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RESUMO

A ingestdo excessiva de alimentos industrializados durante o periodo critico parece
programar o comportamento alimentar da prole, predispondo as doencas. Estratégias
nutricionais, como o uso de polifendis, parecem exercer efeitos protetores na prole. Este estudo
teve por objetivo avaliar os efeitos da exposi¢do materna a dieta hipercalorica/hiperlipidica e
administracdo neonatal de kaempferol, sobre o crescimento somatico, perfil bioquimico e
comportamento alimentar da prole. Ratas Wistar foram divididas de acordo com a dieta no
periodo critico em: Controle (C; n=12; 12% kcal/lipidios) ou Hipercalorica/Hiperlipidica (HH;
n= 12; 51% kcal/lipidios). Na prole, foi administrado veiculo (V) ou kaempferol (K), do 8° ao
21° dia pés-natal (DPN). Foram mensurados o peso corporal (PC), ingestdo caldrica e
adiposidade materna. Na prole, foram avaliados parametros de crescimento somatico no 7°,
14°, 21°, 25° e 30° DPN, exceto o PC do 8° ao 21° e 25° ao 30° DPN. O comportamento
alimentar foi avaliado pelo consumo alimentar e sequéncia comportamental de saciedade (SCS)
no 30° DPN. Apos a SCS, foram mensurados o perfil bioquimico e peso relativo de 6rgdos e
tecidos. Em relagdo a dieta, ndo houve diferenga entre grupos no PC e ingestao calorica materna,
no entanto as ratas HH apresentaram maior adiposidade retroperitoneal e mesentérica. A prole
HH apresentou maior peso corporal aos 21°, no entanto as medidas murinométricas foram
maiores durante a lactagdo e pos-desmame. A dieta materna ndo modificou os parametros
avaliados no comportamento alimentar da prole. Contudo, a prole HH teve o aumento do
colesterol total e adiposidade no coxin retroperitoneal, mas a redugado a creatinina. Enquanto ao
efeito do kaempferol, a prole HHK teve maior PC entre o 15° ao 21° e 25° ao 30° DPN,
enquanto o HHV do 17° a0 21° DPN. As medidas murinométricas da prole HHK foram maiores
que o grupo CK em diferentes momentos da lactagdo e pos-desmame. Nao houve diferenca
entre grupos na ingestao relativa, microestrutura do comportamento alimentar. Contudo, nos
grupos HHK e CK houve a antecipagdo do ponto de saciedade se comparados aos grupos HHV
e CV, respectivamente. Na prole HHK houve a redu¢do da adiposidade no coxin retroperitoneal
e da creatinina sérica no 30° DPN. Assim, o kaempferol favoreceu o crescimento somatico e
apesar de inalterar a estrutura do comportamento alimentar, reduziu a adiposidade e antecipou

da saciedade na prole.

Palavras-chave: Dieta hiperlipidica. Obesidade. Polifenodis. Perfil bioquimico. Sequéncia

Comportamental de Saciedade.



ABSTRACT

The excessive industrialized food intake during critic period seems to program the
offspring's eating behavior, predisposing to disease. The nutritional strategies, such as
polyphenols use, can to exert protective effects on offspring. This study aimed to evaluate the
effects of maternal exposure to hypercaloric/hyperlipidic diet and neonatal administration of
kaempferol on somatic growth, biochemical profile and feeding behavior in offspring. Wistar
rats were divided according to diet in the critic period into: Control (C; n = 12; 12% kcal/lipids)
or Hypercaloric/Hyperlipidic (HH; n = 12; 51% kcal/lipids). In offspring, vehicle (V) or
kaempferol (K) were administered from the 8th to the 21st postnatal day (PND). Body weight
(BW), caloric intake and maternal adiposity were measured. In the offspring, somatic growth
parameters were evaluated at 7th, 14th, 21st, 25th and 30th DPN, except for BW from 8th to
21st and 25th to 30th PND. Eating behavior was assessed by food intake and satiety behavioral
sequence (BSS) at 30th PND. After SCS, the biochemical profile and relative weight of organs
and tissues were measured. In relation to diet, there was no difference between groups in BW
and maternal caloric intake, however the HH rats presented higher retroperitoneal and
mesenteric adiposity. The HH offspring presented higher BW at 21st, however the
murinometric measurements were higher during lactation and after weaning. The maternal diet
did not modify the parameters evaluated on the feeding behavior in offspring. However, HH
offspring had increased total cholesterol and adiposity in retroperitoneal pad, but decreased
creatinine. Meanwhile the effect of kaempferol, HHK offspring presented higher BW between
15th to 21st and 25th to 30th PDN, while the HHV of the 17th to 21st PND. The murinometric
measurements of HHK offspring were higher than the CK group at different times of lactation
and after weaning. There was no difference between groups in relative intake, microstructure
of eating behavior. However, in HHK and CK groups there were an anticipation of satiety point
compared to the HHV and CV groups, respectively. In HHK offspring, there was a reduction
in adiposity in the retroperitoneal pad and serum creatinine at 30th PND. Thus, kaempferol
favored somatic growth and although it did not change the structure of eating behavior, but

reduced adiposity and anticipated satiety offspring.

Keywords: High-fat diet. Obesity. Polyphenols. Biochemical profile. Behavioral Satiety

Sequence.



Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —

LISTA DE FIGURAS

Neurdnios anorexigenos e orexigenos interagindo com o sistema
serotoninérgico (Adaptado: HEISLER et al., 2006)......................

Classificagdo dos nutrientes ¢ nao nutrientes contidos nos
ALTMENLOS. ..ottt ettt et e aae b

Estrutura basica dos flavonoides e seus subgrupos (Adaptado de
PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016)......c.ccceeereeirreiereeennn.

Distribui¢ao dos animais nos diferentes grupos experimentais do

Delineamento experimental em ordem cronoldgica dos
procedimentos e técnicas realizadas no estudo..........c.cceceeveenennee.

24

25

27

34

38



Gréfico 1 —

Grafico 2 —

Grafico 3 —

Grafico 4 —

Grafico 5 —

Grafico 6 —

Grafico 7 —

Grafico 8 —

Grafico 9 —

Grafico 10 —

Grafico 11 —

Grafico 12 —

Grafico 13 —

Grafico 14 —

LISTA DE GRAFICOS

Evolucdo semanal do peso corporal e da ingestdo calorica
materna durante o periodo CritiCo.......cccvvervieeiiieecieeciie e

Peso relativo do tecido adiposo retroperitoneal e mesentérico das
1atas 1aCANTES. ....eeieiiieiiiieietecee e

Evolugdo do peso corporal da prole durante a lactagao................
Acompanhamento das medidas murinométricas da prole............
Mensuracao do consumo alimentar da prole pés-desmame.........

Tempo total gasto (%) nos comportamentos avaliados na
Sequéncia Comportamental de Saciedade (SCS)........cccccvvennenee.

Determinacdo do ponto de saciedade avaliado na Sequéncia
Comportamental de Saciedade (SCS).....ccccvevcvieviieeiiiieeieeeen,

Acompanhamento do peso corporal da prole durante a
manipulagdo farmacolOgica..........cccvvevvieeriieeiiieeiie e

Evolu¢do do peso corporal da prole poés-desmame.......................

Acompanhamento das medidas murinométricas da prole durante
A 1ACTACAD. . eei i

Medidas murinométricas da prole poés-desmame.........................

Mensuracao do consumo alimentar didrio da prole poés-desmame
cujo administragdo de veiculo ou kaempferol ocorreu na
JACLAGAD. .. ee it

Tempo total gasto (%) nos comportamentos avaliados na
Sequéncia Comportamental de Saciedade (SCS) da prole cujo foi
administrado veiculo ou kaempferol neonatal................c..ccc.......

Determinacao do ponto de saciedade avaliado na Sequéncia
Comportamental de Saciedade (SCS) da prole cujo foi
administrado veiculo ou kaempferol neonatal.............c...ccoe.....

40

43

44

45

46

47

48

51

52

53

55

56

57

58



Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 5 —

Tabela 6 —

Tabela 7 —

LISTA DE TABELAS

Distribui¢do caloérica e de macronutrientes das dietas
EXPETIMENTAIS. ....vveeeeieeeiiieeetieerieeesreeesereeenareeesreesseeesseeessseeesnes

Formulagdo utilizada para elaboracdo da dieta hipercaldrica e
hIPerlipIdica.....cocuvieiieiieiiece e

Caracteriza¢do das ninhadas ao nascimento..............cccceeeruvennnne.

Avaliagdes da microestrutura do comportamento alimentar da

Avaliagdes da microestrutura do comportamento de alimentagao
A PIOLC ..t

Peso relativo do tecido adiposo da prole aos 30 dias....................

32

32

42

49

50

59



LISTA DE SIGLAS

AgRP Peptideo Relacionado a Agouti

A Amiloide Beta

BNDF Brain-Derived Neurotrophic Factor (Fator Neurotréfico Derivado do
Cérebro)

CA Circunferéncia Abdominal

CART Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript (Transcrito Regulado
pela Cocaina)

CNA Comprimento Nasoanal

CT Circunferéncia Toracica

DCNTs Doengas Cronicas Nao Transmissiveis

DCVs Doengas Cardiovascular

DMSO Dimetilsulféxido

EAP Eixo Anteroposterior

EL Eixo Latero-Lateral

FVL Frutas, verduras e legumes

HH Grupo Dieta Hiperlipidica (high-fat diet)

Lp. Intraperitoneal

MAO Monoamina Oxidase

NArc Nicleo Arqueado

Nf-xB Nuclear Factor Kappa B (Fator Nuclear Kappa B)

NPY Neuropeptideo Y

PC Peso Corporal

POMC Pro-Opiomelanocortina

PVN Nucleo Paraventricular



RDC

SCS

SERT

SNC

TPH

VMH

5-HT

5-HTr

WHO

®-3

Resolugdo da Diretoria Colegiada

Sequéncia Comportamental de Saciedade

Transportador de Serotonina

Sistema Nervoso Central

Triptofano Hidroxilase

Nucleo ventromedial do hipotdlamo

5-hidroxitriptamina

Receptor de serotonina

World Health Organization (Organizagdo Mundial da Saude)

Omega 3



2.1
2.2
2.3
24
2.5
2.6

4.1

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5
5.5.1
552
5.6
5.6.1
5.6.2
5.6.3
5.6.4
5.6.5
5.6.6
5.7
5.8

6.1

6.1.1
6.1.2

SUMARIO

INTRODUQCAQ . ....cecerrrrrerrrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 15
REVISAO DA LITERATURA .....ccetreeereresnerssessssesessssesssssssssssssssssssssessssssssssssesass 17
ODESIAAAE ...ouueeeennneeineiinieiitteninieciteesstesssseesssseesssseesssseessssssssssessssssssssssssssasssssnsans 17
Dietas hipercaldricas e hiperlipidicas 18
Plasticidade fenOtiPICa .c.ceeerrrecssaresssaresssaresssaresseressarssssessssssssssssssssssssssssssssasssssasssss 20
Comportamento alimentar 22
ComPOSLOS DIOALIVOS cccccueriirieriiiseninisnnisssnrcssnnesssncsssnossssiossssscsssssssssssssssesssssessssssses 24
L LT3 111 0] ) 1) RN 26
HIPOTESE ...cuucoiunernncsnncsnscssaesses 29
OBJETIVO GERAL.....ucuuiiiiiiiniicninniicniinnnssesssisssessssssssessssssssssssssssssssssssseses 30
Objetivos especificos 30
MATERIAIS E METODOS .....cuovverrerrerressessnssessesssssessessessessessessessessessassssessessssens 31
ANIMAIS coocneeeirneenseecnsnecssannenns 31
Manipulacio dietética 31
Administracio de Kaempferol.........ceicciviicisreissnnisssnncssnncssnicsssnicssssesssssssssssessssnes 32
Grupos eXPeriMmentaiS.....cccccceecssarecsssressssressssnesssnessssrossssrossssssssssssssssssssssssssssssssssses 33
Avaliacoes nas ratas gestantes € lactantes: ........cceevvereesvercssnrcssnnicssnsecsssssssssessssnes 34
Peso corporal € consumo alimentar ..........cc.eeecuveeeiiiieeiiieeeiie e 34
Mensuracao do peso do tecido adiposo branco ..........ccceeeveeeeeiieeriieeeieeeciee e 35
Avaliagdes na prole: 35
Mensuragao das medidas MUrinOMELriCas ..........cccovvveeeeeiuieeeeeiiiee e e e 35
Avaliagao do consumo aliMENtar............cccveeiiuireiiiieeiee et 35
Sequéncia comportamental de saciedade...........c.coceeriiieniieiiiiniieieeeeee e 36
C0letas de AMOSITAS .....ceviruieriieiiriieitete ettt et sttt ettt e b eaees 36
Analise do perfil BIOQUIMICO .....c.cevuiiiiiiiiieiieie e 37
Mensuracao do peso relativo de 6rgaos e do tecido adiposo branco......................... 37
Desenho experimental da metodologia ..........ccceceeeiecisvnnriccsssnnricsssnnnccsssnssecsssssssens 38
ANALSe StALISTICA c..eeeueiieiiseiireiniinnicsincttnstisetestessesssessseesssssssesssssesssssssssssesssse 39
RESULTADOS ...iiiiiitiinnineisnicsssisssissssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssasssses 40
Artigo Original 1 - Dieta hiperlipidica materna altera o crescimento,
adiposidade e bioquimica na prole jovem em ratos. 40
AVAlIACOES IMALCTNAS .......eecuviieeiieeetieeeieeeetieeeetreeeeteeeeteeeeteeeeraeeeaseeeeaseeesseeenseeesareeas 40

Caracterizagdo das ninhadas a0 NASCIMENTO .........cccueeruieeiieriieeiieie e eiee e eeeens 42



6.1.3
6.1.4
6.1.5
6.1.6
6.2

6.2.1
6.2.2

6.2.3

7.2

Peso relativo do tecido adiposo das ratas lactantes...........cceeeveevieriieniienieeniienieenen. 43

Evolucdo do crescimento SOMAtico da prole...........cceevveeviieniieniienieeiiienieeieeeee e 44
Analises do comportamento alimentar pos-desmame...........cccceeeeveeeeveeeneeesnnveennnen. 46
Avaliagdes do perfil bioquimico e peso relativo do TAB na prole .........cccceevveeneeen. 50

Artigo Original 2 - Kaempferol favorece o crescimento somatico, inaltera o
comportamento alimentar, enquanto reduz a adiposidade na prole de maes
alimentadas com dieta hiperlipidica. 51

Crescimento somatico da prole durante e pds exposi¢cao ao Kaempferol.................. 51

Analises do comportamento alimentar da prole que teve a administragdo do
kaempferol durante a [actagao. .........cocuiieiiiieiiiieciie e 56

Analises bioquimicas e peso relativo do TAB ao 30° DPN da prole cuja administracao

de kaempferol ocorreu durante a 1actagao. .........ccceevcvieeriieeiieeeiiee e 59
DISCUSSAO 61
Artigo Original 1 - Dieta hiperlipidica materna altera o crescimento, adiposidade
e bioquimica na prole jovem em ratos. ........ccceeveerscercscsercssnrcsssncssssncssssscsssssssssens 61

Artigo Original 2 - Kaempferol favorece o crescimento somatico, inaltera o
comportamento alimentar, enquanto reduz a adiposidade na prole de maes

alimentadas com dieta hiperlipidica. 65
CONCLUSAQ . ..uuuetcrnncssssssssssssssssssisssisssssssssssssmssssmssssssssissssssssssssssssssssssssssssssess 70
REFERENCIAS ......oooiiiiiiieeiee i sesss st 71
ANEXO A - PARECER DO CEUA PARA TESTE DA PROTEINA. .............. 90

ANEXO B - PARECER DO CEUA PARA EXECUCAO DO MESTRADO. ..91



15

1 INTRODUCAO

A obesidade tem se tornado o agravo nutricional de maior ocorréncia na populagdo, em
todo o mundo (FOX; FENG; ASAL, 2019; POPKIN; ADAIR; NG, 2012). Apesar do seu
carater multifatorial, a crescente incidéncia de obesidade parece ser agravada pela alta
exposicdo aos alimentos industrializados, ricos em agucares, gordura e calorias, somado ao
sedentarismo (FOX; FENG; ASAL, 2019; HRUBY et al., 2016). Esse cenario da saude ¢
pautado nos fendmenos da transi¢ao epidemiolédgica e nutricional, os quais o Brasil € o mundo
vem enfrentando (CONDE; MONTEIRO, 2014; POPKIN, 2015). Também sao atribuidos a
esses fendmenos o crescimento paralelo na incidéncia de alteragdes metabdlicas atreladas a
obesidade, como a hipertensao, insulinorresisténcia e dislipidemias (CORDALIN et al., 2005).
A difusao precoce da obesidade e suas comorbidades tem se tornado notoria, principalmente
durante a gestacdo, lactagdo e primeira infancia, podendo promover prejuizos a curto e longo
prazo na saude do binomio mae-filho (MARCHI et al., 2015).

Nos humanos, essa fase corresponde ao periodo critico, enquanto em roedores apenas a
gestagdo e lactagdo, sendo o momento critico no desenvolvimento e crescimento da progénie
(ALFARADHI; OZANNE, 2011; HALES; BARKER, 1992). Durante esse periodo, processos
de hiperplasia e hipertrofia celulares sdo acentuadas, objetivando formar 6rgdos e sistemas
necessarios a sobrevivéncia da prole (DESAI; HALES, 1997a). Por essa razdo, no periodo
critico, o ambiente passa a ter grande influéncia sobre a expressdao genética, tornando a prole
mais suscetivel as mudangas fenotipicas, incluindo aspectos fisicos, bioquimicos e
comportamentais (BOLTON; BILBO, 2014; CARDENAS-PEREZ et al., 2018). A alimentacao
materna, enquanto fator ambiental, em sua quantidade e/ou qualidade ¢ capaz de modular a
expressao fenotipica dos filhotes (CATON et al.,, 2019; HERNANDEZ et al., 2012).
Consequentemente, comprometendo sistemas que se originam ainda durante a fase uterina,
como o sistema nervoso central (BRUMMELTE et al., 2017). Esse resultado se deve, em parte,
as perturbagdes nas vias de sinalizacdo neutrotréficas, como as relacionadas ao sistema
serotoninérgico (BRUMMELTE et al., 2017).

Esse sistema apresenta ampla distribuicao organica, central e periférica, sendo composto
pela serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT), sua familia de receptores (5-HTi-7R) e o
transportador de serotonina (SERT) (YABUT et al., 2019). Esse tltimo, ¢ uma proteina
transportadora localizada na membrana do neurdnio pré-sinaptico, responsavel por regular a
disponibilidade da 5-HT na fenda sindptica (DE FELICE, 2016). Nos mamiferos adultos, esse
sistema auxilia a regulacdo fisioldgica, dentre outras, do comportamento alimentar e balanco

energético (DIETRICH; HORVATH, 2013). Estudos evidenciam que mutagdes ou a redugao
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na expressao do SERT no hipotalamo, principal estrutura de regulag@o central comportamento
alimentar, estdo relacionadas com a obesidade (CHEN et al., 2012; GIANNACCINI et al.,
2013). Algumas das alteracdes serotoninérgicas parecem ter relagdo com processos
inflamatoérios, sendo o ultimo possivelmente revertido por substancias de ocorréncia natural
(BOLTON; BILBO, 2014; PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016).

Os alimentos s3o matrizes complexas formadas por componentes nutricionais,
essenciais no funcionamento celular, e ndo nutricionais (BRASIL, 2002). Esses tultimos,
representam metabolitos encontrados em vegetais in natura e alguns derivados, sendo
provenientes da interagdo entre o vegetal e o ambiente (PANCHE; DIWAN; CHANDRA,
2016). Os metabolitos sao classificados como substancias bioativas, em razao dos beneficios a
saude e reducdo do risco de doencas cronicas nao transmissiveis (DCNTs) quando ingeridas
(BRASIL, 2002). Um componente ndo nutricional em destaque sao os polifendis, sua principal
caracteristica ¢ a presenca de anéis fendlicos que lhes conferem propriedades anti-inflamatorias,
anticancerigenas, entre outras, tendo os vegetais como principais fontes (SRIVASTAVA;
MISHRA, 2015). Os polifenois podem ser subdivididos estruturalmente em flavonoides e nao
flavonoides, tendo ampla ocorréncia na natureza (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016)

Nesse contexto, a classe dos flavonois destaca-se com uma das mais abundantes na dieta
humana, despertando o interesse em estudos com substancias isoladas, como o kaempferol, com
0 objetivo de entender seus mecanismos de acdo (EL GHARRAS, 2009; CAO et al., 2014). A
administracdo de kaempferol em roedores tem evidenciado efeitos benéficos em relagcdo ao
comportamento de ansiedade e depressao, através da sua acdo no sistema nervoso central
(VISSIENNON et al., 2012). Esse flavonol, também exibe efeitos anti-inflamatérios pela
supressao da via NF-Kb, mas também na reversdo de quadros de dislipidemias (KADIOGLU
et al., 2015; KONG et al., 2013a). Ademais, o kaempferol pode inibir a agdo de monoaminas
oxidases A e B, responsaveis pela degradacdo da serotonina (SLOLEY et al., 2000).

Diante do exposto, o kaempferol apresenta inumeros efeitos benéficos a saude em
modelos experimentais. No entanto, ainda sdo escassos os estudos que avaliam esses potenciais
efeitos no contexto neonatal. Assim, acredita-se que administragdo do kaempferol possa
minimizar, na prole, as alteragdes bioquimicas, comportamentais € neuroquimicas provocadas

pela exposi¢do materna critico a dieta hipercaldrica e hiperlipidica.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Obesidade

O excesso de peso e a desnutri¢do representam os principais agravos nutricionais no
mundo, gerando altos custos para satde publica através das suas comorbidades associadas
(APOVIAN, 2016; KOLCIC, 2012). A desnutri¢io ¢ considerada uma condig¢do clinica
provocada pela deficiéncia de um ou mais nutrientes, tendo como critérios diagnosticos a
avaliacdo nutricional, bioquimica e clinica (DE LIMA; GAMALLO; OLIVEIRA, 2010). Por
outro lado, o excesso de peso e a obesidade sdo definidas como doencas crénicas nao
transmissiveis, cujo individuo apresenta o IMC > a 25 ou a 30 kg/m?, respectivamente, além do
acumulo de gordura na regido abdominal (WHO, 2016). O excesso de peso surge a partir de um
desequilibrio entre a ingestao e o gasto caldrico, promovendo um balango energético positivo,
que resultara no acumulo excessivo de gordura (GALGANI; RAVUSSIN, 2008; PATAKY et
al., 2017). Essas alteragdes da composi¢do corporal contribuem para aumentar o risco de

desenvolver comorbidades associadas, como diabetes e hipertensdo (APOVIAN, 2016).

A desnutri¢ao, mundialmente, tem apresentado uma queda de 39,3% a 22,2% entre a
década de 90 ao ano de 2017, representando um total de 102,6 milhdes de pessoas (WHO,
2017). Enquanto, estima-se que o sobrepeso tenha atingido mais de 1,9 bilhdes de individuos e
a obesidade 650 milhdes em 2016, alcangando mundialmente o status de pandemia (WHO,
2016; POPKIN; ADAIR; NG, 2012). A OMS destaca que da populagdo com sobrepeso ou
obesidade, 340 milhdes sdo criancas e adolescentes (WHO, 2016). Segundo dados do VIGITEL
2017, cerca de 54% da populacao brasileira apresenta sobrepeso e 18,9% obesidade, havendo
um aumento de 11% e 7,5% em relagdo a ultima década, respectivamente (BRASIL, 2017,
2007). No Brasil, a incidéncia de obesidade infantil, estimada em meta-analise, chega a atingir
14,1% de individuos, tendo o nordeste superado a média nacional com 16,6% (AIELLO et al.,
2015; IBGE, 2010). Desse modo, notam-se mudangas no perfil dos principais agravos

nutricionais no Brasil ¢ no mundo (CONDE; MONTEIRO, 2014; POPKIN, 2015).

A transi¢@o nutricional ¢ um fendmeno epidemioldgico caracterizado pela inversiao do
cenario nutricional, onde, observa-se um aumento da prevaléncia de obesidade atrelada a
redu¢do no numero de casos de desnutricdo (POPKIN, 2015; POPKIN; ADAIR; NG, 2012).
Essa mudanga de perfil entre os agravos nutricionais tem repercutido nos paises desenvolvidos
e em desenvolvimento, recentemente, incluindo o Brasil (BATISTA FILHO; RISSIN, 2003;
CONDE; MONTEIRO, 2014). Por sua vez, o crescimento excessivo no numero de obesos €

resultante de uma interacao multifatorial, que incluem componentes epigenéticos, fenotipicos e
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ambientais (BLOCK; EL-OSTA, 2017; GRUNDY, 1998). Dentre os aspectos ambientais, 0s
componentes socioecondmicos, como a renda familiar, escolaridade, acesso aos alimentos,

composi¢ao nutricional e cultura alimentar, tem relevante contribuicdo para esse panorama

atual da satde (DINSA et al., 2012; HRUBY et al., 2016).

A revolucdo industrial iniciada na Franga e Inglaterra, no século XVIII, foi o marco
historico na escala de producdo dos alimentos ultraprocessados, cujo crescimento exponencial
foi possivel gracas a modernizagdo e automacgao das industrias, objetivando suprir a demanda
mundial por alimentos (CORDAIN et al., 2005; GENIUS, 2005). Além disso, essa producao
em massa foi acompanhada, também, da adicdo excessiva de conservantes, aromatizantes e
outras substancias nesses alimentos, promovendo repercussdes negativas na alimentacdo e
nutricao até o presente (DIXON; HINDE; BANWELL, 2006; FOX; FENG; ASAL, 2019;
KOMLOS, 1990). Assim, o acesso a esses alimentos tornou-se facilitado, principalmente pelos
povos ocidentais, propiciando um consumo excessivo de industrializados, ricos em sodio,
carboidratos refinados e gordura saturada (HALL, 2018; KEARNEY, 2010). Esse padrao
alimentar tem sido correlacionado com a crescente prevaléncia da obesidade, diabetes,

hipertensao e dislipidemias (CORDALIN et al., 2005; POPKIN, 2015).

Esse contexto da satide tem despertado o interesse da comunidade cientifica, que através
de estudos epidemioldgicos e experimentais tem buscado entender a relagcdo entre a nutri¢ao
inadequada, nas diferentes fases da vida, e a génese das DCNTs (PARADIS et al., 2017;
NGUYEN M. DANG, 2010). Inimeras dietas experimentais foram formuladas com base nos
habitos alimentares ocidentais e surgiram com o intuito de estudar, em modelos experimentais,
as alteragdes morfofuncionais, bioquimicas e comportamentais por tras da obesidade
(PARADIS et al., 2017). Nesse ambito, as dietas hipercaldricas e hiperlipidicas figuram entre
os modelos mais efetivos nos estudos de indu¢ao a obesidade, sindrome metabodlica e outras
doengas cronicas ndo transmissiveis em roedores (WONG et al.,, 2016; BUETTNER;
SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007). Contudo, essas dietas apresentam caracteristicas
proprias, diferindo quanto aos ingredientes utilizados na formulagdo e a sua composicao

nutricional (WONG et al., 2016; CRESCENZO et al., 2015).
2.2 Dietas hipercaldricas e hiperlipidicas

A denominagao de dieta hiperlipidica deriva da expressao em inglés high-fat diet (HFD),
tendo como caracteristicas fundamentais modificagdes qualitativas e quantitativas no teor de
lipidios (CRESCENZO et al., 2015; HARIRI; THIBAULT, 2010). Dessa forma, em relagdo

ao manejo quantitativo, a dieta hiperlipidica devera apresentar o valor minimo de 30% de
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contribui¢do caldrica total dos lipidios (kcal/lipidios) (BUETTNER; SCHOLMERICH;
BOLLHEIMER, 2007). Essas dietas podem ainda ser classificadas de acordo com a
contribuicdo calorica em high-fat (30 a 50% kcal/lipidios) ou very high-fat diet (acima de 50%
kcal/lipidios) (GAJDA et al., 2007). Em relacao a qualidade, geralmente, as HFDs tém a adigao
de 6leo de peixe, fonte de acidos graxos poli-insaturados, como o dmega-3 (®»-3), ou a banha
animal, devido a maior proporcao de acidos graxos saturados (VIGGIANO et al., 2016). Outras
gorduras adicionadas as dietas sdo as interesterificadas, obtidas através de processos quimicos,

e outros Oleos vegetais (MARTINEZ et al., 2019; MIYAMOTO et al., 2018).

Dessa forma, a ingestdo excessiva de gordura saturada ¢ descrita como um dos principais
disruptores neuroendocrinos das vias de sinalizagdo periféricas e centrais da homeostase
(GIANNACCINI et al., 2013). Essas alteragdes estdo envolvidas nas alteracdes fisiologicas,
bioquimicas e comportamentais associadas a obesidade induzida por dietas (ASLANI et al.,
2015; MILANSKI et al., 2009). A suscetibilidade a essas injurias parecem se associar ao
balango oxidativo e ao estabelecimento de uma inflamagdo sistémica de baixo grau
(FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011). Esses, sdo mediados por células imunes que
expressam receptores 7oll-like 4, normalmente, responsivos ao lipopolissacarideo presente nas
membranas bacterianas (FREEMAN et al., 2014). Contudo, foi relatado que a ingestao cronica
de HFD também ¢ capaz de exacerbar a ativagio sistémica desses receptores (FERNANDEZ-
SANCHEZ et al., 2011; LEMES et al., 2018). Desse modo, havera a fosforilagdo e posterior
degradacao da proteina inibidora IkBa, que permitira a transcricdo do Nf-kB e consequente

liberacdo de citocinas inflamatorias e apoptoticas (CAVALIERE et al., 2018).

Entre os orgdos periféricos mais afetados pela inflamagao sistémica estdo o musculo
esquelético, o figado e o pancreas, que agem em conjunto com o sistema nervoso viabilizando
a homeostase energética (KORNER; WOODS; WOODWORTH, 2009). A ingestao de HFD
(58% kcal/lipidios) pos-desmame por 5 ou 8 semanas provoca, no figado, uma intensa
infiltracdo de macréfagos e esteatose hepatica, associada ao aumento dos niveis LDL-c,
triglicerideos e reducdo do HDL-c (MELI et al., 2013). Essa exposicdo cronica a dieta
experimental prolonga a manutencdo dos niveis séricos de acidos graxos, estimulando o
pancreas a produzir insulina em excesso (YE, 2013). Apesar disso, nas fibras musculares, assim
como no SNC, ha uma perceptivel insensibilidade a insulina causada pela lipotoxicidade da

HFD, corroborando para sustenta¢do do quadro dislipidémico (PATAKY et al., 2017).

A nivel central, a inflamacao provocada pela HFD altera a expressao e densidade neural

em estruturas-alvo, como o hipotalamo, formada por neurénios que regulam o balango
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energético (ARAUJO et al., 2016; MILANSKI et al., 2009). A exposi¢do de roedores adultos a
dieta hiperlipidica (36g lipidios/100g) levou a resisténcia hipotaldmica a insulina e leptina,
importantes sinalizadores que estimulam a expressao de peptideos promotores de saciedade
(MILANSKI et al., 2009). Também foram observados efeitos deletérios na sinalizacdo do
cortex pré-frontal, nucleo estriado e hipocampo, regides que integram a rede neural de
regulacdo do comportamento alimentar (FREEMAN et al., 2014; FRANCIS; STEVENSON,
2013;). Esses resultados também foram evidenciados na prole de maes alimentadas com HFD
durante o periodo critico, havendo o aumento da expressao de peptideos promotores da fome,
ingestao alimentar, peso corporal, resisténcia a insulina e deposi¢do de gordura (LEMES et al.,

2018; MELO et al., 2014).

2.3  Plasticidade fenotipica

A incidéncia de doengas metabolicas, degenerativas e desordens comportamentais na
vida adulta tem progredido em todo o mundo (SAKLAYEN, 2018; PRINCE et al., 2013). Com
isso, a heranga genética tem se tornado insuficiente para explicar os possiveis mecanismos que
desencadeiam o crescimento de novos casos (BLOCK; EL-OSTA, 2017; AKBARIAN; BEERI;
HAROUTUNIAN, 2013). Ao longo da historia, estudos epidemiologicos em populacdes
inseridas em ambientes nutricionalmente desfavoraveis, como a Fome Holandesa, na segunda
Guerra Mundial, originaram hipdteses que pudessem explicar essa maior suscetibilidade a
doengas metabolicas na vida adulta (HALES; BARKER, 1992; RAVELLI; STEIN; SUSSER,
1976). Nesse sentido, a ciéncia tem recorrido a meios que justifiquem o cendrio atual da satde,
sendo, cada vez mais notdria as explicacdes pautadas na plasticidade fenotipica e através de
mecanismos epigenéticos (KADER; GHAL; MAHARAJ, 2018).

A plasticidade fenotipica representa o potencial do gendtipo em expressar diferentes
fenotipos, a partir dos iniimeros estimulos no ambiente em que o organismo esta inserido
(ZHANG; PRADHAN, 2014; WEST-EBERHARD, 1986). Nesse sentido, alguns genes
poderao ser silenciados ou superexpressos através de alteracdes estruturais no DNA, sem afetar
sua composi¢do, dentre elas as modificagdes na cromatina e DNA, tais como acetilagdes e
metilagdes (ZHANG; PRADHAN, 2014). Por esses mecanismos, a plasticidade fenotipica tem
apresentado a transmissdo de caracteres comportamentais e fisiologicos adquiridos ao longo
das geragoes (JIMENEZ-CHILLARON et al., 2016). Essa plasticidade gera a programagao
metabodlica no organismo, observada nas respostas adaptativas em 6rgdos e fungdes, cuja
finalidade ¢ a manutencao da vida em meio as condi¢des adversas (BLOCK; EL-OSTA, 2017;
DESAIL HALES, 1997a).
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Outros conceitos, contribuem para o entendimento da capacidade adaptativa do
organismo, a partir da sua relagdo com o peso ao nascer, dentre elas a capacidade e carga
metabolica (WELLS, 2010a; WEST-EBERHARD, 1986). Na “capacidade metabdlica”, o peso
ao nascer ¢ preditor da eficiéncia do 6rgado em manter a homeostase durante a infancia (WELLS,
2010a). Enquanto, a “carga metabdlica” representa o volume de atividade imposto que o 6rgao
suporta ao manter a homeostase (WELLS, 2010a). O “fenétipo poupador” também ¢ resultado
dessa programagado, onde, o feto concebido numa condi¢ao nutricional escassa, desenvolve
mecanismos fisioldgicos, como a maior captacdo energética e menor gasto calérico, otimizando
a sua sobrevivéncia (DESAI; HALES, 1997a; HALES; BARKER, 1992). Esses conceitos
endossam a Hipotese da Origem Desenvolvimentista da Saude e Doenca (DOHaD), na qual
influencias do ambiente em fases criticas podem repercutir na satide do individuo a curto e/ou
longo prazo por modificar as caracteristicas e fungdes de 6rgaos (MANDY; NYIRENDA,
2018)

Nesse sentido, o periodo critico equivale & uma janela de desenvolvimento e
crescimento, onde, o individuo e sua carga genética se tornam mais vulneraveis as injarias
ambientais, tais como a nutri¢gdo materna (BARKER, 2007; DOBBING, 1970). Nos mamiferos,
essa fase corresponde ao periodo critico, que nos seres humanos abrange a gestacdo, lactacdo e
primeira infancia (DIETZ, 1997). Enquanto nos modelos experimentais, como os roedores, 0
periodo critico compreende a gestagdo e lactagdo (ALFARADHI; OZANNE, 2011). E durante
essa fase da vida que o organismo experimenta intensas reagoes de diferenciagdo e crescimento
celulares, que o tornard apto a interagir com o ambiente e sobreviver (MORGANE et al., 1993).
O desenvolvimento do sistema nervoso simboliza um evento importante relativo ao periodo
critico, por coordenar o funcionamento dos demais sistemas, sendo indispensavel a vida
(DOBBING, 1970).

Nos humanos, a neurogénese tem inicio no primeiro meés gestacional, tendo um padrao
de reacgdes rapidas, se estendendo até os primeiros anos de vida, quando adquire um ritmo mais
lento (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002) . No rato Wistar, etapas similares ocorrem
aproximadamente no 14° dia de gestacdo, se estendendo at¢ o 21° dia de vida poOs-natal
(MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002). Durante esse periodo, acontecem processos
bioldgicos heterogéneos, como formacgao de sinapses, organizagdo e refinamento de estruturas-
alvo, mielinizagdo neural, arborizagdo axonal e dendritica (HUA; SMITH, 2004). Esses sao
regulados por sinais tréficos emitidos por substancias, como a insulina e o fator neurotrofico
derivado cérebro (BDNF) (COLE; FRAUTSCHY, 2007; KOWIANSKI et al., 2018). Em

roedores, por volta do 12° dia gestacional surgem os primeiros neurdnios serotoninérgicos,
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sintetizando a serotonina um dia ap6s, assumindo também esse papel trofico e tendo outras
atribui¢cdes na vida adulta (GASPAR; CASES; MAROTEAUX, 2003; JIANG et al., 2016;
LEVITT et al., 1997).

2.4 Comportamento alimentar

O comportamento alimentar pode ser definido como os aspectos psicobiolégicos
relacionados a escolha dos alimentos, frequéncia e duragdo da refeicdo (LIU; KANOSKI,
2018). Do ponto de vista fisioloégico, esse comportamento ¢ subdividido nos componentes
hedonico e homeostatico (ROH; KIM, 2016; ALONSO-ALONSO et al., 2015). O
comportamento hedonico estd envolvido diretamente com a sensac¢do do “prazer” ao comer e
afetividade, tendo a sua regulagdo, principalmente, através do sistema dopaminérgico
(ALONSO-ALONSO et al., 2015). A inervagao dopaminérgica promove a integracdo entre
estruturas encefalicas de carater hedonico, como a area tegumentar ventral, o nucleo
accumbens, amigdala e o hipocampo, participando do chamado “sistema de recompensa”
(WISS; AVENA; RADA, 2018). Esse sistema ¢ sensivel a sinais humorais ¢ nutricionais,
desencadeados pela exposicao as drogas, mas também alimentos ricos em agucares ou gordura,
considerados palataveis (COCCURELLO; MACCARRONE, 2018; WISS; AVENA; RADA,
2018). A posteriori, culminando no aumento nos niveis centrais de dopamina, estimulando os
receptores D1 e D2, refor¢ando a sensagdo de recompensa e aumentando a ingestao alimentar

(PIGNATELLI; BONCI, 2015; ROSSI; STUBER, 2018).

Por outro lado, o comportamento alimentar homeostatico responde pela regulagdo do
balango energético, um sistema de compensac¢ao entre a ingestdo alimentar e o gasto energético
(ROH; KIM, 2016). O balanco resulta de respostas adaptativas provenientes da interagdo entre
orgaos periféricos, dentre eles o musculo esquelético, visceras e tecido adiposo, com estruturas
centrais do encéfalo (TIMPER; BRUNING, 2017). O hipotdlamo ¢ uma das areas mais
exploradas nos estudos do comportamento alimentar e homeostase energética, devido a sua
complexa rede de interagdo local e sistétmica (SOHN, 2015). Essa estrutura se situa
estrategicamente na eminéncia mediana, cuja a maior vascularizagdo e permeabilidade da
barreira hematoencefalica favorecem a captacdo de sinais hormonais e nutricionais da periferia
(TIMPER; BRUNING, 2017). O hipotalamo ¢ formado por intimeros niicleos especializados
no controle do balanco energético, tendo como destaque os nucleos arqueado, paraventricular,
lateral e ventromedial (WATERSON; HORVATH, 2015). Por sua vez, duas populagdes de
neurdnios formam os nucleos hipotalamicos, sendo eles os anorexigenos e orexigenos,

promovendo respostas de saciedade e fome, respectivamente (QIN; LI; TANG, 2018).
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A populagdo de neuronios anorexigenos compde os nucleos arqueado e paraventricular,
quando estimulados geram o balango energético negativo, reduzindo a ingestdo e aumentando
o gasto energético (QIN; LI; TANG, 2018; SOHN, 2015). Essa alteragcdo no balango energético
¢ mediada pela expressao de peptideos anorexigenos, dentre eles a pro-6pio melanocortina
(POMC) e o transcrito relacionado a anfetamina e cocaina (CART) (PATEL; ACHARYA,
2018). A insulina, leptina e serotonina sdo alguns dos sinais periféricos e centrais,
respectivamente, que desencadeiam o aumento da expressao desses peptideos pelos neurdnios
anorexigenos (DONOVAN; TECOTT, 2013; YANAGI et al., 2018). Entao, o POMC e 0 CART
atuardo nos receptores de melanocortinas, especialmente o subtipo 4 (MC4R) expresso no
hipotalamo, através da conversao enddégena do POMC a hormonio estimulante dos melandcitos
(MSH), reduzindo assim a ingestao alimentar (HEYDER et al., 2019). Estudos tem relacionado
o comprometimento da via anorexigena com o desenvolvimento de obesidade e outras
comorbidades, ocasionada por mutagdes que levam a alteragdes estruturais e funcionais dos

MC4R (HEYDER et al., 2019).

Os neuronios orexigenos sao relacionados aos comportamentos de fome, implicando no
balanco energético positivo, quando a ingestdo calorica sobrepde o gasto (SOHN, 2015). A
excitagdo desses neurdnios promove a expressdo de neuropeptidio Y (NPY) e a proteina
relacionada ao Agouti (AgRP), peptideos antagonistas da via das melanocortinas (DIETRICH;
HORVATH, 2013; WATERSON; HORVATH, 2015). Os neuronios NPY/AgRP sao
modulados por iniimeros hormdnios, como a insulina e grelina, mas também expressam
receptores de neurotransmissores, como o GABA e a 5-HT (LOH et al., 2017). Camundongos
knockout para receptor de insulina em neurdnios NPY tem maiores adiposidade, ingestdao
alimentar e peso corporal em longo prazo (LOH et al., 2017). As vias GABAérgicas promovem
a fome, inibindo a expressdao de POMC/CART por projecdes entre os nucleos hipotalamicos
(RAU; HENTGES, 2019). Enquanto a 5-HT, expressa seus receptores em ambas as populagdes
neurais, sendo mais comuns os subtipos 5-HTiR e 5-HT>C (DONOVAN; TECOTT, 2013;
VOIGT; FINK, 2015). Com isso, a exposi¢ao a 5-HT permite, simultaneamente, a inibi¢do do
NPY/AgRP, enquanto estimula a a expressado de POMC/CART (Figura 2) (MARTIN-
GRONERT et al., 2016; VOIGT; FINK, 2015).
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Figura 1 - Neuronios anorexigenos e orexigenos interagindo com o sistema serotoninérgico
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Fonte: Adaptado, HEISLER et al., 2006.

Contudo, a obesidade ¢ um agravo na saude que parece afetar estas vias centrais de
regulacdo do comportamento alimentar, comprometendo a ingestdo, saciedade e escolha
alimentar (DESAI; HAN; ROSS, 2016; RIVERA et al., 2015)(RIVERA et al., 2015; DESAI et
al, 2016). Desse modo, foi descrita a relacdo entre o aumento da ingestdo calorica e/ou
preferéncia por alimentos palataveis observado em humanos obesos com a menor sinalizagao
central dos sistemas serotoninérgicos ¢ dopaminérgico, respectivamente (VAN GALEN et al.,
2018). Corroborando, outros estudos mostram que as implicagdes no comportamento alimentar
provenientes da obesidade podem diferir de acordo com a fase da vida (JUDGE et al., 2008;
SUN et al., 2013). Nesse sentido, a prole, recém-nascida de maes obesas apresentam maior
expressao de AgRP, mas ¢ na fase adulta que a hiperfagia ¢ agravada pela redugdo na expressao
de POMC (DESAI; HAN; ROSS, 2016). Assim, se faz necessaria a utilizacdo de algumas
estratégias farmacoldgicas ou nutricionais sdo necessdrias para amenizar ou reverter os
prejuizos provocados pela obesidade (KAKKAR; DAHIYA, 2015; KONSTANTINIDI;
KOUTELIDAKIS, 2019).

2.5 Compostos bioativos

Os vegetais e alguns alimentos derivados apresentam em sua composi¢ao uma complexa
variedade de nutrientes e substancias nao nutritivas (BRASIL, 2002). Os nutrientes representam
substratos orgadnicos essenciais ao corpo, que se dividem em macronutrientes ou
micronutrientes, quando deficientes geram patologias que comprometem o crescimento

(BRASIL, 2002; TUCUNDUVA PHILIPPI et al., 1999). O grupo dos macronutrientes incluem
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as proteinas, carboidratos e lipidios, tendo como principais atribuigdes a estruturagdo e
sinalizacdo celulares, além do fornecimento de energia para o organismo (WU, 2016;
GALGANI; RAVUSSIN, 2008). Enquanto, os micronutrientes compreendem as vitaminas e
minerais, que exercem principalmente o papel de cofatores enzimaticos ou pro-hormonios,
regulando o metabolismo (CHRISTAKOS et al., 2011; SHENKIN, 2006). Todavia, na
literatura tem sido descrito a existéncia de compostos de ocorréncia natural que nao se

enquadram nessas classificacdes (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016).

Assim, os nao nutrientes se manifestam nos vegetais na forma de metabolitos, presentes
em frutas, verduras, ervas, chas, vinhos e outros derivados (PANCHE; DIWAN; CHANDRA,
2016; KRIS-ETHERTON et al., 2002). Esses metabolitos podem surgir por reacdes endogenas
de defesa, promovidas pela interagdo entre o vegetal e o ambiente, e lhes conferindo cor e sabor
(EL GHARRAS, 2009). Os polifenois sao o grupo mais bem documentado, sendo classificados
em duas familias, os ndo flavonoides, representados pelos 4acidos fendlicos, como o resveratrol,
e os flavonoides (DZIALO et al., 2016). Algumas frutas como as uvas e berries exibem o
espectro de cor do azul ao roxo pelo alto teor de flavonoides, em especial as antocianinas
(CHEN et al., 2014). J4, os carotenoides estdo presentes nos vegetais com pigmentacao amarela

a laranja, como a manga e a cenoura, no organismo agem como precursores da vitamina A

(EGGERSDORFER; WYSS, 2018) (Figura 2).

Figura 2 - Classificacdo dos nutrientes e ndo nutrientes contidos nos alimentos.

MACRONUTRIENTES
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Acidos fendlicos
POLIFENOIS Carotenoides
FLAVONOIDES

Isoflavonas  Antocianinas
Flavondis Chalconas
Flavanois Flavonas

Fonte: O autor, 2020.
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Através de estudos epidemioldgicos se observou em algumas populagdes maiores
longevidade e qualidade de vida, associadas aos seus habitos de vida (ESTRUCH et al., 2006).
Em especial, os habitos alimentares desses individuos tem em comum a base diversificada de
alimentos naturais e derivados, ricos em compostos bioativos (MARTINEZ-GONZALEZ;
MARTIN-CALVO, 2016). Na dieta dos povos mediterraneos, rica em vegetais, chas e vinhos,
o grupo dos polifendis estd presente em abundancia, mostrando correlacdo positiva com 0s
baixos indices de doengas cardiovasculares (DCVs) e metabolicas (NOAD et al., 2016;
ESTRUCH et al., 2006), além do efeito antidiabético observado em roedores (GHORBANI,
2017). Em franceses, foi identificado um fendmeno conhecido como “paradoxo francés”, onde,
ha a baixa prevaléncia de DCVs, apesar do alto consumo de gordura saturada (FERRIERES,
2004). Esse cenario se relaciona a ingestdo cronica de polifenois, em especial, através do

consumo de vinhos (FERRIERES, 2004).

Estudos em cultura de células e animais tém utilizado essas substancias de maneira
isolada com o propdsito de desvendar as vias celulares e moleculares associadas aos beneficios
vistos em humanos (ZENG et al., 2017; YU et al., 2013). No Brasil, os ndo nutrientes e outras
substancias bioativas sdo inspecionados e regulamentados pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) através da Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 02/2002
(BRASIL, 2002). Estudos in vitro evidenciaram que polifenois, como o resveratrol, reduzem a
expressao de peptideos apoptoticos neurais e a deposi¢do das placas amiloides B em culturas
expostas aos agentes de glicacdo avancada (KO et al., 2015). Corroborando, o tratamento de
neurdnios com resveratrol em diferentes concentragdes exibiu maior viabilidade celular, pela

atenuacao da disfun¢@o mitocondrial e apoptose celular (ZENG et al., 2017).
2.6 Kaempferol

Os flavonoides representam o grupo de maior ocorréncia nos alimentos, com cerca de
4000 diferentes moléculas ja identificadas (SRIVASTAVA; MISHRA, 2015). Essas moléculas
apresentam uma estrutura basica em comum, diferindo quanto a disposicdo e os tipos de
radicais, sendo distribuidos em 6 subgrupos principais, sendo eles: flavondis, flavonas,
chalconas, isoflavonas, flavononas e antocianinas (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016)
(Figura 3). Os flavondis compdem o subgrupo mais estudado e recorrente na alimentagao
(PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016; SRIVASTAVA; MISHRA, 2015). Essas substancias
tém gerado interesse de pesquisa e publicacdo em razao dos seus efeitos benéficos comprovados
em modelos experimentais (LAGOA et al., 2009). Os flavon6is mais conhecidos na literatura

sdo a quercetina, miricetina e kaempferol (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016). Esse
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ultimo apresenta formula molecular C15H100s, insolivel em agua e com meia-vida que varia
entre 3 a 5 horas (ZHOU et al., 2016). Seu principal sitio de metabolizacdo € o intestino, a
administracao intraperitoneal age de modo similiar a oral, onde o farmaco passa a ser absorvido
na regido mesentérica proxima ao intestino, sendo posteriormente metabolizado no figado ao
acido hidroxifenil acético (HPAA) (TURNER eta.,2011; ZABELA et al., 2016). Em relagao
aos demais, os estudos envolvendo a manipulacdo pelo kaempferol sdo escassos, mas ha
indicios da sua interacdo com o SNC e o metabolismo (YU et al., 2013; DA-SILVA et al.,
2007).

Figura 3 - Estrutura basica dos flavonoides e seus subgrupos.
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Fonte: Adaptado de PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016.

A administracao de kaempferol, utilizando diversas formas de manipulagdo, promove
beneficios ao sistema nervoso. A aplicacdo intravenosa aguda de kaempferol (7,5 e 10mg/kg)
minimiza os efeitos da reperfusdo pds-isquemia cerebral em ratos adultos, reduzindo o volume
de infarto ¢ aumentando viabilidade neural na area afetada (YU et al., 2013). A administragao
via intraperitoneal promoveu maiores taxa de sobrevida de neurdnios, volume de lesdo estriatal
e déficit motor, quando submetidos a degeneracdo do nucleo estriado em ratos adultos que
receberam 14 e 21mg/kg de kaempferol (LAGOA et al., 2009). Assim como, 0 aumento na

reten¢do de memoria e densidade neural no hipocampo, em modelos de Alzheimer, com dose
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de 5, 7 e 10mg/kg por 21 dias (DARBANDI, 2016). O extrato de Ginkgo biloba, com elevado
conteudo de kaempferol e outros flavonois, em culturas de célula nervosa de ratos, reduziu a
toxicidade neural da N-metil-D-Aspartato e inibiu a acdo da monoamina oxidase A e B,

responsaveis por degradar a 5-HT central e periférica (SLOLEY et al., 2000).

Outros sistemas, como o cardiovascular e muscular, quando submetidos a substancias
toxicas também apresentam interagdo positiva com o kaempferol (ZHOU; LIU, 2018; XIAO et
al.,, 2012) O pré-tratamento com diferentes doses de kaempferol (1, 2, 5, 10 e 20mg/kg)
apresentou efeito cardioprotetor, estimulando enzimas antioxidantes e a viabilidade de
cardiomiocitos de ratos adultos expostos a substancia cardiotoxicas (XIAO et al., 2012).
Camundongos diabéticos tratados com kaempferol (50mg/kg) oral por 7 semanas melhoraram
o controle glicémico pela hexoquinase e oxidagdo muscular (ZHOU; LIU, 2018). Assim como
a manipulagdo farmacologica, as HFDs podem induzir iniimeros efeitos deletérios no
organismo, como discutido nos topicos anteriores (PATAKY et al., 2017; MELI et al., 2013).
Nessa perspectiva, alguns estudos tém associado a manipulacdo através de HFDs e kaempferol
a fim de compreender os efeitos protetores e suas vias de acdo no organismo (KONG et al.,

2013; CHANG et al., 2011).

Coelhos alimentados com dieta hipercolesterolémica tiveram area de aterosclerose
aortica e niveis de lipidios séricos similares ao grupo fenofibrato, droga para tratamento de
dislipidemias, ap6s receberem kaempferol (30 e 150mg/kg) via oral (KONG et al., 2013b) por
10 semanas. Ratos manipulados com HFD (45% kcal/lipidios) e kaempferol via oral (75, 150 e
300mg/kg) por 8 semanas reduziram o peso do tecido adiposo branco, lipidios séricos e
hepaticos, grau de esteatose e tamanho dos adipdcitos, resultados equivalentes ao controle e
fenofibrato (CHANG et al., 2011). No entanto, apesar destes achados, ainda ¢ pouco
compreendido o papel do kaempferol e seus efeitos benéficos no organismo de animais
expostos @ HFD no periodo critico do desenvolvimento. Em especial, os efeitos precoces
produzidos no perfil bioquimico, comportamento alimentar homeostatico e funcionamento do
sistema serotoninérgico da prole. Dessa forma, essas indaga¢des fundamentam a necessidade

em realizar o presente estudo.
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3 HIPOTESE

A exposi¢do materna a dieta hipercaldrica/hiperlipidica comprometerd o crescimento
somatico, além de promover dislipidemia, hiperglicemia, atraso do ponto de saciedade e
hiperfagia na prole. No entanto, a exposi¢ao neonatal ao kaempferol ird reverter os efeitos

deletérios provocados pela manipulacdo nutricional materna.
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4 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da exposi¢cdo materna a dieta hipercaldrica e hiperlipidica associada
ou nao a administracao neonatal do kaempferol sobre os aspectos somaticos, perfil bioquimico

e do comportamento alimentar da prole em ratos.

4.1 Objetivos especificos

Nas ratas gestantes e lactantes:

. Avaliar o peso corporal e consumo alimentar;

. Mensurar o peso dos coxins de tecido adiposo branco;
Na prole:

. Avaliar a evolucao do crescimento somatico;

= Quantificar o consumo alimentar pos-desmame;

. Avaliar da sequéncia comportamental de saciedade;

. Mensurar o peso de 6rgaos e tecido adiposo branco;

. Analisar do perfil bioquimico;
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Animais

Para o estudo foram utilizadas 24 ratas fémeas da linhagem Wistar, nuliparas, idade
entre 90 — 120 dias e peso entre 220 — 260g. O acasalamento seguiu a propor¢ao de um macho
para duas fémeas (1:2). A confirmacdo da gestacao foi realizada a técnica do esfregaco vaginal.
Ap6s a coleta do material foram confeccionadas ldminas coradas a fresco para visualizacdo em
microscopio oOtico. As ratas foram consideradas gestantes mediante a presenga de
espermatozoides nas laminas. Todos os animais utilizados no acasalamento foram obtidos no
biotério de criacdo do Departamento de Nutricdo (DN/UFPE). Apds confirmagao da gestacgao,
as ratas gestantes foram divididas em grupos conforme a manipulagdo dietética até o fim da

lactacao.

Apo6s o nascimento dos filhotes, foram utilizadas ninhadas com 8 animais, sendo machos
e fémeas. No grupo controle foram utilizados filhotes com peso entre 6-8 gramas no primeiro
dia pds-natal (DPN). As fémeas filhotes tinham a finalidade de ajustar o numero ideal de
filhotes nas ninhadas. Os filhotes machos foram divididos conforme a manipulagdo
farmacologica, do 8° ao 21° dias de vida pos-natal (item 5.3.). Os filhotes foram identificados
através de marcagoes feitas com violeta genciana. Ao 22° dia de vida a prole foi desmamada,
passando a receber dieta padrao de biotério. As ratas e sua prole foram mantidas, da
ambientacdo ao final da lactagdo, em gaiolas de polipropileno opaca (46x34x20cm) com
maravalha estéril, ambiente de ciclo invertido de luz claro/escuro (12/12h), temperatura 22+
2°C e com agua e ragdo ad libitum. Apos o desmame, os filhotes foram mantidos em gaiolas de
polipropileno (30x20x19cm) transparente ¢ em biotério sob as condigdes descritas
anteriormente. Todos os animais foram alojados no biotério de experimentagdo animal do
Laboratorio de Experimentacdo em Nutri¢ao e Instrumentagdes Biomédicas (LENIB/UFPE).
Todos os procedimentos mencionados neste projeto foram realizados mediante aprovacao da

Comissdo de Etica em Experimentacio Animal (CEUA) da UFPE (Processo n°: 0001/2019).

5.2 Manipulacio dietética

Durante o periodo critico foram utilizadas duas dietas para os diferentes grupos, sendo
controle Presence® (3,44 kcal/g; 18,6% kcal/lipidios) ou hipercalorica e hiperlipidica (4,6
kcal/g; 51% kcal/lipidios) (OLIVEIRA et al., 2018) (Tabela 1). Essas dietas foram
confeccionadas no Laboratdrio de Nutricdo Experimental e Dietética (LNED) da UFPE. Todas

as dietas utilizadas tinham o valor minimo de 18% para proteinas, conforme recomendado a
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fase de crescimento (AIN-93G) (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). A dicta
hipercalérica/hiperlipidica teve o aumento do seu conteido de lipidio pela adi¢do de banha

animal (Aurora®) (Tabela 2).

Tabela 1 - Distribuicdo caldrica e de macronutrientes das dietas experimentais.

Ingredientes (g) Controle Presence® Hipercalorica/Hiperlipidica

(g/100g) (g/100g)
Proteinas (%/kcal) 27,0 19,0
Carboidratos (%/kcal) 61,7 30,0
Lipideos (%/kcal) 11,3 51,0
VET (kcal/g) 3,44 4,62

Tabela 2 - Formulac¢ao utilizada para elaboragdo da dieta hipercaldrica e hiperlipidica.

Ingredientes (g) Hipercalorica/Hiperlipidica (g/100g)
Amido de milho (87% carboidratos) 24,50
Amido dextrinizado (92% carboidratos) 8,00
Caseina (>85% proteina) 25,50
Sacarose 6,17
Oleo de soja (7,61 ml) 7,00
Banha animal (100% lipideos) 19,00
Celulose 5,00
Mix mineral (AIN-93G) 3,50
Mix vitaminico 1,00
L-metionina 0,38
Bitartarato de colina 0,25
TBHQ 0,0014
Calorias (kcal/100g) 462,00

Por fim, os pellets elaborados foram secados em estufa a temperatura constante de 60°C.
A dieta foi acondicionada em pote hermético e higienizado, mantidas a temperatura de 4°C para

conservacao.
5.3 Administracio de kaempferol

Inicialmente, apos o0 nascimento os animais foram alocados randomicamente nos grupos
experimentais, sendo obtidos de acordo com o tipo de manipula¢do neonatal realizada. Para
manipulagdo farmacolégica foi utilizado o flavonoide isolado, Kaempferol (Cayman Chemical,
Ann Arbor, MI, USA) com uma aplicagao ao dia, durante o periodo da lactagdao. O Kaempferol
(1mg/kg) foi obtido no formato de cristais so6lidos, posteriormente, dissolvido em solugdo
obtida pela mistura (v/v) de dimetilsulfoxido (DMSO) e salina (NaCl), numa concentracao final
de 1,0% DMSO. Foi utilizado um volume de 10ul/g de peso corporal do animal, sendo

administrado por via intraperitoneal (i.p.) do 8° ao 21° dia de vida. A dose de kaempferol
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utilizada neste projeto foi adaptada de estudos prévios de relagdo dose-efeito (XIAO et al.,
2012).

Diariamente, os filhotes tiveram o peso aferido individualmente para preparo das doses,
sendo aplicadas através de seringa para insulina descartavel. Outros cuidados incluiram a
alternancia dos quadrantes inferiores esquerdo e direito ao administrar as substancias, a fim de

evitar complica¢des como edemas, desconforto, entre outras.

5.4 Grupos experimentais

No primeiro dia de gestacdo, as ratas foram alocadas em dois grupos a partir da
manipulacdo nutricional no periodo critico, sendo Controle Presence® (C; n= 12) ou
Hipercalorica/Hiperlipidica (HH; n= 12). Porém, ap6s o nascimento, a ninhada foi subdividida

de acordo com o tratamento, onde, ao final serdo obtidos os seguintes subgrupos (Figura 4):

a) Controle Ingénuo (C): Os filhotes machos oriundos de maes alimentadas com dieta

Presence® e que ndo receberam manipulacdo farmacolégica em nenhum momento.

b) Controle Veiculo (CV): Os filhotes machos oriundos de maes alimentadas com dieta
Presence® e que receberam o veiculo da droga (1,0%; 10ul/g) intraperitoneal, diariamente, do

8°ao 21° DPN.

¢) Controle Kaempferol (CK): Os filhotes machos oriundos de maes alimentadas com dieta
Presence® e que receberam solugcdo Kaempferol (1mg/kg; 10ul/g) intraperitoneal, diariamente,

do 8°ao 21° DPN.

d) Hipercalorico/Hiperlipidico Ingénuo (HH): Os filhotes machos oriundos de maes
alimentadas com dieta hipercaldrica e hiperlipidica e que ndo receberam manipulagao

farmacologica em nenhum momento.

e) Hipercalorico/Hiperlipidico Veiculo (HHV): Os filhotes machos oriundos de maes
alimentadas com dieta hipercalorica e hiperlipidica e que receberam o veiculo da droga (1,0%;

10ul/g) intraperitoneal, diariamente, do 8° ao 21° DPN.

f) Hipercalorico/Hiperlipidico Kaempferol (HHK): Os filhotes machos oriundos de maes
alimentadas com dieta hipercalorica e hiperlipidica e que receberam solucdo Kaempferol

(1mg/kg; 10ul/g) intraperitoneal, diariamente, do 8° ao 21° DPN.
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Figura 4 - Distribuicdo dos animais nos diferentes grupos experimentais do estudo.
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Fonte: O autor, 2020.

5.5 Avaliacoes nas ratas gestantes e lactantes:

5.5.1 Peso corporal e consumo alimentar

O peso corporal (PC) das ratas de ambos os grupos foi avaliado semanalmente durante
toda a gestagdo e lactagdo, sendo determinados no 1°, 7°, 14°, 20° dias de gestacao e 7°, 14° ¢
21° dias de lactacdo. A escolha desses dias teve por objetivo amenizar o estresse por

manipulagdes excessivas.

O consumo alimentar das gestantes e lactantes foi obtido através da diferenca entre a
cota ofertada (CO) e o rejeito (RJ), sendo convertido em ingestdo caloérica pela multiplicacao
do valor caldrico (VC) da respectiva dieta. A ingestao calorica foi entdo relacionada ao PC para
obter a ingestao caldrica relativa (ICR), com o intuito de eliminar possiveis vieses. Para essas
analises foi utilizada uma balanca eletronica semi-analitica com precisdo de 0,01g (modelo
BL3200H, Marte).

g, (CO—RDxVC

IC
PC

100
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5.5.2 Mensuracio do peso do tecido adiposo branco

Ao final da lactacdo, no 22° dia, as ratas foram anestesiadas com injecdo de ketamina
(12mg/kg de peso) e xilazina (6mg/kg de peso), posteriormente eutanasiadas por decapitagao.
Foram coletadas as gorduras dos coxins retroperitoneal e mesentérico, a fresco. As gorduras
foram pesadas individualmente em balanga eletronica semi-analitica com precisdo de 0,01g
(modelo BL3200H, Marte). Foi calculado o peso relativo de cada gordura (PRG) através da

seguinte formula:

~Peso da gordura x 100

PGR
Peso corporal

5.6 Avaliacoes na prole:

5.6.1 Mensuraciao das medidas murinométricas

No 1° DPN, foi realizada a caracterizacdo da ninhada através do peso da ninhada,
quantificagdo do nimero total de filhotes e nimero de machos. A posteriori, os filhotes tiveram
as medidas murinométricas aferidas individualmente aos 7, 14, 21, 25 e 30 DPN. O peso
corporal foi coletado diariamente do 8° ao 21° DPN e novamente do 25° ao 30° DPN. Foram
consideradas como medidas murinométricas: o PC, circunferéncia abdominal (CA),
circunferéncia toracica (CT), comprimento nasoanal (CNA), eixos laterolateral (EL) e

anteroposterior (EAP) do cranio.

Para coleta do PC foi utilizada uma balanga eletronica semi-analitica com precisao de
0,01g (modelo BL3200H, Marte). A CA foi representada pelo perimetro imediatamente anterior
as patas posteriores € o CT o perimetro posterior as patas anteriores, ambas aferidas com fita
inelastica (precisdo de 0,1cm; PrimeMed®). O CNA foi considerado como a distancia entre o
focinho e o anus do animal, aferido com paquimetro (precisdo de 0,Imm; KINGTOOLS®).
Para fins da mensura¢do, o EL representa a linha perpendicular ao eixo longitudinal, dividindo
ao meio os pavilhdes auditivos. Enquanto o EAP, foi considerado como a linha média entre o
focinho e a regido externa da crista occipital, ambos aferidos por paquimetro (precisao de
0,0lmm; KINGTOOLS®). As medidas murinométricas foram avaliadas no horario

compreendido entre 08:00 as 10:00 horas e por Unico pesquisador.

5.6.2 Avaliaciao do consumo alimentar
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Apbés o desmame, os filhotes foram acondicionados em gaiolas individuais de
polipropileno (30x20x19cm), passando por adaptacdo de 3 dias (22° ao 25°DPN). Entdo, o
consumo alimentar foi avaliado diariamente por cinco dias consecutivos (26° ao 30°DPN).
Posteriormente, a ingestdo alimentar foi relativizada, conforme metodologia descrita acima
(item 5.5.1). A ragdo utilizada ap6s o desmame foi a Presence®. Para fins de mensuragao foi

utilizada uma balanga semi-analitica com precisdo de 0,01g (modelo BL3200H, Marte).
5.6.3 Sequéncia comportamental de saciedade

No 30° DPN, foi realizada a andlise da sequéncia comportamental de saciedade,
segundo a descricdo de HALFORD; WANNINAYAKE; BLUNDELL, (1998). No dia do teste,
o animal foi mantido na gaiola individual e transparente, passando pelo jejum prévio de 3h. Ao
fim do jejum, o peso corporal do animal foi aferido. Posteriormente, foram oferecidos
aproximadamente 30g de ragdo controle aos animais. Entdo, o comportamento alimentar foi

filmado por 60 minutos com auxilio de uma camera equipada com sistema infravermelho.

O consumo alimentar foi obtido pela diferenca entre a quantidade de ragdo oferecida e
o rejeito apoOs lhr. A taxa de alimentagdo foi calculada pela razdo entre o consumo relativo e o
tempo total de alimentagdo (OROZCO-SOLIS et al., 2009). As imagens obtidas foram

analisadas por dois observadores treinados que avaliaram os seguintes comportamentos:

a) Alimentacdo: O animal se mostrou ingerindo alimento, roendo, mastigando e
segurando racdo com as patas;

b) Limpeza: O animal realizou movimentos de cuidado com o corpo, lambendo as patas
anteriores e movimentando-as sobre a cabeca, com lambidas continuas no ventre, dorso
e patas posteriores;

c) Repouso/descanso: O rato esteve em posicdo de descanso, com o corpo recolhido e

repousado sobre o assoalho da gaiola ou dormindo (posi¢ao anterior e olhos fechados);

Durante a anélise da SCS, os comportamentos supracitados foram quantificados em 12
secdes de 5 minutos, totalizando 60 minutos de video. O ponto de saciedade foi determinando
através da intersecdo entre os comportamentos de alimentacdo e o descanso. Outras medidas
foram aferidas, como a ingestdo relativa, tempo de laténcia para alimentagao, duracao e taxa de
alimentagdo. Os resultados dos comportamentos foram apresentados em média de segundos (s),

percentual (%) ou gramas/minuto (g/min).

5.6.4 Coletas de amostras
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Ao completar 30 dias de vida, os animais dos grupos C (n= 6), CV (n= 6), CK (n= 6),
HH (n=6), HHV (n= 6) e HHK (n= 6) foram submetidos a eutanésia por decapitacdo em horario
padronizado (11:00 horas). Apds esse procedimento, o sangue foi coletado com auxilio do funil,
acondicionado em microtubos. As amostras de sangue foram centrifugadas a 3500rpm durante
20 minutos. O soro coletado e foi posteriormente congelado em ultrafreezer -82°C até o

momento das andlises.
5.6.5 Analise do perfil bioquimico

Foi considerado o perfil bioquimico do animal o conjunto de resultados das avaliagdes
dos niveis séricos de creatinina, albumina, glicose, colesterol total e triglicerideos. Todas as
analises foram através de ensaio colorimétrico de ponto final, cuja leitura foi realizada em
espectrofotometro EPOCH™ (BIOTEK®, Winooski, Vermont, USA). Para tais, foram
utilizados o os kits creatinina (Ref 35), albumina (Ref 19), glicose (Ref 133), colesterol total
(Ref 76) e triglicérides (Ref 87) (Labtest, Lago Santa, Minas Gerais, Brasil). Todas as amostras

foram analisadas em triplicata.
5.6.6 Mensuracao do peso relativo de orgaos e do tecido adiposo branco

No 30° DPN, apds eutanasia, foram coletados figado, encéfalo, pulmao, rim esquerdo,
baco, coragdo e gorduras dos coxins retroperitoneal, epididimal e mesentérico. Os 6rgdos e
gorduras foram pesadas individualmente em balanga eletronica semi-analitica com precisdo de
0,01g (modelo BL3200H, Marte). Foi calculado o peso relativo de cada gordura e o6rgao

semelhante as ratas maes.
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5.7 Desenho experimental da metodologia

A realizacdao dos experimentos desta dissertagdo ocorreu numa ordem cronoldgica previamente estabelecida, conforme descrito abaixo
(Figura 5).

Figura 5 - Delineamento experimental em ordem cronoldgica dos procedimentos e técnicas realizadas no estudo.

DESMAME
}»— ——— MANIPULAGAO NUTRICIONAL MATERNA -———— ‘ }» 777777 DIETACONTROLE -
GESTAGAO LACTAGAO
DIAS 1 7 14 2111 78 14 21 26 27 28 29 30
| | —t— | —+——
ADAPTAGAO
. KAEMPFEROL |, AGAIOLA -,
HEONATAL INDIVIDUAL Sequéncia Comportamental de
Peso corporal (n= 12/grupo) Saciedade (n= 11-12/grupo)
- Consumo alimentar
Consumo alimentar (n= 12/grupo) diario da prole Eutanasia
(n= 12/grupo)
: Perfil bioquimico
MATERNIDADE A ) Peso corporal (n= 12/grupo) Peso de 6rgios e tecidos
2 Murinometria (n= 12/grupo) (= 5-7/grupo)
PROLE Peso dos tecidos/érgaos
maternos (n= 12/grupo)

Fonte: O autor, 2020.
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5.8 Analise estatistica

Os dados coletados foram inicialmente armazenados em planilhas elaboradas no
software Excel, versao 2016. Posteriormente, as analises estatisticas e confeccdo dos
graficos foram realizadas através do software GraphPad Prism versio 6.0, 2017. A
normalidade dos dados foi avaliada através do teste D ’Agostino & Pearson. Os dados
apresentaram distribui¢ao normal, sendo expressos em média + erro padrao da média. Os
dados paramétricos foram utilizados os testes T de student nao pareado ou ANOVA two-
way com ou sem medidas repetidas seguido pelo pds-teste de Bonferroni. Na legenda de
cada parametro foi descrito o teste estatistico aplicado. O nivel de significancia foi

mantido em 5% (p<0,05).
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6 RESULTADOS

Os resultados abaixo foram apresentados conforme o planejamento de submissao
dos artigos em: Artigo Original 1 — “Dieta hiperlipidica materna altera o crescimento,
adiposidade e bioquimica na prole jovem em ratos” ¢ Artigo Original 2 — “Kaempferol
favorece o crescimento somadtico, inaltera o comportamento alimentar, enquanto reduz

a adiposidade na prole de maes alimentadas com dieta hiperlipidica’.

6.1 Artigo Original 1 — Dieta hiperlipidica materna altera o crescimento,
adiposidade e bioquimica na prole jovem em ratos.

6.1.1 Avaliacoes Maternas

Na gestacdo e lactagdo foram mensurados o peso corporal e ingestdo caldrica
semanalmente. Nao foram observadas diferengas no peso corporal entre os grupos durante
toda manipulagao nutricional (Grafico 1A e B). A ingestao calérica também nao diferiu

entre os grupos na gestacao e lactacao (Grafico 1C e D).

Grafico 1 - Evolucao semanal do peso corporal e da ingestao calérica materna

durante o periodo critico.
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Grafico 1 - Evoluciao semanal do peso corporal e da ingestao calérica materna durante o
periodo critico. As ratas maes foram alimentadas com dieta controle (C= 12; 3,4 kcal/g) ou
Hipercalodrica/Hiperlipidica (HH= 12; 4,6 kcal/g) durante gestacdo e lactagdo. O peso corporal
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(1A e B), ingestdo caldrica (1C e D) foram mensurados semanalmente durante a gestagdo (1A e
C) e lactacdo (1B e D). Dados expressos em Média = EPM. ANOVA-two way medidas repetidas
seguido do pos-teste de Bonferroni.
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6.1.2 Caracterizacao das ninhadas ao nascimento

No 1° DPN as ninhadas foram caracterizadas quanto ao peso total da ninhada,
numero total de filhotes, nimero de machos e fémeas e peso médio ao nascer, porém

essas caracteristicas nao expressaram diferenga entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracterizacdo das ninhadas ao nascimento.

Orgios/grupos C (n=12) HH (n= 12) £valor
Peso total da ninhada 65,5 + 4,505 54,28 £ 5,460 0,1294
Numero total de filhotes 10,27 £ 0,727 8,625 + 0,885 0,1660
Numero de machos 4,545 £ 0,561 4,25+ 0,750 0,7513
Numero de fémeas 5,727 + 0,675 4,375 +0,778 0,2080
Peso médio ao nascer 6,44 £ 0,240 6,315+ 0,154 0,6942

Nota: DHH = Dieta hipercalorica e hiperlipidica. Foi utilizado o teste T de student nao
pareado para diferenca entre os grupos.
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6.1.3 Peso relativo do tecido adiposo das ratas lactantes

Ap0s a eutanasia, as fémeas lactantes tiveram o peso relativo dos coxins de tecido
adiposo retroperitoneal € mesentérico mensurados. As fémeas HH apresentaram aumento
do peso relativo da gordura em ambos os coxins, retroperitoneal (C: 0,287 = ,05407; HH:
0,890 + 0,0502; p<0,0001) e mesentérico (C: 0,284 +0,0444; 0,512 + 0,0496; p<0,01)
(Grafico 2).

Grafico 2 - Peso relativo do tecido adiposo retroperitoneal e mesentérico das ratas lactantes.
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Grafico 2 - Peso relativo do tecido adiposo retroperitoneal e mesentérico das ratas lactantes.
Apods o desmame dos filhotes, as maes alimentadas com dieta controle (C= 12; 3,4 kcal/g) ou
Hipercalorica/Hiperlipidica (HH= 12; 4,6 kcal/g) periodo critico foram eutanasiadas. Foram
mensurados os pesos relativos dos coxins de tecido adiposo branco retroperitoneal e mesentérico.
Dados expressos em Média £ EPM. Teste T de student ndo pareado, **p<0,01; ****p<0,0001.
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6.1.4 Evolucio do crescimento somatico da prole

O peso corporal da prole foi mensurado ao 1°, 7°, 14°, 21°, 25° ¢ 30° DPN. Os
filhotes de maes HH apresentaram maior peso corporal apenas no 21° DPN (C: 40,73 +
1,175; HH: 47,56 = 2,163; p<0,05) (Grafico 3).

Grafico 3 - Evolucio do peso corporal da prole durante a lactagao.
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Grafico 3 - Evolugcdo do peso corporal da prole durante a lactacio. Filhotes de maes
alimentadas com dieta Controle (C; 3,4 kcal/g) ou Hipercalorica/Hiperlipidica (HH; 4,6 kcal/g)
durante a gestagdo ¢ lactagdo tiveram o peso corporal aferido no 1°, 7°, 14°, 21°, 25° ¢ 30° DPN.
Controle (C, n= 16) ou Hipercalérica/Hiperlipidica (HH, n= 13). Dados expressos em Média +
EPM. ANOVA-two way medidas repetidas seguido do pos-teste de Bonferroni, *p<0,05.

O crescimento somatico dos animais foi acompanhado durante a lactacdo e o pos-
desmame através das medidas murinométricas. Os filhotes de maes HH apresentaram o
eixo latero-lateral do cranio maior que os filhotes C no 14° (C: 16,47 + 0,222; HH: 17,82
+ 0,329 ; p<0,001), 21° (C: 18,67 £ 0,156; HH: 20,2 + 0,326; p<0,0001) e 25° DPN (C:
19,71 + 0,131: HH: 20,7 + 0,236; p<0,05) (Grafico 4A). No 21° DPN, o eixo
anteroposterior do cranio também foi maior nos animais HH (C: 35,00 +0,361; HH: 36,66
+ 0,369; p<0,01) (Grafico 4B). Em relacdo ao eixo longitudinal, os animais HH foram
maiores no 21° (C: 112,1 + 1,31; HH: 123,7 + 1,54; p<0,0001) e 25° DPN (C: 123,9 +
1,78; HH: 136,2 + 1,67; p<0,0001) (Grafico 4C). Nao foram observadas diferencas no
IMC (Grafico 4D). A medida da circunferéncia toracica foi maior apenas no 7° DPN (C:
5,19+ 0,061; HH: 5,59 £ 0,146; p<0,001) dos animais HH (Grafico 4E). No 21° (C: 9,17
+ 0,151; HH: 9,65 + 0,180; p<0,01) e 30° DPN (C: 10,74 = 0,116; HH: 11,25 + 0,178;
p<0,05) os animais HH tiveram a circunferéncia abdominal maior que os filhotes C

(Grafico 4F).
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Grafico 4 - Acompanhamento das medidas murinométricas da prole.
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Grafico 4 - Acompanhamento das medidas murinométricas da prole. Acompanhamento das
medidas murinométricas da prole durante a lactacdo. Filhotes de maes alimentadas com dieta
Controle (C; 3.4 kcal/g) ou Hipercalorica/Hiperlipidica (HH; 4,6 kcal/g) tiveram os eixos
laterolateral (4A), anteroposterior (4B), longitudinal (4C), IMC (4D) e circunferéncias toracica
(4E) e abdominal (4F) coletados ao 7°, 14°, 21°, 25° ¢ 30° DPN. Controle (C, n= 14) ou
Hipercalorica/Hiperlipidica e Ingénuo (HH, n= 12). Dados expressos em Média + EPM. ANOVA-
two way medidas repetidas seguido do pds-teste de Bonferroni, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*HE¥p<0,0001.
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6.1.5 Analises do comportamento alimentar pés-desmame

A avaliacdo da ingestdo relativa foi representada pela média entre os dias
mensurados, do 26° ao 30° DPN. Nao foi observada diferenca na ingestao relativa entre
os grupos (Grafico 5).

Grafico 5 - Mensuraciao do consumo alimentar da prole pés-desmame
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Grifico 5 - Mensuraciao do consumo alimentar da prole pés-desmame. Filhotes de maes
alimentadas com dieta Controle (C; 3,4 kcal/g) ou Hipercalorica/Hiperlipidica (HH; 4,6 kcal/g)
tiveram o consumo alimentar mensurado diariamente em dias consecutivos, do 26° ao 30° DPN.
Dieta Controle (CV, n=12) ou Dieta Hipercaldrica/Hiperlipidica (HHK, n= 12). Dados expressos
em Média + EPM. Teste T de student para comparacao entre as médias.
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A sequéncia comportamental de saciedade foi uma das analises do comportamento
alimentar avaliadas nesse estudo, sendo necessaria para determinar o ponto de saciedade,
percentual de tempo gasto por comportamento e da microestrutura do comportamento.
Em relagdo ao tempo gasto nas atividades, ndo houve diferencas entre os grupos nos
comportamentos avaliados (Grafico 6B).

Grafico 6 - Tempo total gasto (%) nos comportamentos avaliados na Sequéncia
Comportamental de Saciedade (SCS).
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Grafico 6 - Tempo total gasto (%) nos comportamentos avaliados na Sequéncia
Comportamental de Saciedade (SCS). Filhotes de mées alimentadas com dieta Controle (C; 3,4
kcal/g) ou Hipercalorica/Hiperlipidica (HH; 4,6 kcal/g) tiveram a mensuragdo do tempo gasto
durante a alimentacdo, limpeza, descanso e outros atividades na SCS no 30° DPN. Dieta Controle
(n=12; 6A) ou Dieta Hipercalorica/Hiperlipidica (n= 12; 6B). Dados expressos em Média + EPM.
Teste T de student para comparagdo entre as médias, considerando as secdes e comportamentos
individualmente.
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O grupo HH ndo apresentou alteragdo no ponto de saciedade (linha vermelha)
(Grafico 7B).

Grafico 7 - Determinacio do ponto de saciedade avaliado na Sequéncia Comportamental de

Saciedade (SCS).
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Grafico 7 - Determinacio do ponto de saciedade avaliado na Sequéncia Comportamental de
Saciedade (SCS). Filhotes de maées alimentadas com dieta Controle (C; 3,4 kcal/g) ou
Hipercalorica/Hiperlipidica (HH; 4,6 kcal/g) tiveram os comportamentos de alimentagdo, limpeza
¢ descanso analisados para a determinacdo do ponto de saciedade, intersecdo entre a alimentagéo
e descanso, sendo destacado pela linha vermelha. Dieta Controle (n=12; 7A) ou Hipercalorica e
Hiperlipidica (n= 12; 7B).

A microestrutura do comportamento ¢ resultante dos parametros de ingestdo
relativa, duragdo da refeicdo, taxa de alimentagdao, tempo de laténcia, duracdo da
alimentac¢do, descanso, limpeza e outras atividades. Nesse sentido, ndo foram observadas

diferengas em nenhum dos componentes analisados (Tabela 4).
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Tabela 4 - Avaliacdes da microestrutura do comportamento alimentar da prole.

Parametros/grupos C (n=12) HH (n= 12) P valor
Ingestio relativa (¢/g) 3,78 + 0,085 3,54+ 0,156 0,188
Taxa de alimentagdo (g/min) 0,17+ 0,008 0,16 £ 0,005 0,255
Tempo de laténcia (s) 20,33 + 2,999 27,00 £4,.211 0,200
Duragio da alimentagdo (s) 1298,0 £45.56  1268,0 + 38,17 0,623
Durago do descanso (s) 1258,0+ 60,69  1322,0 + 76,20 0,523
Duragdo da limpeza (s) 2228 +22.76 174,8 + 20,77 0,134
Duragio de outras atividades (s) 820,9 £53,25 835,4 + 58,78 0,856

Nota: C = Controle; HH = Hipercalorico/Hiperlipidico. Foi utilizado o teste t de student ndo
pareado para diferenca entre os grupos.
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6.1.6 Avaliagdes do perfil bioquimico e peso relativo do TAB na prole

Apos a eutandsia da prole aos 30 dias, o peso relativo do tecido adiposo foi
mensurado nos coxins retroperitoneal, epididimal e mesentérico. Os animais HH
apresentaram o aumento no peso relativo dos coxins epididimal (p = 0,0095) e
retroperitoneal (p = 0,0288) (Tabela 5). Na mesma idade, o perfil bioquimico foi
determinado pelo conjunto de andlises de glicose, triglicerideos, colesterol total,
creatinina e albumina séricas. Os animais HH apresentaram concentragdes similares de
glicose, triglicerideos e albumina, contudo, mostraram aumento na concentragao de

colesterol total (p = 0,016) e redugdo de creatinina (p = 0,006) (Tabela 5).

Tabela 5 - Peso relativo do tecido adiposo e perfil bioquimico da prole aos 30 dias.

Parametros/Grupos C (n =5-8) HH (n= 6-8) P valor

Epididimal (%) 0,163 +0,0160 0,224 +0,0120 0,0095
Retroperitoneal (%) 0,135+0,0179 0,211 + 0,0257 0,0288
Glicose (mg/dL) 149,60 + 8,856 166,50 + 12,610 0,321

Triglicerideos (mg/dL) 120,93 +23,491 151,15 +9,555 0,234
Colesterol Total (mg/dL) 53,42 + 3,064 76,41 £ 6,621 0,016
Creatinina (mg/dL) 0,36 + 0,051 0,17 + 0,026 0,006
Albumina (mg/dL) 6,66 + 0,231 6,62 + 0,257 0,924

Nota: C = Controle; HH = Hipercalorico/Hiperlipidico. Foi utilizado o teste T de student ndo
pareado para diferenca entre os grupos.
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6.2 Artigo Original 2 - Kaempferol favorece o crescimento somatico, inaltera o
comportamento alimentar, enquanto reduz a adiposidade na prole de maes

alimentadas com dieta hiperlipidica.

6.2.1 Crescimento somatico da prole durante e pos exposi¢do ao Kaempferol.

O peso corporal dos animais que receberam a administracdo de veiculo(V) ou
kaempferol(K) foi aferido diariamente do 7° ao 21° DPN. Os filhotes HHK apresentaram
0 peso corporal superior aos CK, do 15° ao 21° DPN (p<0,05). Enquanto, os animais do
grupo HHV apresentaram maior peso corporal do que os filhotes CV do 17° ao 21° DPN
(»<0,05) (Grafico 8).

Grafico 8 - Acompanhamento do peso corporal da prole durante a manipulagcio

farmacologica.
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Grafico 8 - Acompanhamento do peso corporal da prole durante a manipulagiao
farmacologica. Prole de maies alimentadas com dieta Controle (C; 3,4 kcal/g) ou
Hipercalorica/Hiperlipidica (HH; 4,6 kcal/g) tiveram a administragdo de Veiculo (V, DMSO 1%,
10ul/g) ou kaempferol (K, 1 mg/kg; 10ul/g), durante a lacta¢do. Foi mensurado o peso corporal
diario do 7° ao 21° DPN. Dieta Controle ¢ Veiculo (CV, n= 14), Dieta Controle e Kaempferol
(CK, n= 20), Dieta Hipercalorica/Hiperlipidica e Veiculo (HHV, n= 12) e Dieta
Hipercalorica/Hiperlipidica e Kaempferol (HHK, n= 12). Dados expressos em Média + EPM.
ANOVA two-way medidas repetidas seguido do pos-teste de Bonferroni, *p<0,05 HHK vs CK;

#p<0,05 HHV vs CV.



52

Ap6s o periodo de adaptagdo a gaiola individual, foi realizado o acompanhamento
diario do peso corporal do 25° ao 30°DPN. Os animais do grupo HHK apresentaram
maior peso corporal que os CK, no intervalo entre o 28° ao 30° DPN (p<0,05) (Grafico
9).

Grafico 9 - Evolucio do peso corporal da prole pés-desmame.
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Grafico 9 - Evolucao do peso corporal da prole pos-desmame. Filhotes de mées alimentadas
com dieta Controle (C; 3,1 kcal/g) ou Hipercaldrica/Hiperlipidica (HH; 4,6 kcal/g) tiveram a
administrac@o de Veiculo (V, DMSO 1%, 10ul/g) ou kaempferol (K, 1 mg/kg; 10ul/g), durante a
lactagdo. O peso corporal aferido do 25° ao 30° DPN. Dieta Controle ¢ Veiculo (CV, n= 14),
Dieta Controle e Kaempferol (CK, n= 20), Dieta Hipercalorica/Hiperlipidica e Veiculo (HHV, n=
12) e Dieta Hipercaldrica/Hiperlipidica e Kaempferol (HHK, n= 12). Dados expressos em Média
+ EPM. ANOVA two-way medidas repetidas seguido do pos-teste de Bonferroni, *p<0,05 HHK
vs CK.

O crescimento somatico da prole foi caracterizado através do conjunto de medidas
murinométricas, dentre essas: eixos cranianos, eixo longitudinal, IMC e circunferéncias.
O eixo latero-lateral do cranio foi maior no grupo HHK em relagdao ao CK ao 14° (CK:
16,86 +0,128; HHK: 17,89 + 0,258; p<0,05) e 21° DPN (CK: 18,59 + 0,153; HHK: 20,0
+ 0,263; p<0,05). Enquanto o grupo HHV comparado ao CV houve diferenga apenas no
21°DPN (CV: 18,91 +0,188; HHV:19,97 + 0,354; p<0,05) (Grafico 10A). No 21° DPN,
os animais HHK em relagdo CK apresentaram o eixo longitudinal superior (CK: 114,4 +
1,27; HHK: 122,3 + 1,21; p<0,05) (Grafico 10C). A circunferéncia toracica dos animais
HHK e HHV foram maiores no 14° (CK: 6,5 + 0,03; HHK: 7,3 + 0,12; CV:6,7 £ 0,11;
HHV: 7,5 + 0,08; p<0,05) e 21° DPN (CK: 8,1 £ 0,12; HHK: 8,7 + 0,12; CV: 8,2 £ 0,12;
HHV: 8,8 + 0,06; p<0,05) quando comparados aos CK e CV, respectivamente, (Grafico
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10E). Nao foram observadas diferengas entre os grupos no eixo anteroposterior do cranio,

IMC e circunferéncia abdominal (Grafico 10B, D e F).

Grafico 10 - Acompanhamento das medidas murinométricas da prole durante a lactacio.
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Grafico 10 - Acompanhamento das medidas murinométricas da prole durante a lactacio.
Filhotes de maes alimentadas com dieta Controle (C; 3,4 kcal/g) ou Hipercaldrica/Hiperlipidica
(HH; 4,6 kcal/g) tiveram a administra¢@o de Veiculo (V, DMSO 1%, 10ul/g) ou kaempferol (K,
1 mg/kg; 10ul/g), durante a lactagdo. Foram coletados os eixos laterolateral (10A), anteroposterior
(10B), longitudinal (10C), IMC (10D) e circunferéncias toracica (10E) e abdominal (10F) ao 7°,
14° ¢ 21° DPN. Dieta Controle e Veiculo (CV, n=17), Dieta Controle e Kaempferol (CK, n=17),
Dieta Hipercalorica/Hiperlipidica e Veiculo (HHV, n=12) e Dieta Hipercalorica/Hiperlipidica e
Kaempferol (HHK, n= 12). Dados expressos em Média + EPM. ANOVA two-way medidas
repetidas seguido do pos-teste de Bonferroni, *p<0,05 HHK vs CK; #p<0,05 HHV vs CV.
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As medidas murinométricas da prole foram reavaliadas ap6s o desmame no 25° e
30° DPN. O eixo latero-lateral do cranio foi maior nos animais HHK comparado ao CK
em ambas as idades (CK: 19,69 +0,142; 21,07 £ 0,141; HHK: 20,91 £0,16; 21,9+ 0,19;
p<0,05), enquanto nos animais do grupo HHV em relagao CV apenas no 25° DPN (CV:
19,9 + 0,155; HHV: 20,88 + 0,214; p<0,05) (Grafico 11A). No 25° DPN, o eixo
anteroposterior foi maior em ambos os grupos (CK: 37,86 + 0,182; HHK: 39,04 + 0,195;
CV: 37,62 £ 0,298; HHV: 38,55 + 0,174; p<0,05) (Grafico 11B). Os filhotes HHK
comparado ao CK apresentaram o eixo longitudinal superior em ambas as idades (CK:
125,7 £ 1,46; 139,3 = 1,60; HHK: 134,4 + 1,34; 146,9 + 1,83; p<0,05) (Grafico 11C).
Os parametros de IMC, circunferéncia toracica e abdominal ndo diferiram entre os grupos

pos-desmame (Graficos 11D, E e F).
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Grafico 1 - Medidas murinométricas da prole pés-desmame.
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Grafico 11 - Medidas murinométricas da prole pos-desmame. Filhotes de maes alimentadas
com dieta Controle (C; 3,4 kcal/g) ou Hipercaldrica/Hiperlipidica (HH; 4,6 kcal/g) tiveram a
administrac@o de Veiculo (V, DMSO 1%, 10ul/g) ou kaempferol (K, 1 mg/kg; 10ul/g), durante a
lactagdo. Foram coletados os eixos laterolateral (11A), anteroposterior (11B), longitudinal (11C),
IMC (11D) e circunferéncias toracica (11E) e abdominal (11F) ao 25° ¢ 30° DPN. Dieta Controle
e Veiculo (CV, n= 17), Dieta Controle e Kaempferol (CK, n= 17), Dieta
Hipercalorica/Hiperlipidica e Veiculo (HHV, n= 12) e Dieta Hipercaldrica/Hiperlipidica e
Kaempferol (HHK, n= 12). Dados expressos em Média + EPM. ANOVA two-way medidas
repetidas seguido do pos-teste de Bonferroni, *p<0,05 HHK vs CK; #p<0,05 HHV vs CV.
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6.2.2 Analises do comportamento alimentar da prole que teve a administra¢io do
kaempferol durante a lactacio.
A avaliagdo do consumo alimentar foi representada pela média de cinco dias
consecutivos de acompanhamento, nao foi observada diferenga entre os grupos (Grafico
12).

Grafico 12 - Mensuracdo do consumo alimentar diario da prole pdés-desmame cujo
administracao de veiculo ou kaempferol ocorreu na lactagao.
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Grafico 12 - Mensuracio do consumo alimentar didrio da prole pdés-desmame cujo
administracdo de veiculo ou kaempferol ocorreu na lactacio. Filhotes de maes alimentadas
com dieta Controle (C; 3,4 kcal/g) ou Hipercaldrica/Hiperlipidica (HH; 4,6 kcal/g) tiveram a
administrac@o de Veiculo (V, DMSO 1%, 10pl/g) ou kaempferol (K, 1 mg/kg; 10ul/g) durante a
lactacdo. O consumo alimentar foi aferido diariamente em dias consecutivos, do 26° ao 30° DPN.
Dieta Controle e Veiculo (CV, n= 11), Dieta Controle ¢ Kaempferol (CK, n= 11), Dieta
Hipercalorica/Hiperlipidica e Veiculo (HHV, n= 11) e Dieta Hipercaldrica/Hiperlipidica e
Kaempferol (HHK, n= 12). Dados expressos em Média + EPM. ANOVA two-way medidas
repetidas seguido do pos-teste de Bonferroni, *p<0,05 HHK vs CK.
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Na SCS, o tempo total gasto por comportamento foi quantificado. Nao houve

diferencas entre os grupos em nenhum dos comportamentos analisados (Grafico 13).

Grafico 13 - Tempo total gasto (%) nos comportamentos avaliados na Sequéncia
Comportamental de Saciedade (SCS) da prole cujo foi administrado veiculo ou kaempferol
neonatal.
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Grafico 13 - Tempo total gasto (%) nos comportamentos avaliados na Sequéncia
Comportamental de Saciedade (SCS) da prole cujo foi administrado veiculo ou kaempferol
neonatal. Filhotes de maes alimentadas com dieta Controle (C; 3,4 kcal/g) ou
Hipercalorica/Hiperlipidica (HH; 4,6 kcal/g) tiveram a administragdo de Veiculo (V, DMSO 1%,
10ul/g) ou kaempferol (K, 1 mg/kg; 10ul/g) durante a lactacdo. Foram coletados o tempo gasto
durante a alimentacdo, limpeza, descanso e outras atividades na SCS no 30° DPN. Dieta Controle
e Veiculo (CV, n= 11; 13A), Dieta Controle e Kaempferol (CK, n= 11; 13C), Dieta
Hipercalodrica/Hiperlipidica e Veiculo (HHV, n= 11; 13B) e Dieta Hipercalorica/Hiperlipidica e
Kaempferol (HHK, n= 12; 13D). Dados expressos em Média = EPM. ANOVA two-way medidas
repetidas seguido do pos-teste de Bonferroni.
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O ponto de saciedade foi determinando aos 30 dias de vida pela sequéncia
comportamental de saciedade, obtido pela intersecdo entre a alimentag¢do e o descanso.
Em relacao a manipulacao nutricional, ndo houve diferenca no ponto de saciedade entre
os grupos HH comparado ao C (Grafico 14A e B). Similarmente, a administracdo de
kaempferol ndo promoveu o deslocamento do ponto de saciedade nos diferentes grupos

(Grafico 14 C e D).

Grafico 14 - Determinacgao do ponto de saciedade avaliado na Sequéncia Comportamental
de Saciedade (SCS) da prole cujo foi administrado veiculo ou kaempferol neonatal.
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Grafico 14 - Determinacgao do ponto de saciedade avaliado na Sequéncia Comportamental
de Saciedade (SCS) da prole cujo foi administrado veiculo ou kaempferol neonatal. Filhotes
de maes alimentadas com dieta Controle (C; 3,4 kcal/g) ou Hipercalorica/Hiperlipidica (HH; 4,6
kcal/g) tiveram a administragdo de Veiculo (V, DMSO 1%, 10ul/g) ou kaempferol (K, 1 mg/kg;
10ul/g) durante a lactagdo. Os comportamentos de alimentagdo, limpeza ¢ descanso foram
analisados, sendo o ponto de saciedade a intersecdo entre a alimentagcdo e descanso, sendo
destacado pela linha vertical. Dieta Controle ¢ Veiculo (CV, n= 11, 14A), Dieta Controle e
Kaempferol (CK, n= 11, 14C), Dieta Hipercalorica/Hiperlipidica ¢ Veiculo (HHV, n=11, 14B) ¢
Dieta Hipercalorica/Hiperlipidica e Kaempferol (HHK, n= 12, 14D).
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A microestrutura do comportamento alimentar representa um conjunto de
parametros, sendo eles: ingestao relativa, taxa de alimentacao, tempo de laténcia, duragao
de alimentacdo, descanso, limpeza e outras atividades. Nesse sentido, ndo foram

observadas diferencas significativas em nenhum dos parametros avaliados (Tabela 6).

Tabela 6 - Avaliacdes da microestrutura do comportamento de alimenta¢do da prole.

Parimetros/grupos CV CK HHV HHK P valor

Ingestdo relativa (g/g) 44+024 41+041 3,8+027 3,3+0,17 ns

Taxa de alimentacao 0,16 £ 0,17+ 0,17 £ 0,16 £ ns

(g/min) 0,009 0,011 0,004 0,005

Tempo de laténcia (s)  18,0+£2,78 189+389 1644421 94+2,08 ns

Durac¢do da 1514,0 + 1440,0 + 1445,0 + 1313 + ns

alimentacdo (s) 180,20 320,10 237,30 209,70

Durac¢ao do descanso 995,5 + 1063,0 + 1020 + 1229 + ns

(s) 275,00 268,30 158,20 182,90

Duragdo da limpeza (s) 165,7 + 178,3 + 2339+ 246,7 + ns
urag pez 54,64 56,06 65,97 56,71

Duragao de outras 921,33+ 918,3 + 901,7 + 810,9 £ ns

atividades (s) 270,00 290,60 182,50 132,30

Nota: CV = Controle Veiculo, CK = Controle Kaempferol, HHV = Hipercaldrico /Hiperlipidico
Veiculo, HHK = Hipercalorico /Hiperlipidico Kaempferol. Dados expressos em Média + EPM,
ANOVA two-way seguido pelo pos-teste de Bonferroni

6.2.3 Analises bioquimicas e peso relativo do TAB ao 30° DPN da prole cuja
administraciao de kaempferol ocorreu durante a lactacio.

O peso relativo do tecido adiposo dos coxins retroperitoneal, mesentérico e
epididimal foram mensurados aos 30 DPN da prole. O coxim retroperitoneal ndo diferiu
entre os grupos. Todavia, o coxim epididimal da prole HHV foi mais pesado do que CV
(p < 0,05), enquanto o HHK foi mais leve que o HHV (p < 0,05) (Tabela 7). O perfil
bioquimico ¢ resultante do conjunto de andlises séricas da glicose, colesterol,
triglicerideos, albumina e creatinina. Esse tltimo foi o Gnico parametro bioquimico que
apresentou significativamente inferior no grupo HHK comparado ao HHV e CK (p<0,05)

(Tabela 7).



Tabela 7 - Peso relativo do tecido adiposo e perfil bioquimico da prole aos 30 dias.

60

Parametro / Grupos CV (n=5-7) CK (n=6-7) HHV (n=6-7) HHK (n= 6-7) P valor
Epididimal (%) 0,186+ 0,0124 0,158 + 0,0173 0,299 + 0,0130" 0,204 + 0,0154' p <0,05
Retroperitoneal (%) 0,144 + 0,0262 0,140 + 0,0062 0,162 +0,0128 0,135 +0,0146 ns
Glicose (mg/dL) 155,73 + 9,370 150,55 + 6,999 154,77 + 6,634 167,61 + 5,206 ns
Triglicerideos (mg/dL) 95,44 + 19,764 100,86 + 14,510  134,96+19,215  113,02+13,902  10s
Colesterol Total (mg/dL) 62,46 + 4,784 64,38 + 3,802 76,65 + 6,422 76,96 £ 7,979 ns
Creatinina (mg/dL) 0,27 0,016 0,26 + 0,021 0,29 + 0,021 0,16 +0,0217% p<0,01
Albumina (mg/dL) 6,56 + 0,275 6,85 + 0,285 6,20 + 0,233 6,89 + 0,337 ns

Nota: CV = Controle Veiculo, CK = Controle Kaempferol, HHV = Hipercalorico /Hiperlipidico Veiculo, HHK = Hipercalorico
/Hiperlipidico Kaempferol. Dados expressos em Média + EPM, ANOVA two-way seguido pelo pos-teste de Bonferroni. *HHK ve CK;

#HHV vs CV, tHHK vs HHV; ns = Nao ha diferenca significativa.
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7 DISCUSSAO
7.1 Artigo Original 1 - Dieta hiperlipidica materna altera o crescimento, adiposidade e

bioquimica na prole jovem em ratos.

Na presente dissertagao foi possivel compreender a influéncia da exposicdo materna a
dieta hiperlipidica e hipercalérica nas fases de gestacdo e lactacdo sobre parametros de
crescimento somadtico, comportamento alimentar e aspectos bioquimicos de sua prole. Os
principais resultados revelam que a exposicdo materna critico a dieta hipercaldrica e
hiperlipidica nao influenciou a sua ingestao calorica, peso corporal e caracteristicas da ninhada.
Contudo, aumentou o peso relativo de tecido adiposo materno, ao final da lactagdo. Em relacao
a prole, foi observado aumento pontual do peso corporal, assim como, das medidas
murinométricas em diferentes momentos da lactagdo. No comportamento alimentar houve uma
antecipacao discreta no ponto de saciedade da prole HH. Apesar disso, os animais deste grupo
apresentaram maior peso relativo do tecido adiposo branco nos coxins epididimal e
retroperitoneal. Por fim, foi constatado que no 30° DPN, o grupo HH mostrou aumento de

colesterol total e reducdo na creatinina séricos.

O peso corporal, ingestao caldrica e a caracterizagao da ninhada nao sofreram alteragdes
pela exposicdo materna a dieta hipercaloérica e hiperlipidica. Corroborando, outros autores
também nao encontraram modificagdes no peso corporal materno durante a manipulagdo com
dietas hiperlipidicas (43% kcal/lipidios; 51% kcal/lipidios) na fase critica (BARRAND et al.,
2017, CADENA-BURBANO et al., 2019). Por outro lado, alguns autores relatam que a dieta
hiperlipidica (60% kcal/lipidios) promove o aumento do peso corporal materno e a ingestao
calorica média ao longo de toda manipulacdo (WINTHER et al., 2018). Estudos como o de
Cadena-Burbano ef al. (2017) revelam que manipulagao materna com dieta similar também nao
altera as caracteristicas da ninhada. Quanto a ingestao calérica materna, Cadena-Burbano et al.
(2017) e Fante ef al. (2016) (46% kcal/lipidios) ndo observaram diferencas durante a gestagdo
e lactacdo. Contudo, o aumento no peso do TAB materno provocado pela exposi¢do a dieta
hiperlipidica (46% kcal/lipidios) ¢ uma das alteracdes na composi¢ao corporal anteriormente

descritas na literatura (DE FANTE et al., 2016; FRANCO et al., 2012; LEMES et al., 2018).

A exposicdo das ratas ao ambiente altamente caldrico pode desencadear mecanismos
adaptativos na ingestdo, como a redugdo no consumo bruto, com o intuito de manter o equilibrio
da ingestdao energética (CADENA-BURBANO et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2018). Essa
resposta adaptativa representa o chamado “set-point” de peso corporal, sendo gerido através do

hipotdlamo, principal responsavel por regular o balango energético (KEESEY, R.E. &
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HIRVONEN, 1997). Apesar do set-point favorecer o ganho de peso total similar entre os
grupos, a composi¢do corporal pode ser comprometida pela maior contribui¢do caldrica dos
lipidios na ingestao (MELHORN et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2018). Esse excesso de lipidios
compromete vias de sinalizacdo do balango energético, dentre elas, a insulina, e
consequentemente favorecer a estocagem da energia em gordura (BENOIT et al., 2013; CHOI
etal., 2015). Com isso, as adipocitos tendem a aumentar de tamanho e quantidade em diferentes

coxins, até mesmo em roedores resistentes a obesidade (CHOI etal., 2015; PORET et al., 2018).

O peso corporal da prole de maes hiperlipidicas foi pontualmente superior ao controle
durante a lactacdo, apesar disso do maior crescimento somatico em diferentes pontos da
lactagdo e pds-desmame. Giriko et al. (2013) descreveram menores peso € comprimento
corporais durante a lactagdo em filhotes de maes hiperlipidicas (52% kcal/lipidios). Outros
pesquisadores ndo encontraram alteracdes nas medidas murinométricas poés-desmame entre os
grupos (31% kcal/lipidios) (PINHEIRO et al., 2019). Nossos resultados de peso corporal pos-
desmame diferem de Fante et al., (2016) e Melo et al. (2014), onde a prole de maes
hiperlipidicas (47% kcal/lipidios) foram mais pesadas. No entanto, Whinter et al. (2018),
Franco et al. (2012) e Oliveira et al. (2018) também observaram aumento pontual do peso
corporal da prole de maes hiperlipidica. Outros estudos evidenciaram a dieta hiperlipidica
materna na gestacao e/ou lactagdo promove maior crescimento murinométrico na prole através
dos eixos cranianos, longitudinal e peso corporal (CADENA-BURBANO et al., 2019;
MENDES-DA-SILVA et al., 2014). Oliveira et al. (2018) relataram que a prole de maes HH

tinham maiores eixo longitudinal e comprimento da cauda que o controle no 21° DPN.

Nesse sentido, o crescimento somatico da prole durante a fase de lactagao ¢ acentuado,
mas alteragdes no aporte nutricional materno podem modificar o padrao de crescimento de sua
prole (KOJIMA; CATAVERO; RINAMAN, 2016). Alguns estudos indicam que a exposi¢ao
materna a dieta hiperlipidica ¢ capaz de intensificar a taxa de ganho de peso da prole durante a
lactagdo, mas que normaliza no p6s-desmame (CARDENAS-PEREZ et al., 2018; OLIVEIRA
et al., 2018). A elevacdo do ganho de peso destes filhotes pode ter relagdo com a maior
densidade nutricional encontrada no leite materno, rico em triglicerideos, colesterol e proteinas
(FRANCO et al., 2012). Outros aspectos também influenciam o crescimento elevado, como a
hiperleptinemia e a independéncia alimentar da prole, também em animais expostos a dietas
hiperlipidicas (60% kcal/lipidios) (FRANCO et al., 2012; KOJIMA; CATAVERO;
RINAMAN, 2016). Nesse contexto, podera ocorrer a resisténcia central a leptina, um dos sinais

de saciedade em longo prazo (FRANCO et al., 2012). Além disso, a antecipacdo da
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independéncia alimentar precoce, busca por alimentos s6lidos durante a lactagdo, ocorre na
prole exposta a dieta hiperlipidica materna (KOJIMA; CATAVERO; RINAMAN, 2016). Esse
achado se relaciona com a antecipagao do desenvolvimento de caracteristicas fisicas, como
irrupc¢do dentaria e abertura dos olhos em filhotes de maes alimentadas com dieta hiperlipidica

(FERRO-CAVALCANTTI et al., 2013).

Na avaliagdo do comportamento alimentar, a prole HH ndo diferiu quanto a ingestao
relativa e nos parametros mensurados na SCS, exceto a sutil antecipagdo do ponto de saciedade.
Em relagdo a ingestdo alimentar, Fante ef al. (2016) e Melo et al. (2014) encontraram o aumento
da ingestdo alimentar aos 28 dias de vida, na prole de camundongos oriundos de maes
hiperlipidicas. Na literatura, outros resultados apontam para auséncia da diferenga na ingestao
alimentar entre grupos aos 28 dias de vida da prole de maes hiperlipidicas (62% kcal/lipidios)
(SUN et al.,, 2013). Corroborando, a programagdo pela dieta hiperlipidica materna ndo
promoveu a diferenca na ingestao bruta ou calorica da prole do 24° ao 48° DPN (CARDENAS-
PEREZ et al., 2018). Na SCS da prole, de ambos os sexos, foi observado atraso do ponto de
saciedade e maiores frequéncia e duragcdo de alimentagdo quando as maes foram alimentadas
com dieta de cafeteria (WRIGHT et al., 2011). Contudo, animais adultos expostos a dieta
hiperlipidica (60% kcal/lipidios) apresentaram a antecipacdo do ponto de saciedade e ingestao

relativa apds administragao de um analogo ao peptideo YY (JONES et al., 2019).

O organismo jovem parece ser parcialmente resistente as alteracdes em componentes do
comportamento alimentar, geradas pela programac¢do materna através da dieta hiperlipidica
(SUN et al., 2013; YOKOMIZO et al., 2014). As repercussdes precoces, como aumento na
ingestdo e modificacdao do padrao alimentar, parecem ser potencializadas pela idade ou através
da reexposi¢do a dieta hiperlipidica no pds-desmame (YOKOMIZO et al., 2014). Nesse
contexto, o receptor MC4R representa uma das principais vias de sinalizagdo central da
saciedade sensiveis a insulina e leptina, enquanto a orexina age inversamente influenciando
comportamentos relacionados a fome (GAO; HORVATH, 2016; NUZZACI et al., 2015).
Apesar da programacdo dietética materna ndo alterar a expressdo de MC4R em nucleos
hipotalamicos, foi capaz de reduzir a orexina e o receptor de leptina, e aumentando NPY no
arqueado da prole adulta (SUN et al., 2013). Essas modificacdes observadas constituem um
ambiente que favorece, em longo prazo, o aumento da ingestao alimentar da prole e gera um

balango energético positivo (SUN et al., 2013).

A programagdo materna através da dieta hiperlipidica promoveu maior adiposidade nos

coxins retroperitoneal e epididimal da prole aos 30 dias. Nesse sentido, Lima et al. (2018)
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observaram aumento no peso relativo da gordura visceral da prole de maes alimentadas com
dieta hiperlipidica (47% kcal/lipidiosx) aos 22 dias de vida. Enquanto na prole de camundongos
alimentadas com HFD (47% kcal/lipidios), também foi relatado o aumento do peso relativo do
TAB epididimal e retroperitoneal aos 28 dias de vida (DE FANTE et al., 2016; MELO et al.,
2014). O perfil bioquimico da prole de maes hiperlipidicas apresentou-se parcialmente alterado,
pelo aumento sérico de colesterol total. Reafirmando esses achados, Lima et al. (2018)
observaram aumento do colesterol total em filhotes de maes hiperlipidicas, logo apds o
desmame (22° DPN). Nessa perspectiva, Huang et al., (2017) também descreveram que a
manipulacdo materna altera diversos parametros bioquimicos, dentre eles o aumento do

colesterol total na prole.

Esses resultados revelam que a dieta materna pode influenciar a adiposidade e perfil
lipidico da prole pela maior expressdo de genes que favorecem a lipogénese, dentre eles Mel
(Cytosolic Malic Enzyme 1) e Scdl (Stearoyl-CoA Desaturase) (HUANG et al., 2017). A Scdl
¢ uma das enzimas que age catalisando a conversdo de acidos graxos saturados em fracdes
lipidicas percussoras do colesterol e dos triglicerideos e que serdo estocados nos adipdcitos
(PATON; NTAMBI, 2009; RALSTON; MUTCH, 2015). Animais knockout Scd1”", ou cuja
enzima esta inibida, apresentam menor deposi¢do de gordura, niveis séricos de colesterol e
triglicerideos, além de favorecer a -oxidacdo (SAMPATH; NTAMBI, 2011). Por sua vez, a
enzima Mel € expressa em diversos tecidos, como os adipocitos e hepatocitos, e age
convertendo o malato em percussores da sintese de acidos graxos saturados (AL-DWAIRI et
al., 2014). A deplecdo dessa enzima reduz a taxa de ganho de peso e adiposidade gonadal e
retroperitoneal, ainda que rexposto a dieta hiperlipidica pos-desmame (AL-DWAIRI et al.,
2012). Ademais, ratos knockout Mel apresentam menor deposicao de gordura no figado, area
de adipdcitos e expressao de enzimas lipogénicas, como a FASN (Fatty Acid Synthase) (AL-
DWAIRI et al., 2012).

No presente estudo foi observada a redu¢do dos niveis séricos de creatinina da prole
oriunda de maes hiperlipidicas. Contudo, na prole adulta de maes hiperlipidicas foi observado
o aumento sérico desse metabolito (GLASTRAS et al., 2016, 2017). A creatinina ¢ um
metabolito do sistema energético muscular fosfocreatina, pelo qual o tecido produz energia em
curto prazo, com produ¢do constante (WYSS; KADDURAH-DAOUK, 2000). Devido essa
relagdo com o musculo, a creatinina tem ganhado destaque como indicador de massa muscular
(BAXMANN et al., 2008; THONGPRAYOON; CHEUNGPASITPORN; KASHANI, 2016).

Alguns pesquisadores tém evidenciado que a exposi¢do a dieta hiperlipidica ¢ capaz de reduzir
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a massa muscular e a expressdo de genes relacionados, como o Bmp4, Adam7 e Opn3 (CHOI
et al., 2015; NILSSON et al., 2016). A dieta hiperlipidica também aumenta a deposi¢do de
gordura e sinalizacao pro-inflamatdria nos musculos, comprometendo a manutengao da forga
muscular (ANDRICH et al., 2018; NILSSON et al., 2016; WU; BALLANTYNE, 2017).
Estudos clinicos tem correlacionado baixos niveis deste metabdlito ao estado nutricional e

mortalidade (THONGPRAYOON; CHEUNGPASITPORN; KASHANI, 2016).

7.2 Artigo Original 2 - Kaempferol favorece o crescimento somatico, inaltera o
comportamento alimentar, enquanto reduz a adiposidade na prole de maes

alimentadas com dieta hiperlipidica.

Na segunda parte da dissertagao, os dados foram agrupados pela manipulacao neonatal
com kaempferol, do 8° ao 21° DPN, em associacdo a exposi¢ao materna a dieta controle ou
hipercaldrica e hiperlipidica durante o periodo critico. Identificamos que durante a lactagdo a
prole HHV obteve o aumento do peso corporal do 17° DPN ao desmame. Enquanto, no grupo
HHK, iniciou o aumento no 15° até o 30° DPN. O crescimento das medidas murinométricas no
grupo HHK ocorreu a partir do 14° até¢ o 30° DPN. Apesar disso, a ingestdo média do grupo
HHK foi inferior ao grupo CK. A administragdo do kaempferol reduziu o percentual de tempo
gasto nos comportamentos classificados como “outros” e aumentou no descanso. Dessa forma,
a prole HHK e CK apresentaram uma pequena antecipa¢ao do ponto de saciedade. Em relagao,
ao TAB os animais o kaempferol reduziu o efeito da dieta hipercaldrica/hiperlipidica no peso
relativo, enquanto essa dieta reduziu a deposicdo do mesentérico. Por fim, os animais HHK

obtiveram a reduc¢ao dos niveis séricos de creatinina.

A exposi¢do materna a dieta hiperlipidica promoveu o aumento do peso corporal da
prole, sendo antecipada quando associada a administracdo do kaempferol. Ademais, esse
padrao de crescimento foi mantido no grupo HHK através dos resultados obtidos nas medidas
murinométricas. De modo similar, a prole de maes HFD, re-expostas a dieta materna e que
tiveram a administrac¢do de resveratrol no pds-desmame apresentaram maior peso corporal que
o grupo controle aos 120 dias de vida (TIAO et al., 2018). Corroborando, camundongos
expostos a HFD (60% kcal/lipidios) e extrato de flavonoides (100 e 300 mg/kg) apresentaram
maior peso corporal em comparagdo ao controle (HAO et al., 2019). Entretanto, a exposi¢ao a
HFD (45% kcal/lipidios) adicionada de quercetina (0,8%), flavonoide similar ao kaempferol,
nao foi observada diferenga entre grupos ao longo de 8 semanas (STEWART et al., 2008).

Resultados similares no peso corporal e menor ganho foram descritos em camundongos fémeas
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adultas submetidas a dieta hiperlipidica com baixo teor de flavonoides (1-2%) durante 8

semanas (AOKI et al., 2007).

O crescimento somatico exacerbado pode ter relagdo com o aumento da taxa de ganho
de peso provocado pela exposicao conjunta da dieta hiperlipidica e flavonoides (CHANG et al.,
2011). Em animais adultos submetidos a doxorubicina, droga cardiotdxica, foi observado que
o kaempferol em diferentes doses (2-10 mg/kg) pode aumentar a taxa de ganho de peso,
amenizando seus efeitos deletérios (XIAO et al., 2012). Corroborando, Chang et al. (2011)
observaram que animais adultos expostos a8 HFD e que receberam kaempferol em diferentes
doses (75 e 150 mg/kg) apresentaram maior ganho de peso que o controle sem alterar sua
ingestdo. O gasto energético, outro aspecto que influencia diretamente o crescimento somatico,
parece ser manter inalterado mediante exposicdo cronica a HFD associada a flavonoides
(STEWART et al., 2008). Nesse sentido, a administragdo aguda de kaempferol (7 mg/kg)
parece ndo reverter efeitos deletérios na atividade locomotora promovidos por fatores externos
(LAGOA et al., 2009). Ademais, os flavonoides parecem nao alterar outros parametros
relacionados a locomogdo, como a distancia total percorrida no labirinto elevado em cruz

(VISSIENNON et al., 2012).

A avaliagdo do comportamento alimentar evidenciou que o kaempferol ndo promoveu
a antecipagdo do ponto de saciedade em ambas as dietas, nem alterou a ingestdo relativa e a
microestrutura da SCS. Corroborando, Chang et al. (2011) ndo observou diferenca na ingestao
alimentar em ratos adultos submetidos a dieta hiperlipidica e diferentes doses de kaempferol
(75, 150, 300 mg/kg) por 8 semanas. Stweart ef al. (2008) também ndo observou diferenca na
ingestdo semanal em animais adultos submetidos a HFD suplementada com quercetina. A dieta
hiperlipidica com baixo percentual de flavonoides ndo promoveu alteragdes no consumo
alimentar durante as 8 semanas de manipulaciao nutricional das camundongos fémeas com 56
dias (AOKI et al., 2007). Na SCS, outros pesquisadores observaram a modificagdo no padrao
de comportamentos, mas houve a antecipagdao do ponto de saciedade em ratos expostos ao
estresse da separacdo materna durante o ciclo escuro, fase de maior atividade (DA SILVA et
al., 2014). Corroborando, a administracdo do antipsicético olanzapina antecipou o ponto de
saciedade e inalterou o tempo de laténcia em ratas adultas, mas reduziu o tempo de alimentagao

(COOPER; GOUDIE; HALFORD, 2009).

A ingestdo alimentar similar nos grupos ¢ um possivel sinal de que a programagao
materna nas populagdes neurais hipotalamicas, responsaveis por gerir o balanco energético, sao

mais evidentes no animal adulto (GALI RAMAMOORTHY et al., 2018). Corroborando, os
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compostos fenolicos parecem exercer pouca influéncia na modulagao dos sistemas centrais que
regulam em longo prazo do comportamento homeostatico, dentre eles o serotoninérgico
(OKUDA etal., 2014). Apesar do kaempferol ndo alterar os pardmetros da SCS da prole, alguns
estudos revelam a influéncia dos compostos bioativos em favorecer breves sinais de saciedade,
por seus efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios (PANICKAR, 2013). A exposi¢cdo aos
polifenodis pode interagir com a microbiota intestinal contribuindo para expressao de peptideos
intestinais, como o peptideo YY (PYY) e o peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) (DAO
etal.,2011; VAN HUL; CANI, 2019). Esse conjunto de sinais periféricos atuam sinergicamente
na regulacdo da ingestdo alimentar em curto prazo, promovendo a saciedade através da sua

integragdo com os nucleos hipotalamicos (DE SILVA; BLOOM, 2012).

No grupo HHK houve a menor adiposidade em comparagao ao HHV, entretanto nao ha
diferenga com o grupo controle. Em oposi¢do, Chang et al. (2011) ndo observaram a redugao
da adiposidade nos coxins de animais adultos expostos a dieta HFD e diferentes doses de
kaempferol comparados ao grupo HFD que recebeu veiculo. Resultados similares foram
observados em camundongos submetidos a dieta HFD acrescida de quercetina, ndo houve
diferenga na adiposidade em comparacdo ao grupo controle (STEWART et al., 2008).
Entretanto, animais adultos que receberam suplementacdo de kaempferol (0,15%) na dieta
hiperlipidica também apresentaram redugdo no percentual de gordura no coxim epididimal
(ZANG et al., 2015). A reducao no peso do coxim epididimal foi observado em roedores que
receberam dieta HFD (61% kcal/lipidios) concomitante a luteonina (10 mg/kg) durante 8
semanas (GENTILE et al., 2018a). Camundongos jovens alimentados com dieta HFD (61%
kcal/lipidios) e que receberam apigenina (10 mg/kg), pertencente ao grupo dos flavonoides,
apresentaram a reducdo da adiposidade do coxim epididimal em relacdo ao grupo HFD

(GENTILE et al., 2018Db).

A reducao da adiposidade em modelos experimentais pode ter relacdo com a capacidade
que os compostos bioativos tém de interagir com vias lipogénicas (MOSETI; REGASSA; KIM,
2016). Estudos in vitro evidenciaram que a exposi¢ao aos flavonoides, como o kaempferol,
reduzem a expressao génica do PPAR-y, FABP-4 ¢ CEBP/a no figado e tecido adiposo branco
(HAO et al., 2019; VARSHNEY et al., 2019). Esses genes atuam na regulacao da adipogénese
através da diferenciagdo dos pré-adipocitos em adipocitos (LEFTEROVA et al., 2014;
MOSETI; REGASSA; KIM, 2016). Os compostos bioativos também amenizam o estresse
oxidativo nos adipocitos de animais HFD, reduzindo a expressao de adipocinas que alteram o

metabolismo lipidico (CHEN et al., 2013; JAYARATHNE et al., 2017; OJULARI; LEE; NAM,
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2019). A oxidacao do colesterol LDL, por exemplo, representa outro marcador da adipogénese
alvo dos compostos bioativos, dentre eles o resveratrol, inibindo sua formacdo (CHEN et al.,
2013; LIU; CHEN; LI, 2017). Ademais, animais adultos submetidos a dietas hiperlipidicas, a
administracdo do kaempferol parece amenizar os efeitos hipertrofico e hiperplasico nos

adipocitos, assim como o grau de esteatose hepatica (CHANG et al., 2011).

Os animais do grupo HHK nao apresentaram alteracdes no perfil bioquimico, exceto
pela redugdo nos niveis séricos de creatinina. Corroborando com nossos achados , a
administracdo de flavonoides em associacdo & HFD ndo reduziu os niveis séricos de
triglicerideos, colesterol total e glicose (HAO et al., 2019). Por outro lado, divergindo dos
nossos resultados, a administracdo de apigenina em camundongos expostos a HFD pareceu
favorecer a redug¢dao dos niveis séricos de colesterol total, triglicerideos e glicose séricos
comparados a HFD (GENTILE et al., 2018b). A reducdo progressiva e sérica de creatinina,
ureia e acido urico foram relatadas em ratos Wistar cuja administragdo intragastrica de
Caralluma fimbriata diluida em dgua destilada ocorreu junto a exposicao de dieta HFD (60%
kcal/lipidios) (GUJJALA et al., 2016). Ratos Sprague-Dawley também apresentaram a redugao
da creatinina sérica quando expostos ao extrato de gengibre, rico em compostos bioativos, e
alimentados com HFD (BIN-MEFERIJ et al., 2019). Ratos expostos a HFD (60% kcal/lipidios)
na vida adulta e a quercetina (5 mg/kg) durante a senescéncia apresentaram a reducao dos niveis

séricos de creatinina quando comparados ao grupo HFD que recebeu veiculo (KIM et al., 2019).

A creatinina ¢ um dos metabolitos gerados através da degradagdo da fosfocreatina,
recurso energético em curto prazo, comumente nos musculos esqueléticos (WYSS;
KADDURAH-DAOUK, 2000). Porém, esse sistema ¢ preservado quando outras rotas
energéticas sdo prioritariamente requeridas, como a B-oxidagdo (BAKER; MCCORMICK;
ROBERGS, 2010). Nesse sentido, alguns pesquisadores tem destacado que os compostos
bioativos podem otimizar a conversao do gordura em energia, modulando genes envolvidos na
3-oxidacdo (RAINS; AGARWAL; MAKI, 2011; RUPASINGHE et al., 2016). No figado ¢ o
tecido adiposo branco de animais expostos a dieta hiperlipidica (31,7% lipidios) adicionada de
polifenois (0,5%) houve o aumento na expressao da acil-CoA oxidase (FUKUCHI et al., 2008).
Outros autores sugerem que os compostos também estimulam a biogénese mitocondrial e a
expressao de proteinas mitocondriais, como a carnitina palmitoiltrasnferase 1 (CTP-1),
proteina desacopladora 1 (UCP-1) e sirtuina 1 (Sirt-1) (MEYDANI; HASAN, 2010; ZHANG
et al., 2019). Esse conjunto de modificacdes pode estar envolvido na redugdo da adiposidade

dos animais submetidos a dieta HFD, mas que receberam algum polifenol (FUKUCHI et al.,
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2008). Adicionalmente, a redugdo da creatinina pode ter relacdo com a capacidade dos
compostos bioativos em amenizar os danos oxidativos e funcionais nos rins, provocados pela

dieta hiperlipidica (GUJJALA et al., 2016).
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8 CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou que a manipulagdo materna através da dieta hiperlipidica
promoveu maior crescimento somatico, adiposidade visceral, colesterol total, redugdo da
creatinina e a sutil antecipagao no ponto de saciedade. Entretanto, a exposicao materna a dieta
hiperlipidica associada a administragdo neonatal de kaempferol favoreceram o maior
crescimento somatico, reducdo da creatinina sérica, adiposidade visceral e antecipac¢do do ponto

de saciedade.
8.1 Perspectivas

O presente estudo proporcionou alguns resultados que auxiliam no esclarecimento dos
efeitos da exposicdo materna a dieta hipercaldrica/hiperlipidica sobre comportamento
alimentar, bioquimicos e somaticos da prole que recebeu kaempferol. Nesse sentido, outras
possibilidades de investigacdo surgem para endossar nossos resultados, como analises
moleculares e celulares de vias relacionadas ao balango energético, composicao corporal e
sistemas de neurotransmissdao. Dessa forma, a imunohistoquimica para SERT e SHT nos
nucleos hipotalamicos, encontra-se em processamento com o intuito de complementar os
resultados comportamentais, bioquimicos e somaticos. Pois, ainda sdo escassos os estudos que
investigam o papel de alguns compostos bioativos, como o kaempferol, no contexto do periodo

neonatal e visando potenciais efeitos protetores da programacao materna.
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ANEXO A - PARECER DO CEUA PARA TESTE DA PROTEINA.

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias

Recife, 04 de julho de 2018.
Oficio n° 52/18

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

Centro Académico de Vitoria

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 0043/2018

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagédo in vivo da qualidade proteica da
clara de ovo liofilizada como substituta dacaseina na elaboragdo de uma dieta
experimental baseada na AIN93’, Registrada com o n° 0043/2018 sob a
responsabilidade de Prof.? Raquel da Silva Aragdo que envolve a produ@éq.
manutencao ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encantra-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 EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela
COMISSAO DE ETICA NOUSO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL
DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de 04/07/2018.

Finalidade [ () Ensino (X) Pesquisa Cientifica 4
Vigéncia da autorizacdo 01/09/2018 a 01/07/2019 —
Espécie/linhagem/raca Rato heterogenico |
’F" de animais 30 #
| Pesolldade 50-70g/ 21 dias
Sexo Macho (30)
brigem : Departamento de Nutricdo - UFPE j

Atenciosamen ﬁ"

Prof. Sebastido R. F. Silve
Vlice-Presidente CEUAIUFPE
SIAPE 2345591

UFPE
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ANEXO B - PARECER DO CEUA PARA EXECUCAO DO MESTRADO.

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias
Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife — PE - Brasil
Fones: 2126 8842

u ceuva@uipe.br

Recife, 15 de abril de 2019

Oficio n® 17/19

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

Centro Académico de Vitoria - Cav

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 0001/2019

Certificamos que a proposta intitulada “Exposigdo materna a dieta hipercalérica e
hiperlipidica e tratamento neonatal com kaempferol: perfil bioquimico,
comportamento alimentar e a expressido hipotalimica do transportador de
serotonina (SERT) na prole.” registrado com o n°® 0001/2019 sob a responsabilidade
de Prof.2 Raquel da Silva Aragao que envolve a produgéo, manutengéo ou utilizagio
de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com 0s 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
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
(UFPE), em reunido de 27/03/2019.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagéo 01/06/2019 a 30/10/2020

Espécie/linhagem/raca Rato heterogenico

N° de animais 144

Peso/ldade 200 — 260g/ 90 a 120 dias

Sexo Macho (112) fémea (32)

Origem Bioterio do Laboratorio de Nutrigao/
UFPE

Atenciosamente,
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Prof. Sebastigo R, F, Silva
Vice-Presidents CEUANUFRE
SIAPE 2345891
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