. Foi observada que a hipertrofia adipocitaria esta presente a
curto e em longo prazo em resposta a dieta materna, independente de seu consumo
energético. Contudo, o aumento do peso e da adiposidade corporal s foi observado
ao desmame. Enquanto que, em nenhumas das idades estudadas, foi observada
hiperplasia adipocitaria. Desse modo, demostramos que a utilizacdo de dieta
hiperlipidica materna durante o periodo perinatal influencia na plasticidade do

desenvolvimento do tecido adiposo visceral e subcutaneo.

8.1. PERPECTIVAS

Considerando os resultados encontrados no presente estudo, sugerimos

algumas analises a ser realizadas em projetos futuros:

v' Analise da carcaca das ratas genitoras;

v' Excrecdo de lipideos fecais diante do uso da celulose na dieta
materna;

v' Composicéo nutricional do leite das ratas;

v Perfil bioquimico das ratas no pré e pos-natal, bem como da prole aos
22 e 70 dias de idade;

v' Perfil de &cidos graxos das dietas hiperlipidicas (hipercalérica e
isocaldrica);

v Avaliacdo do tecido adiposo marrom na prole;

v Citocinas pro-inflamatérias do tecido adiposo branco na prole.
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Oficio n°® 122/16

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.? Raquel da Silva Aragao

Nucleo de Educacéo Fisica e Ciéncias do Esporte

Centro Académico de Vitéria

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 0051/2016

Certificamos que a proposta intitulada “ingestao cronica de dieta hiperlipidica por
ratas durante a gestacdo e lactacdo: influéncia na estrutura histolégica de
tecidos da prole”, registrada com o n°® 0051/2016, sob a responsabilidade de Prof.?
Raquel da Silva Aragao - que envolve a producdo, manutencao ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°®
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTAGAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAQO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE-PERNAMBUCO
(UFPE), em reunido de 07/12/2016.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacédo Até 11/2017
Espécie/linhagem/raca Ratos Wistar
N° de animais 112
Peso/ldade Reprodutores 220-250g / 90-120 dias
" | Filhotes 5,5-8,5g/ 70 dias
Sexo Machos e fémeas
Origem Biotério do Departamento de Nutricdo
CCS-UFPE

Atenciosamente,

|

Prof, Sebastido R. F, Silva
Vice-Presidente CEVAIUFPE
SIAPE 2345691

UFPF

71



