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RESUMO

O desenvolvimento pds-natal, depende de influéncias ambientais que podem induzir
consequéncias a curto e a longo prazo durante toda a vida, podendo intervir na
formacéao do fendtipo. Certos componentes que formam parte dos alimentos chamados
de “compostos bioativos” podem ter efeitos benéficos, inclusive protetores. Dentre
esses compostos destacam-se os polifendis, principalmente o kaempferol e o
resveratrol, que possuem propriedades biolégicas semelhantes. Dessa forma, o
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da administragdo neonatal de
kaempferol e resveratrol sobre o crescimento somatico, desenvolvimento da locomogao,
comportamento alimentar, perfil bioquimico e flexibilidade metabdlica muscular de ratos
machos. Durante a lactagao, ratos machos Wistar foram distribuidos em trés grupos de
acordo com o tratamento farmacolégico recebido: Veiculo (n=53), Kaempferol (n=55) e
Resveratrol (n=50). As administra¢gdées ocorreram por via intraperitoneal do 1° ao 21° dia
pos-natal (DPN). Os animais foram alimentados com dieta padrdo de laboratério
(Presence®, Brasil) durante todo o experimento. Durante o periodo de lactagéo foram
avaliados o peso corporal e o eixo-longitudinal. A partir do desmame (21° DPN), cada
grupo farmacolégico foi subdividido segundo o status nutricional: alimentado (Veiculoa,
Kaempferola, Resveratrola) e jejum de 24 horas (Veiculoay, Kaempferolap,
Resveratrol,sn). O peso corporal e o eixo-longitudinal continuaram sendo avaliados a
cada sete dias. O consumo alimentar foi avaliado em dois periodos (24° ao 29° DPN) e
(54 ° ao 59° DPN). No status alimentado, a atividade locomotora, foi avaliada no 8°, 14°,
17°, 21°, 30°, 60° DPN. Assim como, no 30° e 60° DPN no status alimentado e jejum de
24 horas. Consecutivamente foi avaliada a sequéncia comportamental de saciedade
apenas nos animais jejum de 24 horas no 30° e 60° DPN. Aos 62 dias, foi realizado o
teste de toleréncia a glicose intraperitoneal (GTTip). Aos 70 dias, apdés o sacrificio,
foram coletados e pesados érgéos e tecidos, avaliado o perfil bioquimico e a expressao
de genes relacionados com o metabolismo muscular. No final da lactagdo, o grupo
kaempferol apresentou maior peso corporal. O grupo resveratrol mostrou melhor
desempenho locomotor. Ambos os polifendis apresentaram maior resposta glicémica no

inicio do GTTip. No 30° DPN, houve a antecipacdo do ponto de saciedade para ambos



os polifendis, contudo, apenas o grupo resveratrol teve modificagdo da microestrutura
do comportamento alimentar. Esse efeito ndo se manteve no 60° DPN. N&o houve
diferenga no consumo alimentar entre os grupos. Animais Veiculosy percorreram maior
distdncia em detrimento da poténcia média. O jejum diminuiu os niveis de glicose,
triglicerideos, colesterol total e o peso relativo do figado em relagdo aos animais em
status alimentado. O jejum aumentou os niveis de HDL, o peso relativo do encéfalo, do
tecido adiposo epididimal, a expressao génica do Bhad e Pdk4. Podemos concluir que
o0 uso de polifendis durante o periodo critico do desenvolvimento, em especial o
resveratrol, sdo capazes de influenciar o fendtipo durante seu uso, assim como a
mediano prazo (adolescéncia). As diferengas encontradas entre o kaempferol e o

resveratrol podem estar relacionadas com sua estrutura quimica.

Palavras-chave: atividade locomotora; comportamento alimentar; flexibilidade
metabdlica; kaempferol; polifendis; resveratrol.



ABSTRACT

Postnatal development depends on environmental influences that can induce short- and
long-term consequences throughout life and may intervene in the formation of the
phenotype. Certain components that form part of food called “bioactive compounds” can
have beneficial, including protective, effects. Among these compounds, polyphenols
stand out, mainly kaempferol and resveratrol, which have similar biological properties.
Thus, the present study aimed to evaluate the effects of neonatal administration of
kaempferol and resveratrol on somatic growth, locomotion development, feeding
behavior, biochemical profile and muscular metabolic flexibility of male rats. During
lactation, male Wistar rats were divided into three groups according to the
pharmacological treatment received: Vehicle (n=53), Kaempferol (n=55) and Resveratrol
(n=50). The administrations took place intraperitoneally from the 1st to the 21st
postnatal day (PND). The animals were fed a standard laboratory diet (Presence®,
Brazil) throughout the experiment. During the lactation period, body weight and
longitudinal axis were evaluated. After weaning (21st PND), each pharmacological
group was subdivided according to nutritional status: fed (Vehiclereq, Kaempferolreg,
Resveratrolreq) and fasting for 24 hours (Vehicleras;, Kaempferolgas, Resveratrolgss).
Body weight and longitudinal axis continued to be evaluated every seven days. Food
consumption was evaluated in two periods (24th to 29th PND) and (54th to 59th PND).
In the fed status, locomotor activity was evaluated at the 8th, 14th, 17th, 21st, 30th, 60th
PND. As well as, in the 30th and 60th PND in fed and 24-hour fasting status.
Consecutively, the behavioral sequence of satiety was evaluated only in animals fasting
for 24 hours on the 30th and 60th PND. At 62 days, the intraperitoneal glucose tolerance
test (GTTip) was performed. At 70 days after sacrifice, organs and tissues were
collected and weighed, the biochemical profile and expression of genes related to
muscle metabolism were evaluated. At the end of lactation, the kaempferol group had
higher body weight. The resveratrol group showed better locomotor performance. Both
polyphenols showed a higher glycemic response at the beginning of the GTTip. On the
30th PND, there was an anticipation of the satiety point for both polyphenols, however,

only the resveratrol group had a change in the microstructure of eating behavior. This



effect was not maintained in the 60th PND. There was no difference in food
consumption between groups. Vehiclersst animals covered a greater distance at the
expense of average potency. Fasting decreased the levels of glucose, triglycerides, total
cholesterol and the relative weight of the liver in relation to animals in fed status. Fasting
increased HDL levels, relative brain weight, epididymal adipose tissue, Bhad and Pdk4
gene expression. We can conclude that the use of polyphenols during the critical period
of development, especially resveratrol, are able to influence the phenotype during its
use, as well as in the medium term (adolescence). The differences found between

kaempferol and resveratrol may be related to their chemical structure.

Keywords: locomotor activity; feeding behavior; metabolic flexibility; kaempferol;
polyphenols; resveratrol.
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1 INTRODUCAO

Durante o periodo perinatal, sob o abrigo materno intra e extrauterino, ocorrem
fendbmenos extraordinarios, rapidos e intensos, concernentes ao crescimento e
desenvolvimento do filhote mamifero (BARKER, 1991; BATESON et al., 2004;
GLUCKMAN, HANSON e BEEDLE, 2007) caracterizados por uma rapida hiperplasia,
hipertrofia e diferenciagao celular de érgaos e tecidos (DESAI e HALES, 1997). Esses
acontecimentos nesses ambientes perinatais, por poderem induzir consequéncias a
curto e a longo prazo durante toda vida, sdo considerados preditivos de mudangas
subsequentes do fendtipo (BARKER, 1991; BATESON et al.,, 2004; GLUCKMAN,
HANSON e BEEDLE, 2007). Entende-se por fendtipo as caracteristicas observaveis ou
caracteres de um organismo de uma dada espécie, ou seja: morfologia,
desenvolvimento, propriedades bioquimicas, propriedades fisiolégicas, comportamento
(DE VIENNE, 2022). O periodo perinatal de crescimento e desenvolvimento rapidos nos
mamiferos, em particular nos filhotes murino e humano, revela-se critico e vulneravel as
mudangas ambientais (DOBBING, 1970; MORGANE et al., 1993).

Nesse paradigma que destaca a relevancia do ambiente na formagdo do
fendtipo, varios estudos epidemioldgicos e experimentais sobre o desenvolvimento de
mamiferos, incluindo o rato e o homem, demonstram que variagdes ambientais na vida
perinatal podem levar as mudancgas fenotipicas com repercussées na vida adulta, por
vezes, deletérias e, por vezes, benéficas no sentido evolutivo (DE MOURA, LISBOA e
PASSOS, 2008; ALFARADHI e OZANNE, 2011; BENTO-SANTOS et al.,, 2012). A
nutricdo € uma das varidveis mais bem documentadas no estudo da plasticidade
fenotipica por ser fator ambiental imprescindivel para o crescimento e o
desenvolvimento do organismo em todas as espécies (MORGANE et al., 1993;
BATESON et al., 2004; WALKER, 2005; GLUCKMAN et al., 2007).

Nos ultimos anos, tem ganhado espago o estudo de certos componentes que
formam parte dos alimentos chamados de “compostos bioativos” que podem ter efeitos
benéficos, inclusive protetores, que atuam através de mecanismos epigenéticos
semelhantes aqueles que interferem na plasticidade fenotipica (STEVANOVIC, DIOUF

e GARCIA-PEREZ, 2009). Dentre esses componentes, destacam-se os polifendis,
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abundantes nas frutas, vegetais e chas (BARET et al., 2013). Os quais apresentam
uma ampla gama de propriedades anticancerigenas, antiteratogénicas, cardioprotetoras
e neuroprotetoras (STEVANOVIC, DIOUF e GARCIA-PEREZ, 2009).

Os polifendis formam parte das estratégias nutricionais que auxiliam no
tratamento de doencgas crénicas nao transmissiveis como a obesidade, dislipidemias,
diabetes e suas complicagdes (CORY et al., 2018; GROSSO, 2018; KOCH, 2019;
SANCHES-SILVA et al.,, 2020; FELDMAN et al., 2021; LACERDA et al., 2022) por
serem capazes de modular o metabolismo da glicose, perfil de lipidios, atividade
hormonal e enzimatica (VINAYAGAM e XU, 2015; FELDMAN et al., 2021). Isso néo
significa que individuos saudaveis ndo possam se beneficiar da inclusdo dos polifendis
através da alimentagao, ja que o consumo de frutas e hortaligas, fonte de polifendis,
sao marcadores de padrdes saudaveis de alimentagcado e seu consumo esta associado a
menor risco de apresentar doencgas cronicas nao transmissiveis (GROSSO, 2018).

Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS), o consumo diario de frutas e
hortalicas deveria ser de 400 gramas, o que equivale, aproximadamente, ao consumo
diario de cinco porgdes desses alimentos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).
Dados do Sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e Protegao para Doengas Crénicas
por Inquérito Telefénico (VIGITEL), realizado na populagéo adulta (>18 anos), mostram
que, a frequéncia do consumo regular de frutas e hortalicas € de 34,2%, sendo maior
entre as mulheres (41,0%) do que entre os homens (26,2%) e a frequéncia de consumo
recomendado de frutas e hortalicas € de 22,1%, sendo maior entre as mulheres (26,4%)
do que entre homens (16,9%) (VIGITEL, 2021). Em relagéo, as criangas menores de 5
anos, o Estudo Nacional de Alimentacdo e Nutricdo Infantil (ENANI) revelou que, a
prevaléncia do ndo consumo de frutas e hortalicas entre criancas de 6 a 23 meses de
idade foi de 22,2% e de 27,4% entre criancas de 24 a 59 meses de idade para o Brasil
(ENANI, 2019).

Dentre os polifendis, com importantes atividades bioldgicas, destacam-se o
kaempferol e o resveratrol (CALDERON-MONTANO et al., 2011; WEN et al., 2021;
CIANCIOSI et al., 2022). O kaempferol possui importante efeito sobre a captagdo de
glicose no musculo esquelético (ZANATTA et al., 2008), reversao de dislipidemias
(KONG et al, 2013; KADIOGLU et al., 2015), ativagdo do hormdnio tireoidiano,
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consequentemente, aumentando o gasto energético (DA-SILVA et al., 2007). Em
relacdo ao resveratrol (3,5,4'-trihydroxystilbene), estudos clinicos sugerem que o
resveratrol € capaz de melhorar a sensibilidade a insulina e reduzir os niveis
plasmaticos de glicose e insulina em pacientes com diabetes tipo 2 e atuar de maneira
semelhante a restricdo calérica em individuos obesos (TIMMERS et al., 2011; BHATT,
THOMAS e NANJAN, 2012). Estudos em animais tem demonstrado que o resveratrol
pode estimular o gasto de energia e proteger contra o ganho de peso induzido por uma
dieta rica em gordura (BAUR et al., 2006; LAGOUGE et al., 2006; SHANG et al., 2008).

Dentre os diversos comportamentos que sdo maturados durante o periodo pos-
natal inicial, temos o comportamento motor cujo componente da locomogao é bastante
estudado (WESTERGA e GRAMSBERGEN, 1990; JORDAN, 1998). Para que aconteca
um adequado desenvolvimento da atividade locomotora precisa-se da integridade,
maturagdo e integracdo entre sistema nervoso central (SNC) e musculoesquelético
(FOX, 1965; GRAMSBERGEN, 1998). A embriogénese muscular ocorre precocemente
no desenvolvimento, sendo que o periodo pos-natal precoce também apresenta grande
importancia por ser o periodo de diferenciacdo e estabelecimento do fenétipo muscular
(PUNKT, NAUPERT e ASMUSSEN, 2004).

Por ser um o6rgdo extremamente plastico, o0 musculo esquelético, pode
apresentar variagdes no tamanho, metabolismo e propriedades funcionais devido a
condigao fisiolégica ou patolégica (HARRIDGE, 2007; BAAR, 2010). Dessa forma, o
musculo esquelético é considerado um dos tecidos que governam a flexibilidade
metabdlica (SMITH et al., 2018). A flexibilidade metabdlica pode ser definida como a
capacidade de um organismo de responder ou se adaptar de acordo com as mudangas
na demanda metabdlica ou energética, ao jejum periddico, a composigao variavel das
refeicbes, a atividade fisica e as flutuagbes ambientais (GOODPASTER e SPARKS,
2017; SMITH et al., 2018).

A flexibilidade metabdlica € considerada essencial para manter a homeostase
energética em tempos de excesso caldrico ou restricao calérica (SMITH et al., 2018).
Dentre o complexo controle da flexibilidade metabdlica também devemos considerar as

mudangas comportamentais que estao ligadas ao consumo alimentar e a procura por
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alimento (influenciando a locomogao) e ndo somente as questbes do metabolismo
propriamente (JORDAN, 1998).

Diante do exposto, ambos polifendis apresentam efeitos benéficos a saude. No
entanto, ainda s&o escassos os estudos que avaliem em modelos experimentais a
utilizacdo do kaempferol ou resveratrol durante o periodo critico do desenvolvimento.
Dessa forma, a pergunta condutora desta tese foi: “Quais serdo os efeitos da utilizagao
precoce de kaempferol ou resveratrol sobre o crescimento somatico, desenvolvimento
da locomogédo, comportamento alimentar, perfil bioquimico e expressdo génica de
marcadores de metabolismo muscular de ratos machos? Além disso, qual sera a
resposta desses parametros diante o desafio metabdlico de jejum de 24 horas?

A pesquisa foi desenvolvida em colaboragdo com os laboratérios da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE): Laboratério de Fisiologia da Nutricdo Naide Teoddsio
(LAFINNT), Laboratério de Estudos em Nutricdo e Instrumentacdo Biomédica (LENIB),
Unidade de Estudos em Nutricdo e Plasticidade Fenotipica (UENPF), e o Laboratério de
Nutricdo, Atividade Fisica e Plasticidade Fenotipica do Centro Académico de Vitoria
(CAV).

O estudo gerou dois artigos cientificos originais, os quais serdo enviados para
publicagdo apds corregdes. O primeiro artigo intitulado “Efeitos do uso neonatal de
kaempferol ou resveratrol no desenvolvimento somatico e na locomogao de ratos
machos”. O segundo artigo intitulado “Repercussées da administragcao neonatal de
kaempferol ou resveratrol na atividade locomotora, comportamento alimentar,

perfil bioquimico e flexibilidade metabdlica muscular de ratos machos”.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLASTICIDADE E DESENVOLVIMENTO

Dobbing (1965) formulou o conceito de “periodo critico do desenvolvimento” que
corresponde as janelas de tempo em que os tecidos e 6rgdos sdo susceptiveis a
injurias, desenvolvendo alteragbes permanentes na estrutura e fungcdo. Em seu
trabalho, Dobbing focou-se no periodo critico para o desenvolvimento do sistema
nervoso central, porém, hoje se sabe que todos os sistemas apresentam periodos de
rapida proliferacdo e diferenciagcao celular em que estdo mais vulneraveis a insultos
ambientais (DOBBING, 1965; CAMERON e DEMERATH, 2002). Esses periodos
criticos para o desenvolvimento correspondem, no homem, a gestacao, lactagéo e
primeira infancia (CAMERON e DEMERATH, 2002) em que 6rgaos e sistemas do corpo
apresentam grande plasticidade (BARKER, 2003).

A plasticidade do desenvolvimento é definida como o fendbmeno pelo qual um
gendtipo pode dar origem a diferentes estados fisioldgicos ou morfolégicos em resposta
a diferentes condigcbes ambientais durante o desenvolvimento (WEST-EBERHARD,
2005). Dessa forma, a plasticidade do desenvolvimento permite ao organismo em
formagdo modificar sua trajetéria de crescimento e desenvolvimento através de
processos adaptativos (GLUCKMAN, HANSON e PINAL, 2005).

No humano, o desenvolvimento do SNC caracteriza-se por eventos que ocorrem
desde o primeiro trimestre de gestacdo até o inicio do segundo ano de vida
(MORGANE, MOKLER e GALLER, 2002). Considerando a curva de crescimento
cerebral, podemos observar que a maior taxa de mudangas ocorre, no homem, do
ultimo trimestre de gestagdo ao segundo semestre pos-natal (MORGANE, MOKLER e
GALLER, 2002). No rato, o desenvolvimento do SNC segue o mesmo perfil de
maturagcao, sendo observadas diferencas em relacdo aos humanos apenas no periodo
em que cada estagio acontece (MORGANE, MOKLER e GALLER, 2002). Por exemplo,
no rato, a maior velocidade de modificagdes durante a maturacdo do SNC ocorre nas
trés primeiras semanas apos o parto (MORGANE, MOKLER e GALLER, 2002).

Considerando esse periodo de grande plasticidade, sabe-se que 0 organismo em

desenvolvimento se adapta as condigdbes ambientais, como, por exemplo, de baixo
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aporte nutricional, modificando sua trajetoria de crescimento e metabolismo no sentido
de melhorar o aproveitamento energético e aumentar a capacidade de armazenar
energia (HALES e BARKER, 1992). Esta hipdtese foi denominada a hipétese do
fendtipo poupador segundo Hales e Barker (HALES e BARKER, 1992). Contudo, Wells
(2010) propés um novo modelo para explicar a relagédo entre 0 ambiente perinatal, a
trajetdria de desenvolvimento do individuo e o aparecimento de doengas na vida adulta.
Este modelo é constituido de dois componentes de fendtipo metabdlico: “capacidade
metabdlica” que seria representada pelo peso ao nascer e “carga metabdlica” que seria
a trajetéria de crescimento podendo ser representado pelo ganho de peso, estatura,
massa gorda ou massa magra (WELLS, 2010). Por conseguinte, o risco do
aparecimento da sindrome metabdlica e doencga cardiovascular podem ser atribuidos a
razado de carga metabdlica para capacidade metabdlica (WELLS, 2010). Por exemplo,
Wells (2010) observou criangas que nascem com baixo peso corporal (ou seja, baixa
capacidade metabdlica) e que tem crescimento acelerado (ou seja, alta carga
metabdlica), possuem grande carga sobre uma pequena capacidade, e essa
incompatibilidade estaria relacionada com a prevaléncia de doencgas crbnicas nao
transmissiveis na vida adulta.

Desta forma, o excesso de nutrientes no periodo fetal e na infancia predispde o
individuo adulto a doencas cardiovasculares e diabetes tipo Il, ou aos fatores de risco
associados, como a hipertensao, a intolerancia a glicose e a hiperlipidemia (ARMITAGE
et al., 2004; ARMITAGE, TAYLOR e POSTON, 2005; BARKER, 2007; TAYLOR e
POSTON, 2007). Tanto a hipétese do fendtipo poupador (thrifty phenotype hypothesis)
quanto o modelo de capacidade-carga metabdlica estdo inseridos na “Origem
Desenvolvimentista da Saude e da Doenga” ou, em termos mais amplos, na
“Plasticidade Fenotipica”. Os processos envolvidos nesse fenbmeno ainda nao estéao
totalmente esclarecidos, mas parecem estar relacionados a mecanismos epigenéticos
(GLUCKMAN, HANSON e PINAL, 2005; HANSON e GLUCKMAN, 2011).

Os efeitos epigenéticos sao gerados por meio de modificagbes quimicas sobre
as proteinas histonas e o DNA que compdem a cromatina, com consequente efeito
sobre a expressdao de genes (WELLS, 2010). Este processo permite que a

reprogramacgao do fenétipo materno influencie o perfil epigenético da prole, gerando
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efeitos em longo prazo sobre seu fendtipo (WELLS, 2010). As alteragdes fenotipicas
ocorrem devido aos sinais que o ambiente envia ao feto e ao individuo em
desenvolvimento, como estratégia de prepara-lo as condi¢gdes futuras previstas
(HANSON e GLUCKMAN, 2011).

2.2 ATIVIDADE LOCOMOTORA

Os eventos relacionados ao desenvolvimento da locomogdo seguem uma
sequéncia pré-determinada e caracteristica nas diferentes espécies (MUIR, 2000). Em
ratos, esta sequéncia ja foi observada e descrita na literatura (WESTERGA e
GRAMSBERGEN, 1990) e ocorre de maneira coordenada, sendo necessarias:
integridade, maturagcdo e integragdo entre os sistemas nervoso central (SNC) e o
musculoesquelético (FOX, 1965; GRAMSBERGEN, 1998).

No rato, a maior parte das projegdes descendentes cerebrais, que iniciam e
modulam o movimento, alcanga a medula espinhal alguns dias antes do nascimento
(CLARAC et al., 1998; JORDAN, 1998). Na primeira semana pés-natal sdo adquiridos o
controle inicial da cabeca e dos membros anteriores (CLARAC et al., 1998; VINAY et
al., 2005). Neste periodo, a principal atividade locomotora no rato consiste em rastejar
de forma ineficiente, apenas com a utilizagdo das patas anteriores, ja que os membros
posteriores se apresentam em extensdo (CLARAC et al., 1998; GRAMSBERGEN,
1998).

Movimentos de flexdo e extensdo laterais do tronco, também sao apresentados
nesse periodo, os quais favorecem o pivoteamento do animal e auxiliam na ativagao da
musculatura do tronco (GRAMSBERGEN, 1998). Desta forma, rastejamento e
pivoteamento sdo os tipos de locomogao predominantes até a metade da segunda
semana pos-natal (WESTERGA e GRAMSBERGEN, 1990; CLARAC et al., 1998).
Durante este periodo, o animal comega a apresentar melhor ativacdo da musculatura
extensora dos membros posteriores (BROCARD, VINAY e CLARAC, 1999).

A partir da metade da segunda semana, o animal ja& consegue caminhar
sustentando seu peso sobre as quatro patas (CLARAC et al., 1998). A partir do 11° dia

pos-natal em diante, uma transicdo ocorre do rastejar para a caminhada com a
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superficie ventral do corpo longe do chao(WESTERGA e GRAMSBERGEN, 1990). A
partir de entdo, ha uma rapida maturagao funcional dos membros posteriores (CLARAC
et al., 1998) e aumento da atividade exploratéria (BA e SERI, 1995). No 14° dia pds-
natal, aparecem os primeiros movimentos verticais (CLARAC et al., 1998).

Ao final da segunda semana de vida, os padrdes de movimento e locomogao
apresentam-se semelhantes aos do animal adulto (WESTERGA e GRAMSBERGEN,
1990; BA e SERI, 1995; CLARAC et al., 1998; GRAMSBERGEN, 1998). Contudo, até o
21° dia pos-natal, ainda ocorrerao melhora na ativacdo da musculatura e maturacao de
algumas vias descendentes, até atingirem o nivel de fungdo do animal adulto (CLARAC
et al., 1998, GRAMSBERGEN, 1998; GRAMSBERGEN et al., 1999) permitindo a
realizagdo de movimentos mais complexos (BA e SERI, 1995).

A partir do desmame, ou seja, 21° dia pds-natal, ha coincidéncia na ativagéo da
musculatura do tronco e membros inferiores, indicando que estes apresentardo maior
papel na propulsdo (GRAMSBERGEN et al., 1999) tornando a locomog¢ao mais eficiente
do ponto de vista metabdlico (GRAMSBERGEN et al., 1999). Do 25° até 45° dia pés-
natal, observa-se aumento da atividade locomotora e diminuicdo da atividade
exploratéria (BA e SERI, 1995).

Segundo Sinnamon (1993) a locomogao pode ser induzida por diferentes
circunstancias comportamentais. Nesse sentido, ele diferenciou trés tipos de sistemas

LEI1]

que motivariam a locomogao: “sistema relacionado ao apetite” “sistema exploratorio” e
“sistema defensivo” (SINNAMON, 1993). Dessa forma, a locomogado desempenha
papéis diferentes nos trés sistemas. Para o sistema relacionado ao apetite, a
locomogao permite ao animal entrar em contato com estimulos de incentivo, como o
alimento e consumacao (por exemplo, comer). Para o sistema defensivo, a locomogao
atua aumentando a distancia entre o animal e estimulos ameacgadores ou dolorosos. No
sistema exploratério, a locomogao é direcionada a estimulos distais os quais estao
relacionados com as caracteristicas do ambiente (SINNAMON, 1993). Segundo Kelley
(1993), animais submetidos a privagdo de alimento podem ser mais ativos e podem
explorar mais o ambiente do que os animais saciados. O aumento da atividade
locomotora durante a restricao alimentar é interpretado como o reflexo do aumento no

comportamento de forrageamento “a busca pelo alimento”, o que pode aumentar as
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chances de sobrevivéncia do animal (CAMPBELL, TEGHTSOONIAN e WILLIAMS,
1961; CORNISH e MROSOVSKY, 1965; JORDAN, 1998; HUANG, SHYU e HSIAO,
2010). No estudo de Zhu e colaboradores (2014) ratos machos adultos submetidos a
privagao alimentar mostraram maior atividade geral (movimentos ativos, como caminhar
ao redor da gaiola) em relagdo ao grupo controle (alimentado ad libitum). Resultados
semelhante foram encontrados em camundongos (WILLIAMS et al., 2002), o que indica
que roedores aumentam sua atividade locomotora para procurar alimento quando este
€ limitado ou imprevisivel (ZHU et al., 2014). Por outro lado, no sentido metabdlico, o
musculo esquelético apresenta um aumento de sua respiracdo mitocondrial sob
restricdo alimentar, o que, hipoteticamente, poderia levar a um incremento em seu
desempenho locomotor em um cenario de baixa disponibilidade de alimentos
(HEMPENSTALL et al., 2012; PENA-VILLALOBOS et al., 2020). Nesse sentido, a fim
de manter o balango energético, os animais frequentemente apresentam diversos
ajustes fisiolégicos quando submetidos a uma diminuicdo na disponibilidade de
alimento. Especificamente, alguns roedores apresentam aumento na atividade
comportamental em resposta a restricdo alimentar, resposta tida como paradoxal
porque implicaria um investimento na atividade locomotora, apesar da falta de recursos
energéticos (PENA-VILLALOBOS et al., 2020).

2.3 COMPORTAMENTO ALIMENTAR

O comportamento alimentar pode ser definido como a interagao entre os eventos
psicoldgicos, fisioldgicos e metabdlicos que estdo relacionados com os niveis de
neurotransmissores e de interagbes metabdlicas no cérebro (BLUNDELL, GOODSON e
HALFORD, 2001; OLIVEIRA, SOUZA e MANHAES-DE-CASTRO, 2011; LIU e
KANOSKI, 2018). A regulacédo do comportamento alimentar é frequentemente dividida
em mecanismos homeostaticos e ndo homeostaticos (LIU e KANOSKI, 2018).
Mecanismos homeostaticos controlam a alimentagdo em resposta ao déficit geral de
energia ou outros tipos de necessidades metabdlicas, enquanto mecanismos nao

homeostaticos incluem aprendizado, memoria e processos cognitivos que podem afetar
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a alimentagcdo com base em experiéncias anteriores aprendidas e aspectos hedbnicos
do alimento (LIU e KANOSKI, 2018).

O hipotalamo € a regido do cérebro que controla a ingestdo de alimentos e o
peso corporal (LIU e KANOSKI, 2018). Estd constituido por varios nucleos
especializados que regulam o balango energético, dentre eles o nucleo arqueado
hipotaldmico, nucleo paraventricular, hipotalamo ventromedial e hipotdlamo lateral
(WATERSON e HORVATH, 2015; QIN, LI e TANG, 2018). O nucleo arqueado
hipotalamico esta situado perto do terceiro ventriculo e da eminéncia mediana, que é
uma area com uma barreira hematoencefalica relativamente porosa (ROH e KIM, 2016).
Isso fornece ao nucleo arqueado hipotalamico livre acesso a nutrientes e horménios
circulantes, tornando-o o principal centro de deteccdo de nutrientes do hipotalamo
(ROH e KIM, 2016). Existem duas populagdes neuronais distintas no nucleo arqueado
hipotalamico, neurénios orexigenos que expressam tanto o neuropeptideo Y (NPY)
quanto o peptideo relacionado ao Agouti (AgRP) e neurbnios anorexigenos que
expressam proopiomelanocortina (POMC) e o transcrito relacionado a anfetamina e
cocaina (CART) (HUNTER et al., 2004; LIU e KANOSKI, 2018; PATEL, ACHARYA e
THERAPEUTICS, 2019). Esses neurbnios sao neurbnios de primeira ordem que
respondem a sinais metabdlicos periféricos e se projetam para neurénios de segunda
ordem dos nucleos paraventricular e hipotalamo lateral (Figural) (LIU e KANOSKI,
2018).

Os neurbnios POMC produzem o horménio estimulador de a-melandcitos do
peptideo anorexigeno (a-MSH) pelo processamento pés-transcricional de POMC
(COWLEY et al., 1999). A a-MSH se liga aos receptores de melanocortina 3 e 4 (MC3R
e MC4R) em neurbnios de segunda ordem e ativa as vias catabdlicas, levando a
reducdo da ingestdo de alimentos e aumento do gasto energético (COWLEY et al.,
1999). Por outro lado, o NPY aumenta a ingestdo alimentar via receptores, que sao
altamente expressos no nucleo arqueado hipotalamico, nucleo paraventricular e
hipotalamo ventromedial (RAPOSINHO et al., 2001; LIU e KANOSKI, 2018). Da mesma
forma, o AgRP induz hiperfagia e ganho de peso ao inibir a ligacdo de a-MSH a
MC3R/MC4R (Figura 1) (SCHWARTZ et al., 2000). A ablac&o seletiva de neurdnios

NPY/AgRP em camundongos adultos resulta em anorexia e perda de peso (LUQUET et
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al., 2005), demonstrando o papel critico desses neurénios na regulagédo da homeostase

energeética.
Figura 1 - Neurdnios anorexigenos e orexigenos no processo de apetite e saciedade.
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Fonte: Adaptado de GAO e HORVATH, 2007.
AgRP: peptideo relacionado ao Agouti; a-MSH: horménio estimulador de a-melandcitos; MC4R: receptor
de melanocortina 4; NPY: neuropeptideo Y; POMC: proopiomelanocortina.

Os neurbnios NPY/AgRP sao modulados por inumeros horménios, como a
leptina, insulina e grelina (LOH et al.,, 2017). A grelina € um horménio intestinal
secretado pelo estdbmago durante o jejum, sinalizando a necessidade de aumentar a
ingestdo de alimentos (YANAGI et al., 2018). A leptina e a insulina sinalizam o estado
das reservas de energia do corpo para o hipotadlamo (ELIAS et al.,, 1999). Tanto a
leptina quanto a insulina sdo horménios que ativam os neurdénios POMC, enquanto
inibem os neurbnios NPY/AgRP (ELIAS et al.,, 1999). O jejum tem a capacidade de
reduzir os niveis de leptina que pode estar subjacente as respostas dos neurdnios
NPY/AgRP e POMC no nucleo arqueado hipotalamico (HAHN et al., 1998). Além disso,
0 jejum aumenta a expressdao dos neurbnios NPY/AgRP hipotaldamicos e inibe a
sinalizagado de vias que contém peptideos anorexigenos, como a das melanocortinas
(HAHN et al., 1998).
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Neurdnios hipotalamicos, particularmente aqueles que se encontram no nucleo
arqueado hipotalamico e hipotalamo ventromedial, respondem diretamente a
disponibilidade de combustiveis no corpo (STORLIEN, 1985; MCCRIMMON et al., 2004;
MINOKOSHI et al., 2004). A exemplo, niveis de glicose extracelular elevados ativam os
neurénios POMC, enquanto os neurbnios NPY/AgRP sao ativados em condigbes de
privagao de glicose (IBRAHIM et al., 2003; ROH e KIM, 2016). Células hipotalamicas
também sao sensiveis aos acidos graxos livres circulantes, provavelmente mediados
pela proteina quinase ativada por AMP (AMPK) (KIM et al., 2004; LANDREE et al.,
2004). A ativagao da AMPK pode controlar as respostas hipotalamicas aos horménios
periféricos, uma vez que a grelina aumenta a atividade hipotalamica da AMPK (KOLA et
al., 2005). Assim como a grelina, AgRP e o jejum aumentam a atividade da AMPK no
hipotalamo (KIM et al., 2004; MINOKOSHI et al., 2004).

O comportamento alimentar, em roedores, pode ser avaliado através da
Sequéncia Comportamental de Saciedade (SCS) (HALFORD, WANNINAYAKE e
BLUNDELL, 1998; OLIVEIRA, SOUZA e MANHAES-DE-CASTRO, 2011). A SCS foi
utilizada pela primeira vez em 1975 como modelo experimental para o estudo da
saciedade (HALFORD, WANNINAYAKE e BLUNDELL, 1998) e esta constituida pela
transicéo de trés fases: comega com a alimentagao, seguida de atividades de limpeza e
locomogédo e termina com a fase de descanso (HALFORD, WANNINAYAKE e
BLUNDELL, 1998). A alimentagao propriamente dita caracteriza-se por morder, roer ou
engolir alimentos diretamente do comedouro ou das patas dianteiras (HALFORD,
WANNINAYAKE e BLUNDELL, 1998). Essa acdo estd relacionada a necessidade
bioldgica de obtengao de nutrientes (HALFORD, WANNINAYAKE e BLUNDELL, 1998).
Apods a alimentacao, acontece a atividade de limpeza que é caracterizada por lamber o
corpo, pés e genitais, cogar a pelagem ou a cabega com a pata traseira, acariciar os
bigodes com as patas e morder a cauda (HALFORD, WANNINAYAKE e BLUNDELL,
1998). A locomogéao envolve movimentos com a participagao das quatro patas e ficar na
posicao vertical/rearing (patas dianteiras levantadas do chao da gaiola, apoiadas contra
uma parede ou em pé) (HALFORD, WANNINAYAKE e BLUNDELL, 1998). Por ultimo, o
descanso € caracterizado pela inatividade, condi¢do causada pela saciedade (ANTIN et

al., 1975). A saciedade envolve os eventos subsequentes a ingestao de alimentos que
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suprimem a fome e mantém uma inibicdo para comer por um determinado periodo de
tempo (BLUNDELL, GOODSON e HALFORD, 2001). O ponto de saciedade, na SCS,
corresponde a transi¢ao da alimentagao para o descanso (ISHII et al., 2003).

A SCS geralmente é avaliada durante 60 minutos (ANTIN et al., 1975; CHAVES
et al., 2020; DE SOUZA et al., 2020). Contudo, a depender do protocolo experimental
utilizado, alguns pesquisadores tém usado um periodo de observagao que varia entre
40 minutos (HALFORD e BLUNDELL, 1996; HEWITT et al., 2002; OROZCO-SOLIS et
al.,, 2009) e 90 minutos (SCOTT et al., 2005). Prévio ao teste de SCS, os estudos
costumam utilizar um periodo de privagado alimentar de quatro horas (HALFORD e
BLUNDELL, 1996; HALFORD, LAWTON e BLUNDELL, 1997; DE SOUZA et al., 2020).
No entanto, periodos maiores de privagdo alimentar tém sido usados (ISHII et al.,
2003). No estudo de Ishii et al. (2003) observou-se que quanto maior o periodo de jejum
(6 e 12 horas), maior a ingestdo alimentar e a duragcéo da alimentagdo. Animais com
jejum de 20 horas, prévio ao teste de SCS, mostraram diminuigdo do tempo de laténcia
alimentar (tempo em que o animal demora em iniciar a alimentagdo) (BLUNDELL,
ROGERS e HILL, 1985). Esses estudos indicam que a analise da SCS é um método
simples usado para estabelecer a microestrutura do comportamento alimentar (ISHII et
al., 2003). Ou seja, definir a duragdo e/ou frequéncia de cada comportamento
associado a ingestao alimentar (ISHII et al., 2003). Visto que a simples mensuragao da
quantidade de alimento ingerido por si s6 ndo permite determinar se as alteragdes na
ingestao de alimentos se devem a alteragdo dos mecanismos fisioldégicos que regulam
a ingestdo de alimentos ou a efeitos inespecificos, como a sedacédo, hiperatividade,
mal-estar(OLIVEIRA, SOUZA e MANHAES-DE-CASTRO, 2011). Desta forma a SCS,
torna-se uma ferramenta experimental sélida para melhorar a compreensao dos
complexos processos psicolégicos e fisiolégicos envolvidos na regulagdo do
comportamento alimentar (OLIVEIRA, SOUZA e MANHAES-DE-CASTRO, 2011).

2.4 FLEXIBILIDADE METABOLICA

A flexibilidade metabdlica pode ser definida como a capacidade de um

organismo de responder ou se adaptar de acordo com as mudangas na demanda
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metabdlica ou energética, ao jejum periddico, a composi¢cédo variavel das refei¢coes, a
atividade fisica e as flutuagbes ambientais (GOODPASTER e SPARKS, 2017; SMITH et
al., 2018). A flexibilidade metabdlica é considerada essencial para manter a
homeostase energética em tempos de excesso calorico ou restrigdo calorica (SMITH et
al., 2018). O figado, o tecido adiposo e o musculo esquelético governam a flexibilidade
metabdlica e gerenciam a detecgao, absorgao, transporte, armazenamento e gasto de
nutrientes através de sinais endocrinos (SMITH et al., 2018).

Em 1983 foi definida como plasticidade metabdlica, apdés avaliacbes das
adaptagdes metabdlicas do musculo esquelético ao exercicio. No entanto, Kelley e
colaboradores (1999) definiram o termo flexibilidade metabdlica, quando estudaram a
selecao de combustivel no musculo esquelético em individuos eutréficos e obesos apos
jejum noturno. Eles observaram que o musculo esquelético de individuos eutroficos
mostrou maior habilidade de se adaptar a preferéncia de combustivel ao jejum,
portanto, foram designados como metabolicamente flexiveis (Figura 2) (KELLEY et al.,
1999).

Battaglia e colaboradores (2012) observaram que, apds o consumo de uma dieta
rica em gordura, individuos eutréficos com flexibilidade metabdlica adequada foram
capazes de aumentar a oxidagao de acidos graxos, corroborada através do aumento da
expressado de genes envolvidos no transporte e oxidagao de acidos graxos. Por outro
lado, pacientes obesos e resistentes a insulina manifestaram menor dependéncia da
oxidagdo de acidos graxos, quando comparados com individuos eutréficos e nao
mostraram aumento da oxidagdo de acidos graxos apos o jejum, por causa de sua
resposta inadequada ao desafio metabdlico (jejum), esses pacientes foram
denominados de "metabolicamente inflexiveis" (Figura 2) (KELLEY e MANDARINO,
2000).



35

Figura 2 - Selecado de combustivel pela mitocdndria.
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Fonte: MUOIO, 2014.

Em individuos saudaveis, metabolicamente flexiveis, o consumo de uma refeigdo rica em carboidratos
(CHO) juntamente com um pequeno aumento nos niveis de insulina no sangue, provocam um aumento
no quociente respiratério (RQ), indicativo de uma mudanga robusta de oxidagao acido graxo para glicose.
Durante o tempo pdés-prandial (PP), as mitocondrias consomem uma mistura de gorduras e carboidratos.
A progresséao para o estado pés-absortivo (PA) e o jejum prolongado sdo acompanhados por aumento da
oxidagao de gordura e um declinio correspondente no RQ.

Em individuos saudaveis, o metabolismo é evidentemente diferente durante a
privagado de energia (jejum) e durante a disponibilidade calérica (SMITH et al., 2018).
Durante o jejum, os lipidios sdo mobilizados do tecido adiposo como acidos graxos
livres (AGL) para fornecer energia aos tecidos periféricos como coragdo, musculo
esquelético e figado, seja diretamente pela oxidagdo de acidos graxos ou indiretamente
por corpos cetbnicos sintetizados a partir do excesso de AGL que chegam ao figado,
que posteriormente podem ser oxidados pelos tecidos periféricos (NEUMANN-
HAEFELIN et al., 2004).

Consequente, a privacado de energia, altas taxas de B-oxidacéo sdo observadas,
com aumento de acetil-CoA, que reduz a oxidagao da glicose pela inibigdo alostérica da
piruvato desidrogenase (PDH) e pela ativacédo de sua quinase inibitéria, a piruvato
desidrogenase quinase (PDK) (MUOIO, 2014; SMITH et al., 2018). Além disso, niveis
aumentados de citrato inibem GLUT4 e fosfofrutoquinase 1 (PFK-1). A inibicdo de PFK-
1 resulta em concentragbes aumentadas de glicose-6-fosfato que inibem a hexoquinase
(HK) (Figura 3) (MUOIO, 2014; SMITH et al., 2018).

Durante o periodo pds-prandial de uma refeicdo rica em carboidratos, as células

R do pancreas respondem ao aumento de glicose liberando insulina na corrente
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sanguinea, aumentando a razdo insulina-glucagon (DIMITRIADIS et al., 2011). A
captacdo de glicose, a glicdlise e a oxidagao do piruvato sao favorecidas e a oxidagao
de acidos graxos é suprimida (SMITH et al., 2018). O aumento da concentragdo de
malonil-CoA inibe alostericamente a carnitina palmitoiltransferase-1 (CPT-1), que
transporta acidos graxos para as mitocondrias para a 3-oxidagdo (SMITH et al., 2018).
A inibicdo da CPT-1 aumenta a concentragdo de acidos graxos de cadeia longa, que
entdo sdo usados para a sintese de triglicerideos e armazenados (SMITH et al., 2018).
Além disso, o0 aumento do piruvato a partir da glicélise inibe a PDK, que reduz a
fosforilagdo das PDHSs, resultando em aumento da oxidagdo da glicose (Figura 3)
(SMITH et al., 2018).

Figura 3 - Mecanismo de oxidagdo de glicose e acidos graxos durante o estado

alimentado e de jejum.
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Fonte: SMITH et al., 2018.

ACC: acetil-CoA carboxilase; ACL: ATP-citrato liase; AMPK: proteina quinase ativada por AMP; CPT-1:
carnitina palmitoiltransferase-1; CACT: carnitina-acilcarnitina translocase; CTP: proteina de transporte de
citrato; GLUT4: transportador de glicose 4; HK: hexoquinase; LCFA: acidos graxos de cadeia longa;
LCFA-CoA: acil-CoA de cadeia longa; PC: piruvato carboxilase; PDH: piruvato desidrogenase; PDK:
piruvato desidrogenase quinase; PFK-1: fosfofrutoquinase 1. As setas verdes indicam reagdes de
estimulacdo. As setas vermelhas, amarelas e pretas achatadas indicam inibigao.
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O musculo esquelético apresenta uma notavel flexibilidade no uso de
combustivel em resposta a privacdo de energia (DE LANGE et al., 2006). E
quantitativamente o maior 6rgdo do corpo, contribuindo com 30 a 40% da taxa
metabdlica de repouso em adultos (DE LANGE et al., 2006). Nele, acontece a oxidagao
de acidos graxos e glicose (responsavel por 80% da captagao de glicose estimulada
pela insulina) (DE LANGE et al., 2006). Um aspecto importante da plasticidade do
musculo esquelético é a especificidade com que ele se adapta a um determinado
estimulo com modificagbes estruturais, bioquimicas e funcionais (FLUCK e
HOPPELER, 2003).

Dois tipos principais de fibras sao reconhecidos no musculo esquelético (PETTE
e STARON, 1990) (PETTE e STARON, 1990; RADAK 2008). As fibras do tipo |, séo de
contracao lenta, apresentam alta capacidade de sintetizar ATP, possuem alta
densidade mitocondrial e utilizam principalmente acidos graxos como combustivel
(PETTE e STARON, 1990; FLUCK e HOPPELER, 2003; VALBERG, 2008). Enquanto,
as fibras do tipo Il, sdo de contracao rapida, seu conteudo mitocondrial é reduzido e
utilizam a glicose como fonte de energia (PETTE e STARON, 1990; VALBERG, 2008).
As fibras do tipo Il sdo classificadas em tipo lla, que possuem uma mistura de
propriedades glicoliticas e oxidativas, e tipo llb, que sdo exclusivamente glicoliticas
(PETTE e STARON, 1990; SCHIAFFINO e REGGIANI, 1994; FLUCK e HOPPELER,
2003; PUNKT, NAUPERT e ASMUSSEN, 2004). Essas caracteristicas histoquimicas
podem ser encontradas no musculo EDL, que esta constituido principalmente por fibras
do tipo lla e tipo lIb (PETTE e STARON, 1990). Enquanto, o musculo séleo esta
constituido apenas por fibras do tipo | e tipo lla (SCHIAFFINO e REGGIANI, 1994; DA
SILVA ARAGAO et al., 2014).

Devido a sua alta capacidade oxidativa, o musculo soéleo tende a usar acidos
graxos nao esterificados (AGNE) como substratos energéticos, enquanto o musculo
extensor longo dos dedos (EDL) tem taxas basais muito mais altas de glicdlise e
gliconeogénese (NEUMANN-HAEFELIN et al., 2004). Além disso, esses dois musculos
usam mecanismos diferentes para lidar com concentragdes elevadas de AGNE
induzidas pelo jejum (NEUMANN-HAEFELIN et al., 2004). O musculo soéleo gasta o
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excesso de AGNE por oxidacdo, enquanto o musculo EDL neutraliza AGNE por
reesterificagdo (NEUMANN-HAEFELIN et al., 2004; DA SILVA ARAGAO et al., 2014).

Tem sido observado, no musculo esquelético de pacientes obesos e resistentes
a insulina, aumento da proporgédo de fibras musculares do tipo Il (glicoliticas), menor
capacidade das enzimas oxidativas e aumento do conteudo de malonil-CoA (KELLEY et
al.,, 1999). No musculo esquelético de ratos obesos, também tem sido observado
aumentado no conteudo de malonil-CoA, um potente inibidor alostérico da CPT-1
(RUDERMAN et al., 1997; SAHA et al., 1997). Defeitos na atividade da CPT-1 estédo
associados ao acumulo de lipidios no musculo esquelético (KELLEY et al., 1999).

Para metabolizar acidos graxos, o musculo esquelético precisa ativar vias
complexas de transcri¢céo, traducédo e fosforilagdo (DE LANGE et al., 2006). O aumento
da relacdo AMP/ATP celular, induzida pela privacdo de alimentos, resulta na ativagao
com consequente fosforilagdo da AMPK. Uma vez fosforilada, a AMPK estimula 1) a
captagcao mitocondrial de AGL para oxidagdo como fonte de energia, pela fosforilagéo
da acetil-CoA carboxilase (ACC), ativando indiretamente o sistema CPT; e 2) a
transcricao do coativador-1 alfa do receptor gama ativado por
proliferador de peroxissoma (PGC-1a), que por sua vez induz a transcricdo de varios
fatores, incluindo o receptor delta ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR®S). O
aumento nuclear de PGC-1a e PPARG®S induz a transcrigdo de seus genes-alvo que sao
responsaveis por alteragdes estruturais/metabdlicas manifestadas apds a privagao
alimentar (Figura 4) (DE LANGE et al., 2006; DE LANGE et al., 2007; MUOIO, 2014;
SMITH et al., 2018).
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Figura 4 - Fatores envolvidos nas alteragbes metabdlicas no musculo esquelético
durante a privacao alimentar.
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Fonte: DE LANGE et al., 2007.

AMPK: proteina quinase ativada por AMP; CPT: carnitina palmitoil transferase; FFA: acidos graxos livres;
LKB1: NO: oxido nitrico, PGC-1a: coativador-1 alfa doreceptor gama ativado por
proliferador de peroxissoma; PPAR®: receptor delta ativado por proliferador de peroxissoma.

Como mencionado anteriormente, PGC-1a € um coativador de PPARJ, este
ultimo apresenta alta expressdo em miofibrilas oxidativas em lugar de glicoliticas
(WANG et al., 2004), levando a sugestao de que este receptor pode estar envolvido na
promogao da utilizagdo de acidos graxos como combustivel (DE LANGE et al., 2007).
Experimentos com camundongos transgénicos tém mostrado que o PGC-1a e o PPARd
foram capazes de induzir a transicdo (switch) das fibras musculares do tipo Il
(glicoliticas) para oxidativas (tipo 1) (LIN et al., 2002; WANG et al., 2004). Durante a
privacdo de alimentos, tem sido observado regulagdo positiva do mRNA e expressao
proteica nuclear de PGC-1a, que, por sua vez, induz aumento acentuado nos niveis de
MRNA e da expressao proteica da cadeia pesada de miosina Ib (MHCIb), indicativo da
formagao de fibras do tipo | (DE LANGE et al.,, 2006). Outro fator que se encontra
expresso no musculo esquelético durante o jejum é a proteina desacopladora 3 (UCP3)
(BEZAIRE et al., 2001; JIMENEZ et al., 2002; SAMEC et al., 2002; TUNSTALL et al.,
2002; MORENO et al., 2003; BLAYLOCK et al., 2004; FRIER et al., 2011; BAZHAN et
al., 2019). A mesma que desempenha um papel na promogao da oxidagado de acidos
graxos (BEZAIRE et al., 2005; MACLELLAN et al., 2005) ou na translocacao de acidos
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graxos peroxidados (GOGLIA e SKULACHEV, 2003). Na Figura 5. estdo resumidos os
principais eventos metabdlicos que acontecem no musculo esquelético apds a privagao

alimentar.

Figura 5 - Eventos metabdlicos que ocorrem no musculo esquelético apds a privagao

alimentar.
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Fonte: DE LANGE et al., 2007

Por outro lado, tem sido estudado o papel das sirtuinas (SIRTs) nos mecanismos
moleculares que regulam o metabolismo (CHANG e GUARENTE, 2014) (CHANG e
GUARENTE, 2014; TANG 2016; GREEN, 2021). As SIRTs sado uma familia de
desacetilases dependentes de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") (CHEN et al.,
2020). Sao reconhecidos sete tipos de sirtuinas (SIRT1-7) (CHEN et al., 2020; JIAO e
GONG, 2020), a SIRT1e SIRT3 s&o as mais relacionadas com a mediacdo da
flexibilidade metabdlica (HOUTKOOPER, PIRINEN e AUWERX, 2012; SMITH et al.,
2018). A SIRT1 é predominantemente encontrada no nucleo, embora também possa
ser encontrada no citosol (HOUTKOOPER, PIRINEN e AUWERX, 2012) desempenha
papel importante na modulagdo de uma ampla gama de processos fisioldgicos,
incluindo apoptose, reparo de DNA, metabolismo, homeostase mitocondrial e estresse
(CHEN et al., 2020; JIAO e GONG, 2020). A SIRT3, localizada na matriz mitocondrial,
modula o metabolismo oxidativo no musculo esquelético (CHANG e GUARENTE, 2014)
assim como no figado (HIRSCHEY et al., 2010) e tem como alvo enzimas que estao
envolvidas na utilizacdo de acidos graxos (HIRSCHEY et al., 2010; HOUTKOOPER,
PIRINEN e AUWERX, 2012; CHANG e GUARENTE, 2014; SMITH et al., 2018).
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As SIRT1 e SIRT3 podem ser ativadas durante o jejum (HIRSCHEY et al., 2010;
HOUTKOOPER, PIRINEN e AUWERX, 2012; CHANG e GUARENTE, 2014) através da
sinalizagao de certas vias. Inicialmente, a AMPK, que € um sensor de energia celular, é
ativada pela deplecao do ATP durante o jejum. A AMPK ativada fosforila diretamente
PGC-1a e estimula indiretamente SIRT1 ao aumentar os niveis celulares de NAD*. Uma
vez ativada, a SIRT1 desacetia a PGC-1a, aumentando sua expressao
(HOUTKOOPER, PIRINEN e AUWERX, 2012). Por sua vez, a PGC-1a estimulara a
transcricdo de genes relacionados com a biogénese e atividade mitocondrial (Figura 6)
(CHANG e GUARENTE, 2014). No estudo de Heilbronn et al. (2005), foi observada a
expressao positiva da SIRT1, no musculo esquelético de humanos submetidos a jejum
prolongado, contudo, sem alteragbes na expressao de genes envolvidos no

transporte/oxidagao de acidos graxos ou biogénese mitocondrial.

Figura 6 - Papel das sirtuinas na regulagao de vias envolvidas no metabolismo.
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Fonte: Adaptado de HOUTKOOPER, PIRINEN E AUWERX 2012.

AMPK: quinase ativada por AMP; ERR: receptor relacionado ao estrogénio; NAD+: nicotinamida adenina
dinucleotideo; NRF1: fator respiratério nuclear 1; PGC-1a: coativador-1 alfa do receptor gama ativado por
proliferador de peroxissoma; SIRT1: sirtuina 1.

Estudos de curso de tempo tém mostrado que, de acordo a duragao do jejum, a
espécie e o orgao alvo, as alteragdes transcricionais podem estar presentes ou nao
(GONZALEZ et al., 2004; DE LANGE et al., 2006; DE LANGE et al., 2007). No musculo

gastrocnémio de ratos submetidos a 6, 12, 24 e 48 h de jejum foi observado aumento
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nos niveis de MRNA e na expressao proteica do MHCIb, em todos os tempos de jejum
avaliados (DE LANGE et al, 2006). Os niveis de PPAR®J (receptor nuclear)
apresentaram-se aumentados com 6 e 48 h de jejum e o PGC-1a apenas com 6 h de
jejum (DE LANGE et al., 2006). A fosforilagao/atividade de AMPK foi muito rapida, tendo
seu maior aumento com 6 h de jejum (DE LANGE et al., 2006). No entanto, no musculo
gastrocnémio de camundongos com jejum de 24 h nenhuma alteracdo na
fosforilagao/atividade de AMPK foi observada (GONZALEZ et al., 2004). Por outro lado,
a transcricao de genes envolvidos no metabolismo lipidico e oxidativo (CPT-1 e UCP3)
foi aumentada no musculo gastrocnémio de camundongos expostos a 16 h de jejum
(LONG et al., 2005). Em humanos, apéds jejum de 24 e 48 h, nao foi possivel observar
aumento da expresséao de fatores de transcricao e genes envolvidos no metabolismo de
lipideos (Figura 7) (TSINTZAS et al., 2006).

Figura 7 - Tempo de expressao/fosforilagao de varios fatores importantes envolvidos na

resposta adaptativa primaria do musculo esquelético ao jejum.
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Fonte: DE LANGE et al., 2007.

ACC: acetil-CoA carboxilase; AMPK: quinase ativada por AMP 5'; MHCIb: cadeia pesada de miosina Ib;
N.D: ndo determinado em nenhuma das espécies investigadas; PGC-1a: coativador-1 alfa do receptor
gama ativado por proliferador de peroxissoma; PDK4: piruvato desidrogenase quinase 4; PPAR®:
receptor delta ativado por proliferador de peroxissoma.
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2.5 POLIFENOIS

Os polifendis sdo conhecidos principalmente por seu amplo espectro de
propriedades biolégicas, que se devem basicamente a sua estrutura molecular (DZIALO
et al., 2016). Estruturalmente, possuem pelo menos um anel aromatico com um ou mais
grupos hidroxila ligados, e séo classificados como flavonoides e nao-flavonoides (DEL
RIO et al., 2013; DZIALO et al., 2016) (Figura 8). Os flavonoides sdo um dos grupos de
polifendis mais estudados, estruturalmente possuem um esqueleto com 15 atomos de
carbono (C15) com dois anéis aromaticos ligados por uma ponte de trés carbonos (C6-
C3-C6) (DEL RIO et al., 2013; DZIALO et al., 2016; FRAGA et al., 2019). As principais
subclasses de flavonoides sao: flavonadis, flavonas, flavanonas, flavan-3-ols, isoflavonas
e antocianidinas (MANACH et al., 2004; DEL RIO et al., 2013; DZIALO et al., 2016;
FRAGA et al., 2019) (Figura 2). Os compostos nao-flavonoides, por vez, séo
subdivididos em: lignanas, acidos fendlicos e estilbenos (DZIALO et al., 2016; FRAGA
et al., 2019) (Figura 8).

Figura 8 - Classificagéo e estrutura quimica dos polifendis e dos principais flavonoides.
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Fonte: GOUVEIA et al., 2022.
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Nas plantas, os flavonoides sdo armazenados como glicosideos e agliconas, o
que pode influenciar posteriormente sua biodisponibilidade (DEL RIO et al.,, 2013;
DZIALO et al., 2016; FRAGA et al., 2019). Na estrutura quimica dos flavonoides, pode-
se observar que o principal sitio de glicosilagdo encontra-se na posi¢ao 3' e, menos
frequentemente, na posigcéo 7', sendo que a glicose é o agucar mais comumente ligado
a este sitio (DEL RIO et al., 2013). Porém, outros agucares, como a galactose,
ramnose, arabinose e xilose, também podem estar ligados (MANACH et al., 2004).
Como regra geral, os flavonoides ligados a este tipo de agucares sao absorvidos
lentamente e com menos eficiéncia do que agliconas e quando ligados a glicose
(MANACH et al., 2004).

Os flavonois sdo a subclasse de flavonoides mais encontrados nos alimentos, e
os principais representantes sido: quercetina, kaempferol, isorhamnetina e miricetina
(DEL RIO et al., 2013). Esses flavonois se acumulam nos tecidos externos e aéreos
(pele e folhas) porque sua biossintese € estimulada pela luz solar e geralmente sao
encontrados como glicosideos em concentragdes de 15 a 30 mg/kg de peso fresco de
alimento (MANACH et al, 2004). A quercetina e o kaempferol possuem
aproximadamente 279 e 347 combinagdes glicosidicas, respectivamente (TSAO, 2010;
ARFAOUI, 2021).

2.5.1 Kaempferol

2.5.1.1 Caracteristicas quimicas do kaempferol

Em relacdo as carateristicas quimicas, o kaempferol € um p6é amarelo de baixo
peso molecular (PM: 286,2 g/mol), com ponto de fusdo de 276-278°C, soluvel em etanol
quente, éter alcalino, dimetilsulfoxido e pouco soluvel na agua (REN et al., 2019; YANG
et al., 2021). O kaempferol, assim como outros polifendis, pode ser encontrado nas
plantas e alimentos na forma de agliconas ou como glicosideos. Na Figura 9 é

apresentada a estrutura quimica do kaempferol e seus principais glicosideos.
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Figura 9 - Estrutura quimica do kaempferol e seus principais glicosideos.
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2.5.1.2 Biossintese do kaempferol

O kaempferol é sintetizado através da condensag¢ao do 4-cumaroil-CoA com trés
moléculas do malonil-CoA sob a acado catalitica da chalcona sintase produzindo a
naringenina chalcona (DEVI et al., 2015). Subsequentemente, sob os efeitos cataliticos
da chalcona isomerase, a naringenina chalcona é transformada em naringenina
(CALDERON-MONTANO et al., 2011; DEVI et al., 2015). Na etapa seguinte, um grupo
hidroxila & adicionado a naringenina (na posi¢ao C3) para produzir o diidrokaempferol,
sob a atividade da flavanona 3-dioxigenase (CALDERON-MONTANO et al., 2011; DEVI
et al., 2015). Finalmente, é formando o kaempferol (3,5,7-trihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4H-
1-benzopiran-4-ona) pela introdu¢do de uma ligagdo dupla na posigdo C2-C3 no
esqueleto do diidrokaempferol, sob a atividade da flavonol sintase (Figura 10)
(CALDERON-MONTANO et al., 2011; DEVI et al., 2015; REN et al., 2019).



46

Figura 10 - Biossintese do kaempferol.
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2.5.1.3 Principais fontes alimentares do kaempferol

Encontra-se presente em varios vegetais comuns, frutas e em diferentes plantas
medicinais como: alho-pord, cebola, cebolinha, rabanete, brdcolis, couve de bruxelas,
repolho verde, couve, rucula, espinafre, alface, alcaparras, pepino, tomates, abdbora,
batata-doce, feijao, fava, toranja, morango, maga, péssego, amoras, framboesa, punica
granatum (roma), cranberries, goji berries, equisetum spp (cavalinha), ginkgo biloba,
centella asiatica e rosmarinus officinalis (alecrim) (CALDERON-MONTANO et al.,

2011). A quantidade de kaempferol em 100 gramas de alimento fresco mostra-se na

Tabela 1.
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Tabela 1 - Quantidade de kaempferol em diferentes fontes alimentares.

Fonte Quantidade de kaempferol
Couve, crua 26,74 mg/100g
Folhas de acelga vermelha, cruas 9,20 mg/100g
Cebolinha, fresca 7,90 mg/100g
Espinafre, cru 7,86 mg/100g
Folhas de acelga branca, cruas 5,80 mg/100g
Brocolis, cru 5,65 mg/100g
Feijao branco, inteiro, cru 3,05 mg/100g
Mirtilo, cru 1,48 mg/100g
Groselha preta, crua 1,05 mg/100g
Couves de Bruxelas, cruas 0,95 mg/100g
Feijao preto, inteiro, cru 0,88 mg/100g
Morango, cru 0,62 mg/100g
Repolho branco, cru 0,34 mg/100g
Toranja 0,27 mg/100g
Couve-flor, crua 0,21 mg/100g
Laranja 0,10 mg/100g
Amora, crua 0,09 mg/100g
Tomate, inteiro, cru 0,04 mg/100g
Tomate cereja, inteiro, cru 0,03 mg/100g

Fonte: Phenol-Explorer (banco de dados sobre o contetido de polifendis em alimentos, verséo 3.6).

2.5.1.4 Farmacocinética do kaempferol

A biodisponibilidade do kaempferol assim como de outros compostos bioativos
apos a ingestao dietética tem sido um tépico de crescente pesquisa nos ultimos anos
(MANACH et al., 2004; CROZIER, DEL RIO e CLIFFORD, 2010; CALDERON-
MONTANO et al., 2011; DEL RIO et al., 2013; FRAGA et al., 2019). Assim como outros
flavonoides, o kaempferol é absorvido principalmente no intestino delgado (MANACH et
al., 2004; CROZIER, DEL RIO e CLIFFORD, 2010; CALDERON-MONTANO et al.,
2011; DEL RIO et al., 2013; FRAGA et al., 2019). A lipofilicidade do kaempferol facilita
sua absorgao por difusdo simples, mas evidéncias sugerem que ele também pode ser
absorvido no intestino delgado por difusdo facilitada ou transporte ativo (CALDERON-
MONTANO et al., 2011; YANG et al., 2021).

Normalmente, a absor¢do do kaempferol na forma de glicosideo no intestino
delgado esta associada a sua hidrdlise, através de duas vias: a primeira por meio da
liberagdo do kaempferol na forma de aglicona como resultado da agdo da lactase

floridzina hidrolase (LPH) na borda em escova das células epiteliais do intestino
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delgado. Subsequentemente, com a entrada da aglicona liberada no enterdcito por
difusdo passiva (CROZIER, DEL RIO e CLIFFORD, 2010; DEL RIO et al., 2013). A
segunda via hidrolitica esta associada a agao da enzima R3-glicosidase citosodlica (CBG),
mas para que isso acontegca, o kaempferol, na forma de glicosideo, deve ser
transportado para dentro do enterdcito pelo transportador de glicose dependente de
sédio 1 (SGLT1) (CROZIER, DEL RIO e CLIFFORD 2010; DEL RIO et al., 2013).
Embora isso sugira que a absor¢do do kaempferol na forma de glicosideo precisa da
hidrdlise prévia para agliconas absorviveis, estudos mostram que os glicosideos podem
ser absorvidos sem hidrélise (Figura 11) (GEE e JOHNSON, 2001; CALDERON-
MONTANO et al., 2011).

Figura 11 - Mecanismos de absor¢cdo e metabolismo do kaempferol no intestino

delgado.
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Fonte: Adaptado de DEL RIO et al., 2013.

K-A: kaempferol como aglicona; K-G: kaempferol como glicosideo; K-FC: formas conjugadas de
kaempferol/metabdlitos; LPH: lactase floridzina hidrolase; CBG: R-glicosidase citosdlica; SGLT1:
transportador de glicose dependente de sdédio 1; MRP: proteina de resisténcia a multiplas drogas;
GLUT2: transportador de glicose 2, UGT: uridina-5'-difosfato-glucuronosiltransferase; SULT:
sulfotransferase; COMT: catecol-O-metiltransferase.

Antes da passagem para a corrente sanguinea, as agliconas sofrem algum grau

de metabolismo de fase Il, compondo as formas conjugadas do kaempferol: sulfato,
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glicuronideo e/ou metabdlitos metilados através da respectiva agdo das enzimas de
conjugagcao intestinal como as sulfotransferases (SULTs), uridina-5'-difosfato
glucuronosiltransferases (UGT) e catecol-O-metiltransferases (COMTs) (Figura 11)
(CROZIER, DEL RIO e CLIFFORD, 2010; CALDERON-MONTANO et al., 2011; DEL
RIO et al., 2013; FRAGA et al., 2019). No entanto, parte dessas formas conjugadas do
kaempferol, assim como o kaempferol na forma de glicosideo antes de sua hidrolise
enzimatica, pode voltar para o lumen do intestino delgado através do transportador de
proteina de resisténcia a multiplas drogas 1 e 2 (MRP1-2) (CROZIER, DEL RIO e
CLIFFORD, 2010; DEL RIO et al.,, 2013). Estudos mostram que o transportador de
proteina de resisténcia a multiplas drogas 3 (MRP3) e o transportador de glicose 2
(GLUT?2), estao relacionados com o efluxo destes elementos através da membrana
basolateral dos enterécitos em diregao a veia porta (MANZANO e WILLIAMSON, 2010;
DEL RIO et al., 2013).

Apds a absor¢do, uma vez na corrente sanguinea portal, o kaempferol atinge
rapidamente o figado, onde é extensamente metabolizado e pode ser submetido ao
metabolismo de fase Il com conversdes adicionais, formando conjugados de metil,
sulfato ou glicuronideo (CROZIER, DEL RIO e CLIFFORD, 2010; CALDERON-
MONTANO et al., 2011; DEL RIO et al., 2013; YANG et al., 2021). No entanto, pela
recirculagdo entero-hepatica, estes podem voltar ao intestino delgado através da
excrecao biliar (Figura 12) (CROZIER, DEL RIO e CLIFFORD, 2010; DEL RIO et al.,
2013). Estudos mostram que o kaempferol-3-glucuronide € o principal metabdlito do
kaempferol encontrado no plasma (DUPONT et al., 2004; ZABELA et al., 2016; YANG
et al., 2021) e na urina (WANG, YAO e ZENG, 2003; DUPONT et al., 2004; YANG et al.,
2021).

Por outro lado, os glicosideos de kaempferol que sao resistentes a agao das
enzimas LPH/CBG e n&o conseguiram ser absorvidos no intestino delgado, passam
para o célon, onde sdo metabolizados pela microflora (Figura 12) (CALDERON-
MONTANO et al., 2011; DEL RIO et al., 2013; YANG et al., 2021). As bactérias
colénicas podem hidrolisar os glicosideos de kaempferol em agliconas e quebrar o anel
C3 das agliconas para formar compostos fendlicos simples e hidroxicinamatos, como o

acido 4-hidroxifenilacético (4-HPAA), floroglucinol e 4-metilfenol, que podem ser
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absorvidos ou excretados nas fezes (Figura 6) (CALDERON-MONTANO et al., 2011;
YANG et al., 2021).

O 4-HPAA é considerado o principal metabdlito intestinal do kaempferol
(VISSIENNON et al., 2012; MORADI-AFRAPOLI et al., 2016; ZABELA et al., 2016). No
estudo de VISSIENNON et al. (2012), foi observado que os efeitos fisiolégicos do 4-
HPAA somente foram detectados apds a administracao oral do kaempferol e ndo foram
observados quando administrado pela via intraperitoneal. Corroborando a hipétese de
que o kaempferol requer a agao das bactérias colbnicas para se transformar em seu
metabdlito intestinal ativo, o acido 4-hidroxifenilacético.

A administragdo de substancias na cavidade peritoneal é uma técnica
comumente usada em roedores de laboratorio, mas raramente é usada em mamiferos
maiores e humanos (TURNER et al., 2011). Embora a administragao intraperitoneal
seja considerada uma via de administragdo parenteral, a farmacocinética das
substancias administradas por via intraperitoneal € mais semelhante aquela observada
apos a administracao oral, pois a principal via de absor¢cado é nos vasos mesentéricos,
que drenam para a veia porta e passam pelo figado. Portanto, as substancias
administradas por via intraperitoneal podem sofrer metabolismo hepatico antes de
atingir a circulagao sistémica (LUKAS, BRINDLE e GREENGARD, 1971; TURNER et
al., 2011).

Finalmente, na circulacdo sistémica podem ser encontradas as formas
conjugadas de kaempferol, alguns compostos fendlicos produzidos pela microflora do
célon, o kaempferol na forma de aglicona e alguns glicosideos de kaempferol, que
chegarao até os tecidos-alvo e posteriormente serdo excretados na urina (Figura 12)
(CALDERON-MONTANO et al., 2011). Tém sido encontradas diferentes porcentagens
de excregdo de kaempferol na urina. No estudo de Vries e colaboradores (1998), a
porcentagem de kaempferol excretada na urina foi de 2,5% apds 24h da ingestdo de
1600 ml/dia de cha preto (27 mg de kaempferol/dia). Em outro estudo, a ingestao de
150 g de endivia (8,65 mg de kaempferol/dia) levou a uma excrec¢ao urinaria de 1,9%
apos 24 h (DUPONT et al., 2004).
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Figura 12 - Absorcéo, metabolismo e excreg¢ao do kaempferol.
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Fonte: YANG et al., 2021. K-A: kaempferol como aglicona; K-G: kaempferol como glicosideo.

2.5.1.5 Principais atividades bioldgicas do kaempferol

Estudos sugerem que o kaempferol exibe multiplas atividades bioldgicas,
incluindo: antioxidante (BARVE et al., 2009), anti-inflamatéria (YANG et al., 2021),
antidiabética e de controle da glicemia (ZANG et al. 2015; GAN et al. 2017) e
neuroprotetora (LI e PU, 20111; YANG et al., 2019).

2.5.1.5.1 Atividade antioxidante do kaempferol

Em relacéo a sua atividade antioxidante, o kaempferol tem mostrado que gragas

a sua estrutura quimica tem a capacidade de sequestrar e/ou remover espécies reativas
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de oxigénio (ERO) (HIBATALLAH, CARDUNER E POELMAN 1999; CALDERON-
MONTANO et al., 2011). As ERO sdo compostos quimicos resultantes da ativagéo ou
da redugdo do oxigénio molecular ou derivados dos produtos da redugao (YANG,
CHENG e SHI 2019). As principais ERO sdo: o anion radical superdoxido (02), o
peréxido de hidrogénio (H202), o oxigénio singleto e o radical hidroxila (OH) (YANG,
CHENG e SHI 2019). A capacidade do kaempferol de diminuir os niveis do radical
superoxido pode desempenhar um papel importante em sua atividade antioxidante, pois
a formacao do radical superoxido € necessaria para a produgdo da maioria das
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio envolvidas no estresse oxidativo
(CALDERON-MONTANO et al., 2011). O kaempferol também tem demonstrado exercer
efeitos antioxidantes por meio de outros mecanismos de agao, primeiro através da
inibicdo da atividade de enzimas que geram ERO, como a enzima xantina oxidase
(NAGAO, SEKI E KOBAYASHI 1999; WANG et al., 2006; OZYUREK et al., 2009). Pela
reducdo da formacao do radical OH através da reacao de quelagao de ions de ferro e
cobre (MIRA et al.,, 2002) e pelo aumento da expressdo ou atividade de enzimas
antioxidantes, como a superdéxido dismutase, catalase e heme oxigenase-1
(DORONICHEVA, YASUI e SAKURAI 2007).

2.5.1.5.2 Atividade anti-inflamatéria do kaempferol

A atividade anti-inflamatéria do kaempferol pode ser mediada por varios
mecanismos de agao (YANG et al, 2021). A ativagao de o fator nuclear kappa B (NF-kB)
aumenta a expressdo de citocinas pro-inflamatdrias, quimiocinas e enzimas (por
exemplo, TNF-a, IL-1, IL-6, IL8, COX-2, iINOS) e varios trabalhos mostraram que o
kaempferol inibe a atividade do NF-kB (WANG et al., 2006; PARK et al., 2009; KIM et
al., 2010; GARCIA-MEDIAVILLA et al., 2007). As enzimas ciclooxigenases (COX),
lipoxigenases (LOX) e oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) sdo conhecidas por
desempenhar papéis importantes na inflamagao, participando da sintese de
eicosandides (prostaglandinas e leucotrienos) e na produgdo de espécies reativas.
Alguns trabalhos mostraram que o kaempferol pode inibir COX-2 (GARCIA-
MEDIAVILLA et al., 2007; MAHAT et al., 2010), LOX (DENG et al., 2008) e iINOS
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(OLSZANECKI et al., 2002; GARCIA-MEDIAVILLA et al., 2007). As ERO também s&o
conhecidas por participar do processo inflamatério (YANG, CHENG e SHI 2019) e,
como mostrado na secao anterior, o kaempferol pode reduzir os niveis celulares de
ERO.

2.5.1.5.3 Atividade antidiabética do kaempferol

Diabetes mellitus € uma doenca metabdlica cuja principal caracteristica € a
hiperglicemia crénica (PETERSMANN et al., 2019). A causa € uma secrecéo de insulina
alterada ou um efeito de insulina alterado ou geralmente ambos (PETERSMANN et al.,
2019). Estudos mostram que o kaempferol apresenta grande efeito no tratamento do
diabetes, e seu mecanismo molecular pode estar relacionado a ativacdo da proteina
AMPK (SHENG et al., 2022). A ativagao da AMPK pode inibir a lipogénese, estimular a
oxidagao de acidos graxos, a producao de glicose e melhorar a sensibilidade a insulina
e a tolerancia a glicose (HARDIE 2013). Além disso, o kaempferol pode inibir o acumulo
de lipidios intracelulares por meio da ativagao da via de sinalizagdo AMPK (GAN et al.
2017). O tratamento com kaempferol em camundongos alimentados com dieta rica em
gordura saturada resultou em uma diminuigao significativa no peso corporal, glicemia de
jejum e niveis séricos de hemoglobina glicada (HbA1c) (ZANG et al. 2015). O estudo de
Qin et al. (2016) relatou que o kaempferol melhorou a sensibilidade a insulina e a outros
disturbios causados pela resisténcia a insulina em camundongos alimentados com dieta
rica em gordura. O estudo de Alkhalidy et al. (2018) determinou que a acgao
antidiabética do kaempferol foi mediada pela inibicdo da gliconeogénese hepatica e
pela promogcdo do metabolismo da glicose no musculo esquelético. Desta forma, o
tratamento com kaempferol pode restaurar os niveis de glicose e insulina no plasma
proximos ao normal (ALKHALIDY et al., 2018).

2.5.1.5.4 Atividade neuroprotetora do kaempferol

Estudos mostram que o efeito neuroprotetor do kaempferol esta relacionado com
sua acao antioxidante (LI e PU 2011). Sabe-se que o desequilibrio na produgédo de

antioxidantes enddégenos como do superoxido dismutase (SOD) e da glutationa
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peroxidase (GSH-PX) resulta em apoptose de neurbnios e auto-oxidagdo da dopamina
(JENNER e OLANOW 1996). A dopamina € o principal neurotransmissor envolvido nas
fungdes motoras e sua deplecao impacta diretamente nos movimentos fisicos (SOWEL,
OWEN, BUTTERFIELD 2009). Li e Pu (2011) observaram melhora na coordenacao
motora, aumento na atividade locomotora espontanea e aumento nos niveis de SOD e
GSH-PX em modelo animal de doenga de Parkinson, apds a administracdo oral de 50 e
100 mg/kg de kaempferol. Além disso, o kaempferol foi capaz de aumentar os niveis de
dopamina e de seu metabdlito o acido 3,4-di-hidroxifenilacético (DOPAC) no corpo
estriado (LI e PU 2011). Sugerindo que o aumento do conteudo de dopamina no corpo
estriado pode ter restaurado as mudancas na atividade locomotora (LI e PU 2011).
Contudo, o kaempferol ndo afetou a atividade da monoamina-B (MAO-B), sugerindo,
portanto, que os efeitos neuroprotetores do kaempferol ndo foram devidos a inibicdo da
MAO-B e sim pela capacidade antioxidante do kaempferol (LI e PU 2011). Outro estudo
demonstrou que o kaempferol foi capaz de melhorar a lesdao de neurdnios
dopaminérgicos através da inibigcdo da produgéo de citocinas pré-inflamatérias (YANG
et al., 2019). Han et al. (2019) observaram, em camundongos, que o kaempferol foi
capaz de inibir a neurodegeneragao através da inativagao do NLRP3, que é constituido
pelo complexo proteico NLRP3-PYCARD-CASP1 responsavel por ativar a caspase-1 e

IL-18, levando assim a uma resposta inflamataria.

2.5.2 Resveratrol

Um dos estilbenos mais estudados € o resveratrol (DEL RIO et al., 2013). Os
estilbbenos possuem uma estrutura quimica C6—C2—-C6 e séo produzidos pelas plantas

em resposta a doengas, lesdes e estresse (DEL RIO et al., 2013).

2.5.2.1 Caracteristicas quimicas do resveratrol

O resveratrol pode ser encontrado na natureza sob a forma aglicosidica e
glicosidica (NUNES et al., 2018). Como aglicona, o resveratrol (3,5,4'-trihydroxystilbene)
consiste em dois anéis fendlicos unidos por uma dupla ligagdo de metileno que gera
dois isémeros frans e cis (FRANCIOSO et al., 2014; LUCA et al., 2020). O isbmero
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trans é biologicamente mais ativo e mais foto e termoestavel que o isébmero cis (Figura
13) (DEL RIO et al., 2013; FRANCIOSO et al., 2014; NUNES et al., 2018; LUCA et al.,
2020). O principal glicosideo do trans-resveratrol € o trans-resveratrol-3-O-glicosideo,
conhecido como piceid ou polidatina (Figura 13) (DEL RIO et al., 2013; BASHOLLI-
SALIHU et al., 2016). No entanto, apresenta menor bioatividade e biodisponibilidade em
comparagao com a forma aglicosidica do trans-resveratrol (SU et al., 2013; BASHOLLI-
SALIHU et al., 2016) precisando de sua desglicosilagao para se converter em aglicona
de trans-resveratrol (BASHOLLI-SALIHU et al., 2016). O resveratrol é soluvel em etanol,

metanol ou isopropanol (FRANCIOSO et al., 2014).

Figura 13 - Estrutura quimica do resveratrol trans e cis, e seu principal glicosideo.
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Fonte: DEL RIO et al., 2013.

2.5.2.2 Biossintese do trans-resveratrol

Nas plantas, o resveratrol é sintetizado através da desaminagao da L-fenilalanina
pela agcédo da fenilalanina aménia-liase (PAL) formando o acido trans-cinamico (NUNES
et al., 2018). A cinamato-4-hidroxilase (C4H) catalisa a introdugéo de um grupo hidroxila
produzindo o acido p-cumarico, que € transformado para o p-cumaroil-CoA pela agao

da enzima 4-cumarato-CoA ligase (4CL) (NUNES et al., 2018). Finalmente, a estilbeno
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sintase (STS) condensa as trés moléculas de malonil-CoA e uma molécula de p-
cumaroil-CoA para formar o trans-resveratrol (Figura 14) (PLANAS et al., 2012; NUNES
et al., 2018).

Figura 14 - Biossintese do frans-resveratrol
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Fonte: PLANAS et al., 2012.
PAL: fenilalanina amdénia-liase; C4H: cinamato-4-hidroxilase; 4CL: 4-cumarato-CoA ligase; STS: estilbeno
sintase.

2.5.2.3 Principais fontes alimentares do resveratrol

O trans-resveratrol € encontrado em uma variedade de espécies de plantas (por
exemplo, uvas, amendoim, knotweed japonés ou bambu mexicano (Polygonum
cuspidatum) e varias espécies de frutos silvestres, como amoras, mirtilos e arandanos
cranberries)) (Tabela 2) (PLANAS et al., 2012; FRANCIOSO et al., 2014; NUNES et al.,

2018; LUCA et al., 2020). Em relagao a ingestédo diaria de resveratrol, estudos relatam
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valores que vao de 0,933 ug/dia a 4mg/dia (ZAMORA-ROS et al., 2018; LUCA et al.,
2020).

Tabela 2 - Quantidade de resveratrol em diferentes fontes.

Fonte Quantidade de resveratrol
Resveratrol Resveratrol-3-O-glicosideo
(aglicona) (piceid/polidatina)
Vinho tinto de uva Muscadine 3,02 mg/100 mL -
Lingonberry 3 mg/100 g -
Arandanos, cranberries 1,92 mg/100 g -
Groselha vermelha 1,57 mg/100 g -
Mirtilo 0,67 mg/100 g -
Morango 0,35mg/100 g -
Vinho de uva vermelha 0,27 mg/100 mL 0,62 mg/100 mL
Uvas pretas 0,15 mg/100 g 0,03 mg/100 mg
Vinho de uva rosé 0,12 mg/100 mL -
Pistache 0,11 mg/100 g -
Amendoim 0,08 g/100 g -
Vinho de uva branca 0,04 mg/100 mL 0,25 mg/100 mL
Chocolate amargo 0,04 mg/100 g 0,170 mg/100 g
Manteiga de amendoim 0,04 mg/100 g 0,01 mg/100 g
Uvas verdes 0,02 mg/100 g 0,24 mg/100 mg

Fonte: Phenol-Explorer (banco de dados sobre o conteudo de polifendis em alimentos, verséo 3.6).

2.5.2.4 Farmacocinética do resveratrol

Os efeitos benéficos a saude propostos para o frans-resveratrol sao
comprometidos por sua baixa biodisponibilidade oral (PLANAS et al., 2012). No entanto,
o chamado paradoxo do resveratrol (definido como baixa biodisponibilidade e alta
bioatividade) ainda levanta sérias questdes, pois 0s mecanismos responsaveis pelos
efeitos observados ainda n&o foram totalmente esclarecidos (LUCA et al., 2020). A
baixa biodisponibilidade oral (JUAN et al., 2002; WALLE, 2011) tem sido atribuida a
varios fatores como a absorcdo intestinal incompleta, bem como ao extenso
metabolismo e eliminagao através de seus transportadores (PLANAS et al., 2012).

No lumen do intestino delgado o trans-resveratrol atravessa a membrana apical e
basolateral do enterdcito por difusdo simples ou através de transportadores (PLANAS et
al., 2012, NUNES et al., 2018). A forma aglicona do resveratrol € absorvida por difuséo
simples através da membrana apical, enquanto a forma glicosidica (piceid/polidatina) é

ativamente transportada pelo transportador de glicose dependente de sddio 1 (SGLT1)
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(NUNES et al., 2018), uma vez dentro do citosol, o glicosideo de resveratrol é clivado
em aglicona sob acdo da glicosidase citosdlica (CBG) (NUNES et al., 2018).
Alternativamente, esse processo pode ocorrer no lumen do intestino pela acdo de B-
glicosidases (BG) produzidas pela microflora intestinal (Figura 15) (BASHOLLI-SALIHU
et al., 2016; NUNES et al., 2018).

No enterdcito, o resveratrol € rapidamente metabolizado em glicuronideos de
resveratrol e sulfatos de resveratrol pela acdo das enzimas uridina-5'-difosfato-
glucuronosiltransferase (UGT) e sulfotransferase (SULT), respectivamente (PLANAS et
al.,, 2012). Esses metabdlitos podem voltar ao Iumen intestinal através de
transportadores, como a proteina de resisténcia a multiplas drogas 2 (MRP2) e a
proteina de resisténcia ao cancer de mama 1 (BCRP1), localizados na membrana apical
do enterdcito (PLANAS et al., 2012; NUNES et al., 2018). Os metabdlitos de resveratrol
também podem efluir através do lado basal dos enterdcitos via MRP3, até atingirem a
circulagao portal (PLANAS et al., 2012; NUNES et al., 2018). Uma vez na circulagéo
portal, o resveratrol e seus metabdlitos chegam ao figado, onde parte do resveratrol
que nao foi conjugado no enterdcito do intestino delgado é metabolizado em seus
derivados glucuronidados e sulfatados (NUNES et al., 2018). No entanto, podem ser
reciclados de volta ao intestino delgado através da bile ou excretados pela urina (Figura
15) (NUNES et al., 2018; LUCA et al., 2020).

O resveratrol-3-O-glicuronideo, resveratrol-4'-O-glicuronideo, resveratrol-3-O-
sulfato e resveratrol-4'-O-sulfato foram descritos como os principais metabdlitos de
resveratrol gerados no intestino delgado e no figado (Figura 16) (NUNES et al., 2018;
LUCA et al., 2020). Foi observado em ratos e porcos, que os glicuronideos de trans-
resveratrol sdo os principais metabdlitos (MARIER et al., 2002; AZORIN-ORTUNO et
al., 2010), enquanto em humanos os sulfatos de trans-resveratrol sdo as principais
formas conjugadas (BOOCOCK et al., 2007; BROWN et al., 2010). As bactérias
presentes no intestino grosso também contribuem para o metabolismo do resveratrol,
tendo a capacidade de converté-lo por hidrogenacéo em di-hidro-resveratrol (DHR), que
€ parcialmente absorvido e posteriormente metabolizado no figado nas formas
conjugadas (monossulfato e monoglicuronideo) que podem ser facilmente eliminadas

na urina (LUCA et al, 2020). Além do DHR, dois metabdlitos adicionais tém sido
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identificados tanto in vitro quanto in vivo o 3,4'-dihidroxi-trans-estilbeno e 3,4'-
dihidroxibibenzil (lunularina) (Figura 16) (LUCA et al., 2020).

Devido ao alto grau de lipofilicidade, o resveratrol circula no plasma através da
ligacdo a proteinas plasmaticas, como a albumina ou lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), que ocorre em alta extensao (até 90% do resveratrol livre) (NUNES et al., 2018;
LUCA et al., 2020). Uma vez na corrente sanguinea o resveratrol e seus metabdlitos
atingem varios 6rgaos e tecidos, seguido de sua eliminagcdo na urina (NUNES et al.,
2018). Aproximadamente a eliminagao total apds a administragao oral de resveratrol em
humanos varia de 71% a 98%, com 53-85% na urina e 3,3-35% nas fezes. Na urina,
os metabdlitos foram responsaveis por 22-44% da dose ingerida, com 11-31% de
conjugados de sulfato e 9-16% de glicuronideos (WALLE, 2011; TOME-CARNEIRO et
al., 2013; LUCA et al., 2020).

Figura 15 - Absorcéo, metabolismo e excregao do frans-resveratrol.
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Fonte: NUNES et al., 2018.

RSV: resveratrol na forma de aglicona; G-RSV: glicosideo de resveratrol; SGLT1: transportador de
glicose dependente de sédio 1; CBG: glicosidase citosélica; BG: B-glicosidases; MF: microflora intestinal;
MRP2: proteina de resisténcia a multiplas drogas 2; BCRP1: proteina de resisténcia ao cancer de mama
1; MRP3: proteina de resisténcia a multiplas drogas 3; UGT: uridina-5'-difosfato-glucuronosiltransferase;
SULT: sulfotransferase; RSV-glicuronideos: glicuronideos de resveratrol; RSV- sulfatos: sulfatos de
resveratrol; A: albumina; LDL: proteina de baixa densidade.
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Figura 16 - Principais metabdlitos do trans-resveratrol.
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Fonte: Adaptado de LUCA et al, 2020. UGT: uridina-5'-difosfato-glucuronosiltransferase; SULT:
sulfotransferase.

2.5.2.5 Principais atividades bioldgicas do resveratrol

O resveratrol possui diversas atividades biologicas, dentre elas: antioxidante,
anti-inflamatéria, antidiabética e neuroprotetora (NEVES et al., 2012; GAMBINI et al.,
2015; GALINIAK, AEBISHER e BARTUSIK-AEBISHER).

2.5.2.5.1 Atividade antioxidante do resveratrol

O resveratrol € um poderoso antioxidante cuja atividade estd associada a
presenca de trés grupos hidroxila em sua estrutura (LIGUORI et al., 2018). O resveratrol
exerce agao antioxidante, através de mecanismos diretos, como a neutralizagao de
ERO e espécies reativas de nitrogénio, e mecanismos indiretos, como a capacidade de
aumentar a atividade transcricional do fator nuclear derivado de eritride 2 (Nrf2) e
FOXO (TRUONG, JUN, e JEONG 2017). Experimentos em culturas de células expostas
a alta concentragao de glicose ou a citocinas pro-inflamatorias e resveratrol, mostram
uma reducao nos niveis de ERO (YEN et al., 2011). O estresse oxidativo € definido
como o desequilibrio entre a geracdo de ERO e a defesa antioxidante, com
consequente aumento de ERO (LIGUORI et al., 2018). O aumento do estresse

oxidativo danifica estruturas e prejudica suas fungdes, o que esta por tras de muitas
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doencas como: cancer, diabetes, doenca renal crénica, doengas cardiovasculares e
neurodegenerativas (LIGUORI et al., 2018). Em camundongos obesos alimentados com
dieta hiperlipidica, o resveratrol, foi capaz de reduzir o estresse oxidativo e de diminuir a
expressdo de mediadores inflamatorios melhorando a inflamagao (WANG et al., 2013).
O estudo de Cheng e colaboradores (2019) revelou que o resveratrol previne a
esteatose hepatica em camundongos obesos alimentados com dieta rica em gordura,
reduzindo o estresse oxidativo e a inflamagdo. A administragao oral de resveratrol na
dose de 5 mg/kg/dia, em ratos diabéticos, levou a normalizagdo do status antioxidante,
exacerbado pelo estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia (HUSSEIN e
MAHFOUZ, 2016). Em humanos, a ingestdo de resveratrol tem reduzido o estresse
oxidativo tanto em individuos saudaveis quanto em pacientes com doencas metabdlicas
caracterizadas por alto grau de estresse oxidativo (QURESHI et al, 2012). No estudo de
Qureshi et al., 2012 foi observado aumento significativo da capacidade antioxidante
total em idosos saudaveis e individuos hipercolesterolémicos, apds a suplementacao
com resveratrol. A ingestao do extrato de uva contendo resveratrol diminuiu o estresse
oxidativo em mulheres adultas, conforme determinado pela diminuicdo das
concentragbes urinarias de isoprostano (molécula produzida pelo ataque de radicais
livres nos acidos graxos insaturados) (ZERN et al., 2005). Em pacientes diabéticos tipo
2, a suplementacdo com resveratrol reduz os marcadores de estresse oxidativo, que
foram acompanhados por uma melhora da sensibilidade a insulina, presséo arterial e
funcdo cardiovascular (BRASNYO et al., 2011). A melhora da sensibilidade a insulina e
das complicagdes diabéticas estariam relacionadas com a capacidade do resveratrol de
reduzir o estresse oxidativo (BRASNYO et al., 2011).

2.5.2.5.2 Atividade anti-inflamatéria do resveratrol

Estudos demonstraram que o resveratrol exerce atividade anti-inflamatéria e
demonstraram sua capacidade de inibir a producdo de citocinas pré-inflamatérias, bem
como a atividade das ciclooxigenases (COX) 1 e 2 e da sintase do 6xido nitrico
induzivel. Este efeito anti-inflamatério € mediado principalmente pela capacidade de

inibir a atividade transcricional do fator nuclear kappa beta (NF-kB) e proteina ativadora-
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1 (DEVORAKOVA e LANDA 2017), e pode ser atribuido ao efeito modulador da
expressao de microRNAs com papel anti-inflamatério ou um pré-inflamatdrio
(LATRUFFE et al., 2015). Além disso, estudos em humanos relataram que o resveratrol
pode ter efeito anti-inflamatério tanto em individuos saudaveis (GHANIM et al., 2011)
como em pacientes diabéticos e hipertensos (TOME-CARNEIRO et al., 2013). A
ingestdo, em dose unica, de 100 mg de resveratrol e 75 mg de polifendis totais
extraidos da uva muscadine, foi capaz de diminuir marcadores inflamatérios em
individuos saudaveis apds uma refeigdo rica em gorduras e carboidratos (GHANIM et
al., 2011). A suplementacgao a longo prazo com extrato de uva, fonte de resveratrol, em
pacientes diabéticos tipo 2 e hipertensos, diminuiu a expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias e de microRNAs relacionados & inflamagdo (TOME-CARNEIRO et al.,
2013). No entanto, em um estudo envolvendo pacientes diabéticos tipo 2, a
suplementagdo de 800 mg/dia de resveratrol ndo alterou os niveis plasmaticos de
citocinas inflamatorias (KHODEBANDEHLOO et al., 2018).

2.5.2.5.3 Atividade antidiabética do resveratrol

Estudos em cultura de células e animais tém contribuido para a compreensao do
mecanismo da agdo do resveratrol no controle glicémico e na resisténcia a insulina
(LAGOUGE et al., 2006; BAGUL et al., 2012; KANG et al., 2012). O uso de resveratrol
em camundongos resistentes a insulina foi capaz de reduzir a glicemia e a insulinemia,
melhorando a resisténcia a insulina (LAGOUGE et al., 2006; BAGUL et al., 2012; KANG
et al., 2012). Sabe-se que o resveratrol melhora a sensibilidade a insulina pela ativagao
da AMPK (LAGOUGE et al., 2006) e Akt (KANG et al., 2012) e pela reducéo da
expressdo de adipocinas que influenciam a sensibilidade a insulina (COSTA et al.,
2011). Yoshimo et al. (2012) ndo encontraram alteracbes na sensibilidade a insulina,
nos niveis de insulina e de glicose em mulheres ndo obesas, apdés a suplementagao
com resveratrol (75 mg/d) durante 12 semanas. No entanto, em outros estudos, a
diminuicdo na glicemia e a melhora na pontuacdo do modelo homeostatico de
resisténcia a insulina (HOMA-IR) foram observadas apés a suplementagdo com 150 mg
de resveratrol por 30 dias em individuos obesos (TIMMERS et al., 2011; KNOP et al.,
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2013). Contudo, em pacientes diabéticos tipo 2, foi ineficaz em melhorar a sensibilidade

a insulina seguindo o0 mesmo protocolo de suplementagédo (TIMMERS et al., 2016).

2.5.2.5.4 Atividade neuroprotetora do resveratrol

O resveratrol também esta envolvido na redu¢ao do dano neuronal e na melhora
da funcdo do sistema nervoso central (ATES et al., 2007; CORPAS et al., 2019;
MIGUEL et al., 2021). O resveratrol demonstrou reduzir a neurodegeneragcéo no cortex
cerebral murino e melhorar a recuperacédo da memoria (SHARMA et al., 2018). Além
disso, a administragcao de resveratrol melhora a cognigéo, aprendizagem e memaoria em
ratos com deméncia (MA et al., 2013). O estudo de Corpas e colaboradores (2019)
determinou que o resveratrol também melhora a cogni¢do e induz neuroprotegao em
modelo de doenga de Alzheimer em camundongos. O resveratrol tem mostrado aliviar a
dor neuropatica em camundongos através da diminuigdo da expresséao de citocinas pro-
inflamatdrios (TAO et al., 2016). Além disso, o resveratrol induz a expressao de SIRT1,
que desempenha um papel importante na protecdo de neurdnios contra ERO, H,O,,
oxido nitrico (NO) no cérebro (ANEKONDA 2006). Por um lado, a SIRT1 suprime as
atividades apoptoticas dos fatores de transcricdo Forkhead box-O (FOXO) e promove a
sobrevivéncia neuronal, por outro lado, a SIRT1 inibe NF-kB e subsequentemente
suprime iNOS e catespina B, os dois fatores téxicos da neurodegeneragcdo (BORRA,
SMITH e DENU 2005; ANEKONDA 2006). Sugerindo que o efeito neuroprotetor do
resveratrol também estaria relacionado a suas propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias (NEVES et al., 2012).
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3 HIPOTESE

A administragdo neonatal de kaempferol ou resveratrol em ratos é capaz de contribuir
para o adequado crescimento somatico, potencializar o desempenho locomotor e
antecipar o ponto de saciedade. Diante o desafio de jejum de 24 horas ambos polifendis
sdo capazes de proteger o organismo dos animais e potencializar o uso de lipideos
como fonte de energia, evidenciado através do aumento da expressdo de genes

relacionados com a flexibilidade metabdlica muscular.
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Avaliar os efeitos da administragao neonatal de kaempferol ou resveratrol sobre
o crescimento somatico, desenvolvimento da locomogao, comportamento alimentar,

perfil bioquimico e flexibilidade metabdlica muscular de ratos machos.

4.2 ESPECIFICOS

Avaliar nos filhotes que receberam kaempferol ou resveratrol durante o periodo
neonatal:
- crescimento somatico (peso corporal e eixo longitudinal);
- indice de Lee;
- tolerancia a glicose;
- desenvolvimento da locomocgao;
- comportamento alimentar através da SCS;
- comportamento locomotor diante a restrigao alimentar;
- peso de 6rgaos;
- perfil bioquimico sanguineo;
- expressao de genes relacionados com o metabolismo de lipidios e reguladores

de transcrigao.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 QUESTOES ETICAS

O projeto foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), baixo o n° de processo 0052/2019
(ANEXO 1). A manipulacao e os cuidados com 0s animais seguiram as recomendagdes

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

5.2 ANIMAIS

Para o acasalamento foram utilizadas 30 ratas albinas da linhagem Wistar e 15
ratos machos adultos, provenientes da coldénia do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco. Para escolha das ratas foram utilizados alguns
critérios: 1) idade entre 90 e 120 dias de vida, peso entre 220 e 250 gramas e 3) ser
nuliparas. Estes cuidados foram adotados para minimizar possiveis influéncias
genéticas e fisiolégicas nos resultados.

Os animais foram mantidos em biotério de experimentagdao, com temperatura de
23°C+2°C, ciclo invertido 12/12h [ciclo claro (20:00 as 08:00 h) e ciclo escuro (08:00 as
20:00 h)] e livre acesso a agua filtrada e a alimentagao. Apos o periodo de adaptagéo,
os roedores foram colocados em gaiola-padrédo de biotério feita de polipropileno
(33x40x17cm) para mapeamento do ciclo estral através de esfregago vaginal, e no
periodo estro as fémeas foram postas para acasalar (2 fémeas /1 macho). Apds
visualizagdo da presenga de espermatozoide na cavidade vaginal (MARCONDES,
BIANCHI e TANNO, 2002), as ratas foram separadas dos machos e alojadas
individualmente em gaiolas-maternidades, onde tiveram livre acesso a agua filtrada e a
dieta padrao de laboratério (Presence®, Brasil).

Um dia apds o nascimento, os neonatos foram separados das respectivas maes
para serem pesados e selecionados. A ninhada foi ajustada para oito filhotes (com o
maximo de filhotes machos, sendo utilizadas as fémeas apenas para completar a
ninhada). No primeiro dia pds-natal (DPN), foram escolhidos os filhotes machos com

peso entre 5,3 e 8,7 g. Os animais que foram supranumerarios foram sacrificados por
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decapitagdo. Os animais foram amamentados durante os primeiros 21 dias pods-natal
(periodo de aleitamento). Nesse periodo (1° ao 21° dia pds-natal), os filhotes foram
submetidos ao kaempferol, ao resveratrol e a solugao veiculo por via intraperitoneal. A
partir do 21° dia pés-natal, os filhotes foram separados das maes (desmame), ficando
em gaiolas individuais até o 30° dia pds-natal. Entre o 31° e 50° dia, os filhotes ficaram
em gaiolas conjuntas (3 animas / gaiola) e posteriormente foram acondicionados em
gaiolas individuais do 51° até 60° dia de vida. A partir do desmame, os filhotes
receberam dieta padrdo de biotério (Presence®, Brasil). Para as avaliagdes, foram
escolhidos animais de forma a evitar que irmaos estivessem presentes nos mesmos

subgrupos.

5.3 ADMINISTRACAO DOS POLIFENOIS

Durante o periodo de lactagdo, os filhotes foram divididos de acordo com o
tratamento farmacoldgico que receberam. Uma parte dos filhotes recebeu kaempferol
(Cayman Chemical, Ann Arbor, MIl, USA) na dose de 1 mg/kg de peso corporal via
intraperitoneal (i.p) (XIAO et al., 2012), outra parte recebeu resveratrol (Roval, Brasil) na
dose de 1 mg/kg de peso corpoal i.p (LI et al., 2002), e outra parte dos animais recebeu
solugdo veiculo (dimetilsulfoxido, DMSO) i.p. O kaempferol e o resveratrol foram obtidos
no formato de cristais sélidos sendo, posteriormente, dissolvidos em solucéo obtida pela
mistura (v/v) de dimetilsulféxido (DMSO) e salina (NaCl), numa concentracao final de
1% DMSO. As administragdes ocorreram nos filhotes do 1° ao 21° dia pds-natal.

Diariamente, os filhotes tiveram seus pesos aferidos individualmente para
preparo das doses (foi utilizado volume de 100ul/10g de peso corporal), sendo
aplicadas através de seringa para insulina descartaveis, proprias para cada animal.
Outros cuidados incluiram a alternancia dos quadrantes inferiores esquerdo e direito do
abdébmen ao administrar as substancias, a fim de evitar complicagdes como edemas,

desconforto, entre outras.
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5.4 MANIPULACAO DO STATUS NUTRICIONAL AO SACRIFICIO

Para responder aos diferentes objetivos do trabalho, alguns experimentos foram
realizados com os animais em estado alimentado (basal) ou com jejum de 24h. No
estudo das alteragdes fenotipicas basais, foram comparados animais, dos diferentes
grupos, sacrificados no status alimentado. Esses animais foram sacrificados apés duas
horas da troca do ciclo invertido. Foi avaliada a ingestdo da dieta (diferenga entre a
ofertada e o rejeito apds 2 horas da troca do ciclo), isso garantiu que todos os animais
estivessem alimentados ao sacrificio.

Para o estudo da flexibilidade metabdlica, os animais foram avaliados apés 24
horas de jejum. Durante o jejum, os animais tiveram livre acesso a agua. Os animais
passaram por 3 periodos de jejum, aos 30 e 60 dias, quando foi avaliada a atividade
locomotora e a sequéncia comportamental de saciedade e aos 70 dias quando foi
realizado o sacrificio. Em todos os momentos, foi observado rigorosamente o tempo de

jejum com a realizagédo de experimentos em poucos animais em cada dia.

5.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Inicialmente, os animais foram divididos em trés grupos experimentais, de acordo
com a exposicdo aos polifendis ou a solucédo veiculo durante o periodo de lactagao:
Grupo Veiculo (n=43), Grupo Kaempferol (n=45), Grupo Resveratrol (n=42).
Posteriormente, cada grupo foi subdividido segundo o status nutricional (alimentado ou
jejum de 24 horas): alimentados (Veiculoa, Kaempferola , Resveratrola ) € jejum de 24
horas (Veiculoasn, Kaempferolosan, Resveratrolasn) (Figura 1). O status nutricional foi
utilizado em algumas analises de atividade locomotora, da sequéncia comportamental

de saciedade e ao sacrificio, sendo os detalhes descritos mais adiante.
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Figura 1 - Distribuicdo dos animais nos diferentes grupos experimentais.

Acasalamento Lactacao Pés-Desmame

Kaempferoly,;,

Macho (n=15) : )
Fémea (n=30) Kaempferol (n=45)
(1 : 2) Kaempferolzm
(n=20)
Resveratrol ,;,
(n=21)
Resveratrolyy

(n=21)

Fonte: A autora, 2023.
AL: alimentado; 24H: jejum de vinte e quatro horas.

5.6 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
5.6.1 Avaliagoes somaticas dos filhotes

O peso corporal foi avaliado todos os dias desde o 1° DPN até o 21° DPN e apés
o0 desmame a cada 7 dias, através de uma balancga eletrénica digital — Marte, modelo S-
1000, com capacidade maxima de 1000g e sensibilidade de 0,01g. O eixo-longitudinal
foi avaliado semanalmente durante o periodo de lactagcdo e apds o desmame, sendo
considerado como a distancia entre o focinho e o anus do animal (DA SILVA et al.,
2005). Para avaliar o eixo longitudinal, durante o periodo de lactagdo foi usado um
paquimetro KINGTOOLS®, com precisao de 0,1mm e apds o desmame foi usada uma
fita inelastica PrimeMed®, com precisao de 0,1cm. Posteriormente o peso corporal e 0
eixo-longitudinal foram utilizados para calcular o indice de massa corporal (IMC): peso

(g)/eixo-longitudinal (cm)? (NOVELLI et al., 2007), o mesmo que foi calculado a cada 7
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dias desde o 1° DPN até o 63° DPN. Aos 63 dias de vida, o indice de Lee foi calculado
pela formula: raiz cubica do peso corporal (g)/comprimento naso-anal (cm)
(BERNARDIS, 1970). Valores acima de 0,3 predizem obesidade. Todas as avaliagdes

descritas aconteceram entre as 8 e 10 horas da manha.

5.6.2 Avaliagao da variagao de peso corporal

Aos 30, 60 e 70 dias de idade, foi avaliada a perda de peso corporal apds jejum
de 24 horas nos animais pertencentes ao subgrupo jejum de 24 horas. O peso corporal
foi registrado em dois momentos, antes e depois de iniciar o jejum de 24 horas.

Posteriormente foi calculada a variagdo de peso pela férmula [Peso Final (g) - Peso

Inicial (g)].

5.6.3 Avaliagao do consumo alimentar dos filhotes

Apds o desmame, os filhotes foram acondicionados em gaiolas individuais de
polipropileno (30x20x19cm), passando por um periodo de adaptagao de 3 dias (21° ao
24°DPN) (FANTE et al., 2016). O consumo alimentar absoluto (CAA) foi avaliado
diariamente por cinco dias consecutivos (24° ao 29°DPN) adaptado de (FANTE et al.,
2016), através da diferenga entre a cota ofertada diariamente (CO) e o rejeito (RJ)
mensurado apos 24h. Posteriormente, o consumo alimentar absoluto foi dividido para o
peso corporal (PC) e multiplicado por 100 para obtengdo do consumo alimentar relativo
(CAR). A mesma metodologia foi adotada com os animais de 51 dias de idade. Sendo o
periodo de adaptacao, do 51° ao 54°DPN e a avaliacado do consumo alimentar, do 54°
ao 59°DPN.

CAA: (CO — R))

A 100
. X
PC (g9)



71

5.6.4 Atividade locomotora

Foi avaliada aos 8, 14, 17, 21, 30 e 60 dias de idade, apenas nos animais
pertencentes ao subgrupo alimentado para o estudo do desenvolvimento da locomogao.
Durante o periodo de lactacéo, os animais pertencentes ao subgrupo jejum de 24 horas
foram expostos ao campo aberto para terem a mesma exposicdo que o subgrupo
alimentado, mas n&o foram filmados. Contudo, com 30 e 60 dias de idade, a atividade
locomotora dos animais foi avaliada apds jejum de 24 horas para o estudo da influéncia
do jejum sobre o comportamento locomotor. As filmagens ocorreram através de um
sistema de monitoramento de pequenos animais durante a fase escura do ciclo
circadiano (9:00h as 12:00h). Essas idades foram escolhidas por apresentarem marcos
do desenvolvimento da locomogédo nos animais (WESTERGA e GRAMSBERGEN,
1990). O sistema consiste em um campo aberto circular (d1m), delimitado por paredes
de 30 cm de altura. A trajetdria do animal foi registrada, por uma camera digital, durante
cinco minutos ou 15 minutos, enquanto o animal se locomovia livremente no campo. Na
troca dos animais, o campo foi limpo com solugdo de agua e hipoclorito, e o etil vinil
acetato (EVA) trocado, para eliminar odores que pudessem interferir no comportamento
do animal seguinte. Os videos foram analisados off-line, através de um sistema
automatico de analise ANY-maze versdo 6.1 de onde foram extraidos os seguintes
dados:

Distancia percorrida (m): Soma de todo o percurso realizado pelo animal que
foi capaz de deslocar o seu centro de massa ao longo do comprimento do seu raio.

Velocidade média (m/s): Taxa do deslocamento total pelo tempo que o animal
permaneceu em movimento.

Energia cinética (mJ): E o gasto energético total durante o periodo de
deslocamento.

Poténcia média (mW): Poténcia produzida durante o periodo de deslocamento.

Tempo de imobilidade (s): Tempo total que o animal permaneceu parado no
campo aberto.

Numero de paradas (n): Numero total de paradas realizadas no campo.
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Tempo de imobilidade/nimero de paradas (s): Relagdo entre o tempo de
imobilidade e o numero total de paradas.

Tempo de permanéncia nas areas do campo: O campo aberto foi dividido
virtualmente em trés areas (central, intermediaria e periférica). Sendo dado o tempo
total dos animais nestas areas.

Com esse conjunto de informag¢des podemos inferir sobre o comportamento
locomotor desses animais (ARAGAO RDA et al., 2011).

5.6.5 Sequéncia comportamental de saciedade

Aos 30 e 60 dias de idade, apds o teste de campo aberto, foi realizada a analise
da sequéncia comportamental de saciedade (SCS) nos animais jejum de 24 horas,
segundo a descricdo de Halford, Wanninayake e Blundell (1998). Inicialmente, os
animais foram alojados em gaiolas individuais e transparentes de polipropileno (30 x 20
x 19 cm). Seguidamente, a racao foi retirada do comedouro 24 horas antes do inicio do
teste de sequéncia comportamental de saciedade. No seguinte dia, apos a oferta de
aproximadamente 30 g de ragédo, os animais eram imediatamente filmados por uma
hora através de uma camera equipada com sistema infravermelho. As imagens foram
armazenadas para posterior analise da sequéncia comportamental de saciedade, por 2
observadores treinados e sem conhecimento prévio dos grupos experimentais. O
consumo alimentar foi obtido pela diferenca entre a quantidade de racdo oferecida
inicialmente e a quantidade de racdo restante apds o periodo de 1h. A taxa de
alimentacao foi calculada pela razdo entre o consumo relativo (g) e o tempo de
alimentacéo (min) (OROZCO-SOLIS et al., 2009).

Os comportamentos avaliados foram:

Alimentacao: O animal se mostrou ingerindo alimento, roendo, mastigando e
segurando ragao com as patas;

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;
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Repouso/descanso: O rato apresentou posicdo de descanso, com O corpo
recolhido e repousado sobre o assoalho da gaiola ou dormindo (posi¢ao anterior e
olhos fechados).

Durante a anadlise da SCS, os comportamentos de alimentagdo, limpeza e
descanso foram quantificados em 12 se¢des de 5 minutos, totalizando 60 minutos de
video. O ponto de saciedade foi determinando através da interse¢do entre os
comportamentos de alimentagdo e o descanso. Outras medidas foram aferidas, como a
ingestao relativa, tempo de laténcia para alimentagéo, duragcéo e taxa de alimentagao
(HALFORD, WANNINAYAKE e BLUNDELL, 1998; ISHII et al., 2003).

5.6.6 Teste de tolerancia a glicose

Aos 62 dias de idade, apenas os animais pertencentes ao subgrupo alimentado
(Veiculoa, Kaempferola,, Resveratrols ) foram submetidos ao teste de toleréancia a
glicose (GTT). Apds 12 horas de jejum, foi coletada uma amostra de sangue inicial que
corresponde aos niveis basais de glicose (T0), em seguida foi injetada solugdo de
glicose a 50% (1mg/g de peso corporal) por via intraperitoneal. Apds a administragéo da
solugdo de glicose, foram coletadas amostras de sangue aos 15, 30, 45, 60 e 120
minutos (FIDALGO et al., 2013). As andlises foram feitas imediatamente com
glicosimetro G-TECH Lite®.

5.6.7 Coleta de amostras

Os animais foram eutanasiados aos 70 dias de idade por decapitagcdo com uso
de guilhotina, ndo foi realizada administracdo de anestesia para evitar alteragbes nas
concentracdes das analises do perfil bioquimico.

O status nutricional ao sacrificio foi o apresentado no item 5.4. O sangue do
tronco foi coletado em tubos sem EDTA, para separagdo do soro. O sangue foi
centrifugado por 20 minutos, a 3500rpm. O soro foi armazenado a -80°C até analise.

Foram retirados e pesados os musculos soleo, extensor longo dos dedos (EDL) e
gastrocnémios. Para as analises moleculares, os tecidos foram imediatamente

congelados em gelo seco. Todas as amostras foram guardadas em freezer -80°C para
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posterior analise. Também foram pesados: o encéfalo, figado, tecido adiposo branco

epididimal, retroperitoneal e mesentérico.

5.6.8 Analises bioquimicas

O soro coletado dos animais eutanasiados, em estado alimentado e em jejum de
24 horas, foi analisado pelo método enzimatico colorimétrico para a determinacao de:
glicose, colesterol total, colesterol HDL, triglicerideos e albumina. As leituras foram
realizadas no espectrofotdmetro EPOCH™ (BIOTEK®, Winooski, Vermont, USA), em
triplicata, usando placa de 96 pogos. Foram utilizados os kits glicose (Ref. 133) e
albumina (Ref. 19) (Labtest, Lago Santa, Minas Gerais, Brasil) e os kits colesterol total
(Ref. K083), colesterol HDL (Ref. KO015) e triglicerideos (Ref. K117) (Bioclin, Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil). Os procedimentos seguiram o protocolo descrito pelo

fabricante. Todas as analises bioquimicas ocorreram em todos os subgrupos.

5.6.9 Analise da expressao de genes no musculo

As analises de PCR ocorreram em todos os subgrupos: alimentados e jejum de
24 horas, a fim de determinar a flexibilidade metabdlica. Foram usadas amostras
(musculo séleo) de seis animais de cada grupo. Inicialmente, o musculo séleo foi
homogeneizado em reagente Trizol® (Invitrogen) para subsequente extragdo do RNA
total. Os procedimentos de extragdo seguiram o recomendado pelo fabricante. Em
resumo, 50-100mg de tecido foram homogeneizados em 1ml de Trizol®, depois de 5
minutos de incubagdo, 200ul de cloroférmio foram adicionados para permitir a
separagao das fases. Apos centrifugacéo, a fase aquosa foi recuperada, e 500 ul de
alcool isopropilico adicionado, para precipitar o RNA. Apds centrifugacao, o pelete foi
lavado em etanol a 75% e redissolvido em agua livre de RNases. O RNA total foi
quantificado utilizando-se Nanodrop e sua pureza verificada pela relacdo A260/280
sendo usadas apenas amostras que obtiveram um grau de pureza superior a 1,9. Em
seguida 700pg de RNA foi utilizado para amplificagdo PCR em tempo real utilizando
SuperScript® Il Platinum® SYBR® Green One-Step qRT-PCR Kit (Invitrogen) seguindo

as orientagcdes do fabricante. Foi analisada a expressao génica de proteinas e
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reguladores de transcrigdo envolvidos no metabolismo energético: Pgc1a, Bhad, Myh?,

Foxo1 e Pdk4. O gene beta-2 microglobulina (B2m) foi o controle endégeno. Os niveis

relativos de expressdo de mRNAs em diferentes amostras foi calculado usando o

método comparativo

2-AACT

Tabela 1 - Sequéncia de primer RT-qPC

Gene Simbolo

Forward primer (5’ - 3’)

Reverse primer (3’ - 5°)

PPAR-gama, Pgcla
coativador 1a

Hidroxiacil- Bhad
coenzima A
desidrogenase

Cadeia pesada Myh7
de miosina 7

Piruvato Pdk4
desidrogenase
quinase,

isoenzima 4

Fatores de Foxo1
transcricao
forkhead

beta-2 B2m
microglobulina

ACACCGCACACATCGCAATTC

CTCCATGTCCTCCTCTTCCTCTGC

ACAGAGGAAGACAGGAAGAACCTAC

GGTGGCGGTGTTCCTCTGAG

TTCAATTCGCCACAATCTGTCC

CGAGACCGATGTATATGCTTGC

TTCGTCCCTCTTGAGCCTTTCG

CAGCCCGCCGCCGATGAC

GGGCTTCACAGGCATCCTTAG

TGAATTGTCCATCACAGGCGTTG

GGGTGATTTTCCG CTCTTGC

GTCCAGATGATTCAGAGCTCCA

Fonte: A autora, 2023.

5.7 DESENHO EXPERIMENTAL DA METODOLOGIA

A realizacdo dos experimentos de acordo a metodologia exposta acima é

mostrada através do seguinte esquema (Figura 2).
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Figura 2 - Desenho experimental de acordo a metodologia do estudo.

@’/ Desmame Pés-desmgme
@1DPN) (21-70DPN)
- Dieta de
Gestagiio Lactaciio laboratério
(3 semanas) (1-21DPN)
Dieta de Dieta de Grupo Grupo Jejum
laboratério laboratério Alimentado 24H
/ Peso corporal e eixo ‘/
longitudinal
(28-35-42-49-56-63-70DPN)
* Consumo alimentar
Q Q Q\ Veiculo v (24-29DPN) v Veiculo
(54-59DPN)
Veiculo Kaempferol Resveratrol
(1% DMSOip) (Imgkgip) (Imgkgip) ,/  Atividade locomotora _/
(30 e 60DPN)
Peso corporal Kaem Sequé 3
= pferol Sequéncia Comportamental
(1-21DPN) X de Sacledade v Kaempferol
(30 e 60DPN)
Eixo longitudinal
(1-7-14-21DPN) o Teste de Tolerincia & Glicose )
(63DPN)
Atividade
locomotora Resveratrol Sacrificio Resveratrol
(8-14-17-21DPN) \/ Peso de 6rgdos e tecidos /
(70DPN)

Fonte: A autora, 2023.

5.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente através do software GraphPad
Prism 6® (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Inicialmente, foi realizado o
teste de normalidade Shapiro-Wilk para as variaveis: peso corporal, eixo longitudinal, %
de ganho de peso corporal, indice de massa corporal (IMC), indice de Lee, consumo
relativo diario médio, glicemia basal, TTG, AUC, parametros da atividade locomotora,
parametros da SCS, bioquimica sanguinea, peso relativo de tecidos e 6rgéos. O teste
ANOVA one-way com pés-teste de Tukey foi utilizado na avalicdo da % de ganho de
peso, indice de Lee, consumo relativo diario médio, glicemia basal, AUC, parametros da
SCS. O teste ANOVA two-way com medidas repetidas (polifenol x idade) com pds-
teste de Tukey foi utilizado na avalicdo do peso corporal, eixo longitudinal, IMC, TTG,
parametros da atividade locomotora. O teste ANOVA two-way com medidas repetidas

(status nutricional x polifendis) com pos-teste de Tukey foi utilizado na avalicao
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bioquimica sanguinea, peso relativo de tecidos e o6rgaos, parametros da atividade
locomotora. Apenas para a poténcia média foi usado o teste ndo paramétrico Kruscal-
Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunn’s. O teste de qui-quadrado foi utilizado para
comparagao do numero de animais que nao descansaram na SCS. Os dados séo
apresentados em média + erro padrdo da média (EP). Um valor de p<0,05 foi

considerado significante.
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6 RESULTADOS

Os resultados serao apresentados conforme o planejamento de submissdo de
dois artigos originais: Artigo Original 1 — “Efeitos do uso neonatal de kaempferol ou
resveratrol no desenvolvimento somatico e na locomogao de ratos machos” e
Artigo Original 2 — “Repercussées da administracao neonatal de kaempferol ou
resveratrol na atividade locomotora, comportamento alimentar, perfil bioquimico

e flexibilidade metaboélica muscular de ratos machos”.

6.1 ARTIGO ORIGINAL 1 - “EFEITOS DO USO NEONATAL DE KAEMPFEROL OU
RESVERATROL NO DESENVOLVIMENTO SOMATICO E NA LOCOMOGCAO DE
RATOS MACHOS”

6.1.1 Evolucgao do crescimento somatico da prole durante o periodo de lactagao e
no pés-desmame

No periodo de lactacdo, na prole, foi observado maior peso corporal no 19° DPN
e no 21° DPN nos filhotes do grupo Kaempferol em relagdo aos filhotes do grupo
Veiculo (DPN19: Veiculo = 34,43 + 0,81; Kaempferol = 36,28 + 0,73; em
gramas, p<0,05; DPN21: Veiculo = 40,06 + 1,04; Kaempferol = 42,68 + 1,04; em
gramas p<0,01) (Figura 1A). A porcentagem de ganho de peso, avaliada do 1° ao 21°

dia pds-natal, ndo apresentou diferengas entre os grupos experimentais (Figura 1B).

Figura 1 - Peso corporal e porcentagem de ganho de peso de ratos machos durante o
periodo de lactagao.
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Figura 1 - Peso corporal e porcentagem de ganho de peso de ratos machos durante o periodo de
lactagédo. Peso corporal (A), porcentagem de ganho de peso (B). Grupos experimentais: Veiculo (n= 24);
Kaempferol (n= 23); Resveratrol (n= 19). Valores expressos em media + EPM. Teste one way (B) e two
way ANOVA medidas repetidas (A), seguido do pos-teste Tukey; P<0,05; P<0,01 Kaempferol vs.
Veiculo.
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Em relacédo ao eixo-longitudinal avaliado durante o periodo de lactagdo, nao

foram encontradas diferengas entre os grupos (Figura 2).

Figura 2 - Eixo-longitudinal de ratos machos durante o periodo de lactag&o.
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Figura 2. Eixo-longitudinal de ratos machos durante o periodo de lactagdo. Grupos experimentais:
Veiculo (n= 13); Kaempferol (n= 15); Resveratrol (n= 16). Valores expressos em média + EPM. Teste two
way ANOVA medidas repetidas, seguido do pds-teste Tukey.

Apds o periodo de aleitamento, a prole de cada grupo experimental continuou
sendo avaliada a cada sete dias até os 63 dias de idade. Quanto ao peso corporal e ao
eixo-longitudinal pés-desmame, ndo houve diferengas entre os grupos (Figura 3A e
5B).

Figura 3 - Peso corporal e eixo-longitudinal de ratos machos pés-desmame.

300 -e- Veiculo 24
4 -5 Kaempferol 22 o

,;222%2::.
200~ - : -
18- ).

16 &
ul g

-A~ Resveratrol

100 A

Peso corporal (g)
®
Eixo longitudinal (cm)

A Idade (dias) B Idade (dias)

Figura 5 - Peso corporal e eixo-longitudinal de ratos machos pés-desmame. Peso corporal (A), eixo-
longitudinal (B). Grupos experimentais: Veiculo (n= 23-24); Kaempferol (n= 24); Resveratrol (n= 21).
Valores expressos em média £+ EPM. Teste two way ANOVA medidas repetidas (A e B), seguido do poés-
teste de Tukey.
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6.1.2 Avaliagao do indice de massa corporal (IMC) e indice de Lee

O IMC foi avaliado a cada sete dias a partir do 1° DPN até 63° DPN e o indice de
Lee foi avaliado aos 63 dias de idade. Em ambos os indices, ndo foram encontradas

diferencas entre os grupos experimentais (Figura 4A e 4B).

Figura 4 - indice de massa corporal e indice de Lee de ratos machos.
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Figura 4 - indice de massa corporal e indice de Lee de ratos machos. indice de massa corporal (A),
indice de Lee (B). Grupos experimentais: Veiculo (n= 12-24); Kaempferol (n=14-25); Resveratrol (n=14-
20). Valores expressos em média + EPM. Teste one-way (B) e two-way ANOVA medidas repetidas (A),
seguido do pés-teste Tukey.

6.1.3 Consumo alimentar relativo de ratos machos ap6s o desmame

O consumo alimentar relativo foi mensurado diariamente em dias consecutivos,
do 24° ao 29° DPN e do 54° ao 59° DPN. Nao foram observadas diferencas entre os

grupos experimentais em ambos os periodos de avaliagao (Figura 5).
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Figura 5 - Consumo alimentar relativo diario médio de ratos machos p6s-desmame.
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Figura 5 - Consumo alimentar relativo diario médio de ratos machos pés-desmame. Consumo alimentar
relativo do 24° ao 29° DPN (A), Consumo alimentar relativo do 54° ao 59° DPN (B). Grupos
experimentais: Veiculo (n= 21-24); Kaempferol (n= 24-25); Resveratrol (n= 20). Valores expressos em
média £ EPM. Teste one-way ANOVA, seguido do pés-teste Tukey.

6.1.4 Efeitos do uso neonatal de polifenéis na resposta glicémica

O perfil glicémico da prole foi analisado pelo teste de tolerdncia a glicose
intraperitoneal (TTGip) aos 62 dias de idade. Observou-se aumento da curva glicémica
aos 15 minutos apds o inicio do teste, em ambos os grupos de animais que receberam
Kaempferol e Resveratrol durante o periodo neonatal (Veiculo = 371,9 + 14,03;
Kaempferol = 406,4 £ 10,07; Resveratrol = 428,7 + 19,30; em mg/dl, p<0,05; p<0,001)
(Figura 6A). Em relacdo a area sob a curva ndo foram encontradas diferencas entre os
grupos experimentais (Figura 6B). Quando comparamos a glicemia de jejum (tempo =
0) entre os grupos, nao observamos diferencas (Veiculo = 113,6 + 2,73; Kaempferol =
122,3 £ 4,58; Resveratrol = 112,0 + 2,71; em mg/dl, p=0,191; p=0,949; p=0,124) (Figura
6C).
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Figura 6 - Perfil glicémico de ratos machos jovens.
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Figura 6 - Perfil glicémico de ratos machos jovens. Concentragao de glicose sanguinea (mg/dl) durante o
teste de tolerancia a glicose intraperitoneal no 62° DPN (A), area sob a curva do GTT (B), glicemia de
jejum (tempo = 0) (C). Grupos experimentais: Veiculo (n=16); Kaempferol (n=17); Resveratrol (n=14).
Valores expressos em média + EPM. Teste one-way (B e C) e two-way ANOVA medidas repetidas (A),
seguido do pés-teste Tukey; "P<0,01 Kaempferol vs. Veiculo; "P<0,001 Resveratrol vs. Veiculo.

6.1.5 Efeitos dos polifenéis sobre a atividade locomotora

A atividade locomotora dos animais foi avaliada no 8°, 14°, 17°, 21°, 30° e 60°
DPN. Sao apresentados no texto as diferengas intragrupos (mesmo grupo em diferentes
idades) e intergrupos (mesma idade em diferentes grupos). Apenas as diferengas
intergrupos sao mostradas em figuras (Figuras 7 e 8).

Inicialmente, vamos apresentar o estudo da evolucédo da atividade locomotora da
prole. Desta forma vamos apresentar em formato escrito as diferencas intragrupos
comparando as idades. Foi possivel observar que a distancia percorrida teve aumento
progressivo, no grupo veiculo do 14° DPN até 30° DPN (p<0,0001). No grupo de
animais kaempferol teve aumento progressivo da distancia percorrida do 8° DPN até
30° DPN (p<0,0001), e no grupo de animais resveratrol do 8° DPN até 21° DPN
(p<0,0001). Quanto a velocidade média, os animais do grupo veiculo e kaempferol
apresentaram aumento progressivo do 8° DPN até 30° DPN (p<0,0001) e nos animais
do grupo resveratrol do 8° DPN até 21° DPN (p<0,0001).

Ao avaliarmos a energia cinética, foi possivel observar aumento em todos os
grupos experimentais do 21° DPN até 60° DPN (p<0,0001). A poténcia média
apresentou aumento apenas entre o 30° DPN e 60° DPN (p<0,0001) em todos os

grupos experimentais. No tempo que o animal permaneceu imoével no campo aberto, foi
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observado diminuigdo da imobilidade entre o 14° DPN e 17° DPN (p<0,0001) e entre o
21° DPN e 30° DPN (p<0,01) no grupo veiculo, enquanto que, ambos os grupos de
polifendis apresentaram reduc¢ao do 8° DPN até 17° DPN (p<0,0001). Em relagdo ao
numero de paradas no campo aberto, foi observado aumento entre o 14° DPN e 17°
DPN apenas no grupo veiculo (p<0,01). Nao foram encontradas diferencas no tempo
médio gasto em cada parada entre as idades para todos 0s grupos experimentais.

No que diz respeito ao tempo de permanéncia em cada area do campo, pode-se
observar que na area central, o grupo veiculo apresentou diminuicdo no tempo de
permanéncia entre o 8° DPN e 14° DPN (p<0,0001), e ambos os grupos de polifendis
apresentaram reducdo do 8° DPN até o 17° DPN (p<0,0001). N&o foram
encontradas diferengas no tempo de permanéncia na area intermediaria nas diferentes
idades para todos os grupos experimentais. Na area periférica houve aumento no
tempo de permanéncia do 8° DPN até 17° DPN em todos os grupos experimentais
(p<0,0001).

Na comparagao entre os grupos (diferengas apresentadas na figura 7 e 8), pode-
se observar que a distancia percorrida foi maior no grupo Resveratrol quando
comparados com o grupo Veiculo no 17° DPN e 21° DPN (Distancia percorrida:
DPN17: Veiculo = 12,10 + 1,65; Resveratrol = 19,16 + 2,03; DPN21: Veiculo = 18,95 *
1,16; Resveratrol = 24,59 + 1,99; em metros p<0,01; p<0,001) (Figura 7A). A energia
cinética foi maior nos animais do grupo Resveratrol em relagdo aos animais do grupo
Kaempferol no 60° DPN (Energia cinética: Kaempferol = 1,58 + 0,12; Resveratrol = 1,88
1 0,14; em milijoule p<0,01) (Figura 7C).

Em relagdo a poténcia média produzida, foi observado aumento no 21° DPN e
60° DPN no grupo resveratrol em comparagdo aos grupos veiculo e kaempferol
(Poténcia média: DPN21: Veiculo = 0,00122 = 0,00010; Kaempferol = 0,00120 *
0,00012; Resveratrol = 0,00426 + 0,00092; DPNG60: Veiculo = 0,00792 £ 0,00063;
Kaempferol = 0,00810 £ 0,00065; Resveratrol = 0,02398 + 0,00396; em m/Watts
p<0,05; p<0,0001) (Figura 7D). O tempo de imobilidade foi menor nos animais do grupo
resveratrol em relagdo aos animais do grupo veiculo apenas no 17° DPN (Tempo de
imobilidade: DPN17: Veiculo = 135,10 + 13,74; Resveratrol = 101,70 £ 9,73; em
segundos p<0,05) (Figura 7E).
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O numero de paradas foi menor no grupo resveratrol quando comparado com 0s
grupos veiculo e kaempferol no 8° DPN e 14° DPN (Numero de paradas: DPN8: Veiculo
= 26,36 £ 1,55; Kaempferol = 27,50 + 1,14; Resveratrol = 20,95 + 2,22; DPN14: Veiculo
= 27,05 £ 1,44; Kaempferol = 25,10 + 1,43; Resveratrol = 20,26 £ 1,33; em numero
p<0,05; p<0,01; p<0,001) (Figura 8F). Quanto ao tempo de permanéncia em cada area
do campo aberto, o grupo resveratrol apresentou maior tempo de permanéncia na area
central e menor tempo de permanéncia na area intermediaria em relagdo ao grupo
kaempferol no 8° DPN (Area central: DPN8: Kaempferol = 190,20 + 18,94; Resveratrol =
237,70 + 21,65; em segundos p<0,01; Area intermediaria: DPN8: Kaempferol = 50,06 +
11,61; Resveratrol = 24,10 £ 11,39; em segundos p<0,05) (Figura 8 A e B). Nao foi
observada diferenga entre os grupos experimentais na velocidade média, na relagao
tempo de imobilidade/niumero de paradas e no tempo de permanéncia na area

periférica.



Figura 7- Efeito dos polifendis sobre os parametros da atividade locomotora.
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Figura 7 - Efeito dos polifendis sobre os parametros da atividade locomotora. A prole de ratos no 8°, 14°,
17°, 21°, 30°, 60° dia pés-natal foram avaliados em campo aberto durante 5 minutos. Distancia percorrida
(A), velocidade média (B), energia cinética (C), poténcia média (D), tempo de imobilidade (E), nUmero de
paradas (F), tempo de imobilidade/numero de paradas (G). Grupos experimentais: Veiculo (n=18-22);

Kaempferol (n=17-25); Resveratrol (n=15-19). Valores expressos em meédia +

EPM. Teste two way

ANOVA medidas repetidas, seguido do pos-teste Tukey; “P<0,05; ™P<0,01, *P<0,001, **P<0,0001
Resveratrol vs. Veiculo; ¥P<0,05; #P<0,01 Resveratrol vs. Kaempferol.
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Figura 8 - Efeitos dos polifendis sobre o tempo de permanéncia em cada area do
campo aberto.

— 300~ )
K3 && 1 Veiculo
.E @O Kaempferol
3 200—{ Il Resveratrol
2
O
2 100-
o
o
S 0 Aal AfE ~fe coe
8 14 17 21 30 60
A Idade (dias)
©w
« 100 -
S
S 80
£
P
2 60
£
S a0{l]|[]s
O
©
o
o
£ 0 : : : : : :
(5
= 8 14 17 21 30 60
B Idade (dias)
@ 300
S .
— T s M ==
S 200
o
©
o
O
c 1004
=
o
o
Sl
l_ 0_ T T T T T
8 14 17 21 30 60
Idade (dias)

Figura 8 - Efeitos dos polifendis sobre o tempo de permanéncia em cada area do campo aberto. A prole
de ratos no 8°, 14°, 17°, 21°, 30° e 60° dia pés-natal foram avaliados em campo aberto durante 5 minutos.
Tempo de permanéncia na area central (A), tempo de permanéncia na area intermediaria (B) tempo de
permanéncia na area periférica (C). Grupos experimentais: Veiculo (n=18-22); Kaempferol (n=17-25);
Resveratrol (n=15-19). Valores expressos em média + EPM. Teste two way ANOVA medidas repetidas,
seguido do pés-teste de Tukey; 4p<0,05; **P<0,01 Resveratrol vs. Kaempferol.
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6.2 ARTIGO ORIGINAL 2 - “REPERCUSSOES DA ADMINISTRACAO NEONATAL DE
KAEMPFEROL ou RESVERATROL NA  ATIVIDADE LOCOMOTORA,
COMPORTAMENTO ALIMENTAR, PERFIL BIOQUIMICO E FLEXIBILIDADE
METABOLICA MUSCULAR DE RATOS MACHOS”

6.2.1 Crescimento somatico dos animais apds o tratamento com polifendis.

Serado apresentados os dados de acordo ao tratamento com polifendis e ao
status nutricional, visto que, a partir do desmame os animais foram subdivididos em
grupo alimentado e grupo jejum de 24 horas.

O peso corporal e o eixo longitudinal continuaram sendo avaliados apds o
desmame a cada sete dias até os 63 dias de idade. Ambos os pardmetros nao

mostraram diferengas entre os grupos nas idades avaliadas (Figura 1A e B).

Figura 1 - Evolugéo do peso corporal e crescimento dos animais apoés o tratamento com
polifendis.
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Figura 1 - Peso corporal e eixo-longitudinal de ratos machos apods o tratamento com polifendis. Peso
corporal (A), eixo-longitudinal (B). Status nutricional: Alimentado (AL); Jejum de 24 horas (24H). Grupos
experimentais: Veiculoa. (n= 22-23); Veiculoyy (n= 17-19); Kaempferoly. (n= 23-24); Kaempferolyy (n=
20); Resveratrola. (n= 20-21); Resveratrolyyy (n= 20-21). Valores expressos em média + EPM. Teste two
way ANOVA medidas repetidas (A e B), seguido do pds-teste de Tukey.

6.2.2 Avaliagao do indice de massa corporal (IMC) e indice de Lee

Aos 63 dias de idade, o ANOVA two-way ndo mostrou efeito dos polifendis [F,
124y = 1,465; P=0,2351], status nutricional [F1, 124y = 0,04845; P=0,8262] e da interagéo

entre os fatores [F(, 124) = 0,2736; P=0,7611] no IMC. Da mesma forma, ndo houve
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efeito dos polifendis [Fo, 123y = 0,7352; P=0,4815], status nutricional [F1, 123) = 1,548;
P=0,2158] e da interagéo entre os fatores [F2, 123) = 0,4432; P=0,6430] no indice de Lee.
A analise do pds-teste ndo mostrou diferengas entre os grupos experimentais (Figura
2A e B).

Figura 2 - indice de massa corporal e indice de Lee de ratos machos.
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Figura 2 - indice de massa corporal e indice de Lee de ratos machos. indice de massa corporal (A),
indice de Lee (B). Grupos experimentais: Veiculoa (n= 24); Veiculoxay (n= 19); Kaempferoly (n= 25);
Kaempferolyyy (n= 20); Resveratroly. (n= 20-21); Resveratrolyyy (n= 21). Valores expressos em meédia +
EPM. Teste two-way ANOVA medidas repetidas (A e B), seguido do pés-teste de Tukey.

6.2.3 Efeito do jejum de 24 horas na variagédo de peso corporal

Apos jejum de 24 horas, ndo observamos diferengas na perda de peso entre os

grupos experimentais aos 30, 60 e 70 dias de idade (Figura 3A, B e C).

Figura 3 - Efeito do jejum de 24 horas na variagao de peso corporal dos animais aos 30,
60 e 70 dias de idade.
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Figura 3 - Variagao de peso corporal dos animais com 30, 60 e 70 dias de idade apds jejum de 24 horas.
Variagéo de peso corporal no °30 DPN (A), °60 DPN (B) e °70 DPN (C). Grupos experimentais: Veiculo
(n= 5-13); Kaempferol (n= 7-16); Resveratrol (n= 8-18). Valores expressos em média + EPM. Teste one
way ANOVA, seguido do pés-teste de Tukey.
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6.2.4 Consumo alimentar relativo diario médio de ratos machos ap6s o desmame

O consumo alimentar relativo médio foi mensurado diariamente em dois
periodos. No periodo do 24° ao 29° DPN, o ANOVA two-way ndo mostrou influéncia
dos polifendis [F, 118 = 0,07549; P=0,9273], status nutricional [F, 11 = 0,05949;
P=0,8077] e da interacdo entre os fatores [F(2, 118y = 0,8562; P=0,4274] no consumo
alimentar. Da mesma forma, no periodo do 54° ao 59° DPN, n&o houve influéncia dos
polifendis [F(, 119) = 0,08537; P=0,9182], status nutricional [F1, 119) = 0,2696; P=0,6045]
e da interacdo entre os fatores [F(, 119) = 0,04567; P=0,9554] no consumo alimentar.
Nao foram observadas diferengas entre os grupos experimentais em ambos os periodos

de avaliagcéo (Figura 4A e B).

Figura 4 - Consumo alimentar relativo diario médio de ratos machos p6s-desmame.
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Figura 4 - Consumo alimentar relativo diario médio de ratos machos pés-desmame. Consumo alimentar
relativo do 24° ao 29° DPN (A), Consumo alimentar relativo do 54° ao 59° DPN (B). Status nutricional:
Alimentado (AL); Jejum de 24 horas (24H). Grupos experimentais: Veiculoa_ (n= 23); Veiculogy (n= 18-
19); Kaempferola. (n= 25); Kaempferoly,yy (n= 17-18); Resveratrola. (n= 20-21); Resveratrolyyy (n= 20-21).
Valores expressos em média £+ EPM. Teste two-way ANOVA medidas repetidas (A e B), seguido do poés-
teste de Tukey.

6.2.5 Efeitos do uso neonatal de polifenéis e do status nutricional (alimentado ou
jejum de 24 horas) sobre parametros da atividade locomotora em ratos machos
com 30 e 60 dias de idade

Parametros da atividade locomotora foram avaliados aos 30 e 60 dias de idade

nos animais que receberam a manipulacdo neonatal de polifendis e que foram



90

submetidos ou n&o a jejum de 24 horas antes das avaliagdes no campo aberto. A seguir
sao mostrados os dados da avaliacdo da atividade locomotora durante 15 minutos.

Aos 30 dias de idade, quando analisamos a distancia percorrida, o ANOVA two-
way mostrou efeito dos polifendis [F1, 130) = 13,45; P=0,0004], mas ndo houve efeito do
status nutricional [F2, 130) = 0,2784; P=0,7575] e da interagc&o entre os fatores [F(2, 130) =
0,9355; P=0,3950]. A velocidade média apresentou efeito do status nutricional [F(1, 129) =
9,377, P=0,0027], mas ndo houve efeito dos polifendis [F(2, 129y = 0,01463; P=0,9855] e
da interagdo entre os fatores [F(, 1209y = 0,7314; P=0,4832]. A energia cinética n&o foi
influenciada pelos polifendis [F, 127y = 1,129; P=0,3265], status nutricional [F, 127) =
0,004805; P=0,9448] e nédo houve interacdo entre os fatores [Fp, 127y = 0,4988;
P=0,6084]. O tempo de imobilidade foi influenciado pelo status nutricional [F1, 133) =
4,355, P=0,0388], mas n&o houve influencia dos polifendis [F(2, 133) = 0,9292; P=0,3974]
e da interacdo entre os fatores [F(2, 133y = 0,7654; P=0,4672]. O numero de paradas
também foi influenciado pelo status nutricional [F(1, 137y = 10,55, P=0,0015], mas sem
influencia dos polifendis [F(, 137) = 2,147; P=0,1207] e da interag&o entre os fatores [F(,
137y = 1,740; P=0,1794]. Na relagdo tempo de imobilidade/numero de paradas n&o
houve efeito dos polifendis [F, 126y = 2,200; P=0,1151], status nutricional [F(, 126) =
0,4901; P=0,4852] e da interacdo entre os fatores [F(, 126) = 0,1834; P=0,8327]. A
analise do pds-teste mostrou que a distancia percorrida foi maior nos animais Veiculoasy
quando comparados com 0s animais que receberam a mesma manipulacao
farmacolégica, mas em status alimentado (p<0,05) (Figura 5A). A potencia média e o
numero de paras foram menores no grupo Veiculoysy em relagdo aos animais que
receberam a mesma manipulagdo farmacoldgica, mas em status alimentado (p<0,05,
para ambos) (Figuras 5D e F). Nao houve diferenga entre os grupos experimentais na
velocidade média, energia cinética, tempo de imobilidade e na relagdo tempo de

imobilidade/numero de paradas (Figuras 5B, C, E e G).
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Figura 5 - Efeitos dos polifendis e do status nutricional sobre os parametros da atividade
locomotora aos 30 dias de idade.
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Figura 5 - Efeitos dos polifendis e do status nutricional sobre os pardametros da atividade locomotora aos
30 dias de idade. Ratos machos no 30° dia pés-natal foram avaliados em campo aberto durante 15
minutos. Distancia percorrida (A), Velocidade média (B), Energia cinética (C), Poténcia média (D), Tempo
de imobilidade (E), Numero de paradas (F), Tempo de imobilidade/nimero de paradas (G). Grupos
experimentais: Veiculoa (n= 25); Veiculogsy (n= 24); Kaempferola. (n= 23-25); Kaempferol,yy (n= 21-22);
Resveratrola. (n= 20-21); Resveratrolqy (n= 20-22). Valores expressos em media + EPM. Teste two way
ANOVA medidas repetidas, seguido do pés-teste de Tukey; P<0,05.
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Em relacdo ao tempo de permanéncia em cada area do campo aberto, o ANOVA
two-way n&o mostrou efeito de nenhum dos fatores na area central [Fpoiitensis (2, 125) =
0,6490; P=0,5243; Fstatus nutricional (1, 125) = 0,1324; P=0,7166; Finteraczo (2, 125) = 0,6679;
P=0,5146], intermediaria [Fpoifencis (2, 131) = 0,7297; P=0,4840; Fstatus nutricional (1, 131) =
0,8328; P=0,3631; Finteragso (2, 131) = 2,717; P=0,0698] e periférica [Fpoifencis (2, 135) =
0,6535; P=0,5218; Fstatus nutricional (1, 135) = 0,5049; P=0,4786; Finteracao (2, 135) = 2,389;
P=0,0956]. A analise do pds-teste ndo mostrou diferenga entre os grupos experimentais

no tempo de permanéncia na area centra, intermediaria e periférica (Figura 6A, B e C).

Figura 6 - Efeitos dos polifendis e do status nutricional sobre o tempo de permanéncia
em cada area do campo aberto aos 30 dias de idade.
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Figura 6 - Efeitos dos polifendis sobre o tempo de permanéncia em cada area do campo aberto aos 30
dias de idade. Ratos machos no 30° dia pds-natal foram avaliados em campo aberto durante 15 minutos.
Tempo de permanéncia na area central (A), tempo de permanéncia na area intermediaria (B) tempo de
permanéncia na area periférica (C). Grupos experimentais: Veiculoa (n= 25); Veiculoyy (n= 24);
Kaempferola. (n= 23-25); Kaempferolyy (n= 21-22); Resveratroly. (n= 20-21); Resveratrolyyy (n= 20-22).
Valores expressos em média £+ EPM. Teste two way ANOVA medidas repetidas, seguido do pds-teste de
Tukey.

Aos 60 dias de idade, a atividade locomotora foi novamente avaliada, o ANOVA
two-way mostrou efeito dos polifendis no tempo de imobilidade [Fp 107) = 3,544,
P=0,0323], mas n&o houve efeito do status nutricional [F1, 107y = 0,0003152; P=0,9859] e
da interacdo entre os fatores [F 107y = 0,02988; P=0,9706]. A distancia percorrida
[Fpolifenéis 2, 111) = 0,2575; P=0,7735; Fstatus nutricional (1, 111) = 0,2544; P=0,6150; Finteragéo 2,
111) = 0,2251; P=0,7988], velocidade média [Fpolifenéis (2, 116) = 0,05454; P=O,9469; Fstatus
nutricional (1, 116) = 0,2343; P=0,6292; Fintera(}éo (2, 116) = 0,8456; P=0,4319], energla Clnétlca
[Fpolifenéis (2, 113) = 0,08723; P=0,9165; Fstatus nutricional (1, 113) = 3,615; P=0,0598; Finteragéo 2,
113) = 0,5418; P=0,5832], poténcia média [Fpolifenéis (2, 110) = 0,2600, P=0,7715; Fstatus

nutricional (1, 110) = 3,093; P=0,0814; Finteraczo (2, 110) = 0,1985; P=0,8203], numero de paradas
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[Fpolifensis (2, 114) = 0,7450; P=0,4770; Fstatus nutricional (1, 114) = 0,9921; P=0,3213; Finteracao (2
114y = 1,927; P=0,1503] e relacdo tempo de imobilidade/numero de paradas [Fpolitensis (2,
111) = 2,135; P=0,1230; Fstatus nutricional (1, 111) = 0,6710; P=0,4144; Finteraczo (2, 111) =
0,1928; P=0,8249] nao foram influenciadas por nenhum fator. A analise do pds-teste
nao mostrou diferengas entre os grupos experimentais em nenhum dos parametros

avaliados (Figura 6A-G).

Figura 7 - Efeitos dos polifendis e do status nutricional sobre os parametros da atividade
locomotora aos 60 dias de idade.
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Figura 7 - Efeitos dos polifendis e do status nutricional sobre os pardmetros da atividade locomotora aos
60 dias de idade. Ratos machos no 60° dia pés-natal foram avaliados em campo aberto durante 15
minutos. Distancia percorrida (A), velocidade média (B), energia cinética (C), poténcia média (D), tempo
de imobilidade (E), numero de paradas (F), tempo de imobilidade/nimero de paradas (G). Grupos
experimentais: Veiculoa. (n= 22-23); Veiculoyy (n= 16-18); Kaempferola. (n= 24); Kaempferolyy (n= 17-
18); Resveratrola. (n= 19-20); Resveratrolysy (n= 18-20). Valores expressos em média £+ EPM. Teste two
way ANOVA medidas repetidas, seguido do pds-teste de Tukey.
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Em relacdo ao tempo de permanéncia em cada area do campo aberto, o ANOVA
two-way ndo mostrou efeito de nenhum dos fatores na area central [Fpoiitencis (2, 109) =
0,1263; P=0,8815; Fstatus nutricional (1, 109) = 2,943; P=0,1136; Finteracso (2, 109y = 1,111;
P=0,3328], intermediaria [Fpoiitencis (2, 110) = 1,290; P=0,2795; Fstatus nutricional (1, 110) = 1,752;
P=0,1884; Finteracso (2, 110) = 0,4831; P=0,6182] e periférica [Fpoiifencis (2, 116) = 0,6439;
P=0,5271; Fstatus nutricional (1, 116) = 3,657; P=0,0583; Finteraczo (2, 116) = 0,5004; P=0,6076]. A
analise do pos-teste ndo mostrou diferenga entre os grupos experimentais no tempo de

permanéncia na area centra, intermediaria e periférica (Figura 8A, B e C).

Figura 8 - Efeitos dos polifendis e do status nutricional sobre os parametros da atividade
locomotora aos 60 dias de idade.
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Figura 8 - Efeitos dos polifendis sobre o tempo de permanéncia em cada area do campo aberto aos 60
dias de idade. Ratos machos no 60° dia pés-natal foram avaliados em campo aberto durante 15 minutos.
Tempo de permanéncia na area central (A), tempo de permanéncia na area intermediaria (B) tempo de
permanéncia na area periférica (C). Grupos experimentais: Veiculoa. (n= 22-23); Veiculoyy (n= 16-18);
Kaempferola. (n= 24); Kaempferolyyy (n= 17-18); Resveratroly. (n= 19-20); Resveratrolyyy (n= 18-20).
Valores expressos em média £+ EPM. Teste two way ANOVA medidas repetidas, seguido do pds-teste de
Tukey.

6.2.6 Efeito do uso neonatal de polifendis sobre o comportamento alimentar de
ratos machos com 30 e 60 dias de idade.

Aos 30 dias de idade, através da SCS foi determinado o ponto de saciedade. O
mesmo que foi obtido pelo cruzamento entre o comportamento de alimentacdo e de
descanso. Nos animais tratados com kaempferol e resveratrol durante o periodo
neonatal foi observado antecipagao do ponto de saciedade em relagao ao grupo veiculo
(Figuras 9A, B e C).
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Figura 9 - Determinagdo do ponto de saciedade de ratos machos com 30 dias idade
que foram submetidos a tratamento neonatal com polifendis.
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Figura 9 - Determinagdo do ponto de saciedade avaliado durante a sequéncia comportamental de
saciedade em ratos machos com 30 dias idade que foram submetidos a tratamento neonatal com
polifendis. Os graficos demonstram os comportamentos de alimentacao, limpeza e descanso em cada
sessdo (5min/sessao). O ponto de saciedade é demonstrado pela linha vertical vermelha indicando o
cruzamento entre as linhas que representam o comportamento de alimentacdo e de descanso. Grupos
experimentais: Veiculo (n= 25, 14A); Kaempferol (n= 24, 14B); Resveratrol (n= 22, 14C).
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A analise da microestrutura da SCS mostrou que a duracido e frequéncia de
alimentagao foi menor no grupo Resveratrol comparado ao grupo Veiculo (p < 0,05,
para ambos) (Tabela 1). Nao houve diferengca na ingestdo relativa, na taxa de
alimentacdo, no tempo de laténcia para iniciar a alimentagcdo, na duracgao de
alimentacao, descanso, limpeza e outras atividades e na frequéncia de limpeza e de

descanso (Tabela 1).

Tabela 1 - Parametros microestruturais da sequencia comportamental de saciedade de
ratos machos com 30 dias de idade que foram submetidos a tratamento neonatal com
polifendis.

Parametros Grupos
Veiculo Kaempferol Resveratrol
(n =20-25) (n =20-24) (n=19-22)
Ingestéo relativa (g/g) 6,90 + 0,17 6,33 £ 0,20 6,49 + 0,19
Taxa de alimentagao (g/m) 0,21 £ 0,006 0,21 £ 0,006 0,21 £ 0,009
Tempo de laténcia (s) 11,28 + 1,63 12,30 + 1,57 14,36 + 2,93
Duragao da alimentagéo (s) 1884 + 48,88 1743 + 46,01 1660 + 78,11
Duragao da limpeza (s) 105,20 + 11,23 125,40 + 12,64 96,18 + 7,61
Duragao do descanso (s) 315,10 + 67,31 404,4 + 80,44 465,2 + 111
Duragao de outras atividades (s) 1225 + 51,31 1234 + 73,52 1124 + 76,36
Frequéncia de alimentagao 10,08 £ 0,91 8,20 £ 0,92 7,10 + 0,61
Frequéncia de limpeza 5,80 £ 0,44 7,00 £ 0,49 5,656+0,44
Frequéncia de descanso 0,64 + 0,097 0,61 +0,104 0,55+ 0,108

Nota: Valores expressos em média + EPM. Teste one way ANOVA, seguido do poés-teste de
Tukey. P<0,05 vs. Veiculo.

Devido ao tempo prolongado de jejum antes da realizagdo da SCS, observamos
que alguns animais ndo apresentaram o comportamento de descanso. Desta forma,
avaliamos pelo teste de qui-quadrado se houve influéncia do uso de polifenol sobre o
numero de animais que conseguiram apresentar o comportamento de descanso. A

analise mostrou que n&do houve influéncia do tratamento sobre esse numero (Tabela 2).
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Tabela 2 - Numero de animais que apresentaram ou ndo o comportamento de
descanso durante a sequéncia comportamental de saciedade.

Grupos Descansou Nao descansou
Veiculo 16 9
Kaempferol 16 8
Resveratrol 12 10

X*=0,7829; gl= 2; P=0,6761

Aos 60 dias de idade, a SCS foi novamente avaliada e n&o houve diferenga no
ponto de saciedade entre os grupos Veiculo e Kaempferol (Figura 10A e B). Contudo,
durante os 60 minutos do teste, o grupo Resveratrol ndo apresentou cruzamento entre
as linhas que representam o comportamento de alimentagcédo e de descanso, indicando

que nao foi atingido o ponto de saciedade (Figura 10C).
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Figura 10 - Determinagcédo do ponto de saciedade de ratos machos com 60 dias idade
que foram submetidos a tratamento neonatal com polifendis.
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Figura 10 - Determinacdo do ponto de saciedade avaliado durante a sequéncia comportamental de
saciedade em ratos machos com 60 dias idade que foram submetidos a tratamento neonatal com
polifendis. Os graficos demonstram os comportamentos de alimentacao, limpeza e descanso em cada
sessdo (5min/sessao). O ponto de saciedade é demonstrado pela linha vertical vermelha indicando o
cruzamento entre as linhas que representam o comportamento de alimentacdo e de descanso. Grupos
experimentais: Veiculo (n= 25, 15A); Kaempferol (n= 24, 15B); Resveratrol (n= 22, 15C).
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Todos os parametros da microestrutura ndo mostraram diferenga entre os grupos

experimentais (Tabela 3).

Tabela 3 - Parametros microestruturais da sequéncia comportamental de saciedade de
ratos machos com 60 dias de idade que foram submetidos a tratamento neonatal com
polifendis.

Parametros Grupos
Veiculo Kaempferol Resveratrol

(n=16-19) (n=17-23) (n=18-21)
Ingestéo relativa (g/g) 4,17 +0,18 4,39+ 0,20 4,06+ 0,17
Taxa de alimentagao (g/m) 0,12 + 0,006 0,14 + 0,005 0,13 £ 0,004
Tempo de laténcia (s) 9,37 + 1,59 12,00 £ 2,11 11,14 + 1,66
Duracéo da alimentacéo (s) 2126 + 82,74 1939 £ 72,51 1938 £ 71,73
Duragao da limpeza (s) 227,30 + 33,13 367,90 + 43,33 322,80 £ 45,25
Duragao do descanso (s) 265,40 + 100,20 241,90 + 96,87 143,60 + 66,52
Duragao de outras atividades (s) 937,10 £ 60,32 1130 + 54,87 1097 + 54,65
Frequéncia de alimentagao 7,50 £ 0,92 7,72+0,76 8,50 £ 0,89
Frequéncia de limpeza 7,35+ 0,69 8,10 £ 0,85 7,56 £ 0,82
Frequéncia de descanso 0,47 £0,12 0,40 £ 0,11 0,24 £ 0,09

Nota: Valores expressos em média £ EPM. Teste one way ANOVA, seguido do pés-teste de Tukey.

Nao foi observada influéncia do tratamento com polifenol sobre o numero de
animais que conseguiram ou nao atingir o descanso durante a analise da SCS (Tabela
4).

Tabela 4 - Numero de animais que apresentaram ou ndo o comportamento de
descanso durante a sequéncia comportamental de saciedade.

Grupos Descansou Nao descansou
Veiculo 9 10
Kaempferol 8 12
Resveratrol 5 16

X°=2,528; gl= 2; P=0,2826
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6.2.7 Efeito do uso neonatal de polifendis e do status nutricional (alimentado ou
jejum de 24 horas) sobre o perfil bioquimico e peso relativo de 6rgaos e tecidos
de ratos machos com 70 dias de idade

Apds a eutanasia, aos 70 dias de idade, o perfil bioquimico foi determinado no
soro pelas analises de glicose, triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL e albumina.
Para a glicose o ANOVA two-way mostrou efeito dos polifenois [Fp, 51y = 3,318;
P=0,0442] e do status nutricional [F1, 51y = 140,5; P<0,0001], mas ndo houve efeito da
interacdo entre os fatores [F(, 51y = 0,07347; P=0,9293]. Apenas houve efeito do status
nutricional [F(1, 46) = 182,2; P<0,0001] para os triglicerideos, mas ndo houve efeito dos
polifendis [F(2, 46) = 2,261; P=0,1157] nem da interag&o entre os fatores [F(2, 46) = 2,108;
P=0,1330]. O colesterol total teve influencia dos polifendis [F, 52y = 7,280; P=0,0016],
do status nutricional [F1, s2) = 8,051; P=0,0065] e houve interagédo entre os fatores [F,,
s52) = 4,362; P=0,0177]. Houve efeito do status nutricional [F(, 51y = 9,819; P=0,0029] e
da interacdo entre os fatores [F(2, 51) = 4,868; P=0,0116], mas sem efeito dos polifenois
[Fe 51y = 1,963; P=0,1509] para o colesterol HDL. A albumina ndo teve influencia dos
polifendis [F2, 51) = 1,114; P=0,3360], do status nutricional [F4, 51y = 0,8118; P=0,3718] e
n&o houve interagéo entre os fatores [F(, 51) = 1,698; P=0,1932]. O pds-teste mostrou
que os niveis séricos de glicose e triglicerideos foram menores nos animais veiculo,
kaempferol e resveratrol submetidos a jejum de 24 horas em relagéo a seus pares em
estado alimentado (p<0,0001, para todos os grupos). O colesterol total foi menor no
grupo Veiculoasy em relagdo a seu mesmo grupo de tratamento, mas em estado
alimentado. Os animais dos grupos Kaempferol.sy € Resveratrol,4y apresentaram niveis
maiores de colesterol total que o grupo Veiculoxy (Kaempferolysn: p<0,001;
Resveratrolosy: p<0,05). O grupo Resveratrolsy teve maior nivel sérico de colesterol
HDL em relagdo ao seu mesmo grupo de tratamento, mas em estado alimentado
(p<0,001). A albumina n&o apresentou diferenga entre os grupos (Tabela 5).

Em relagdo ao peso relativo de 6rgaos e de tecidos, o ANOVA two-way mostrou
efeito do status nutricional [F(1, s4) = 26,44; P<0,0001], mas sem efeito dos polifendis [F,
ga) = 1,779; P=0,1751] e da interagdo entre os fatores [F(2 s4) = 0,7418; P=0,4793] para o
encéfalo. Da mesma forma, o peso do figado apresentou efeito apenas do status

nutricional [F, g5y = 127,7; P<0,0001], mas sem efeito dos polifendis [F2, g5y = 0,1353;
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P=0,8736] e da interacdo entre os fatores [F(, g5y = 0,2362; P=0,7902]. Para os
musculos avaliados, o ANOVA two-way apenas mostrou influéncia do status nutricional,
sem influencia dos polifendis e da interagéo entre os fatores. S6leo [Fstatus nutricional (1, 81) =
5,5674; P=0,0206; Fpoiitensis (2, 81) = 2,149; P=0,1232; Finteracso (2, 81) = 0,1928; P=0,8250],
EDL [Fstatus nutricional (1, 83) = 15,90; P=0,0001; Fpoiitensis (2, 83) = 0,2328; P=0,7928; Finteracao (2

= 0,1471; P=0,8635] e gastrocnémio [Fstatus nutricional (1, 85) = 4,280; P=0,0416; Fpo“feno.S
@ 85 = 1,673; P=0,1938; Finteracio (2, 85y = 0,1303; P=0,8780]. O somatorio dos trés
musculos (musculo total) n&do teve efeito do status nutricional [F(1, s = 3,849;
P=0,0530], dos polifenadis [F(, ss) = 1,278; P=0,2839] e da interacdo entre os fatores [F(,
ge) = 0,2423; P=0,7854]. O tecido adiposo epididimal teve efeito do status nutricional
[Fa, 74y = 21,10; P<0,0001], mas nao teve efeito dos polifenois [F 74y = 0,6698;
P=0,5149] nem da interacdo entre os fatores [F2, 74y = 1,286; P=0,2824]. O tecido
adiposo retroperitoneal foi influenciado pelos polifendis [F(2, 74) = 3,935; P=0,0238], mas
n&o foi influenciado pelo status nutricional [F(1, 74) = 0,1588; P=0,6914] e pela interagéo
entre os fatores [F(, 74y = 0,3743; P=0,6890]. O tecido adiposo mesentérico n&o teve
efeito dos polifendis [F2, 79) = 0,9912; P=0,3757], do status nutricional [F, 79) = 2,453;
P=0,1213] e da interagéo entre os fatores [F(, 79y = 1,787; P=0,1741]. O tecido adiposo
abdominal (somatorio dos trés tecidos adiposos) foi influenciado apenas pelo status
nutricional [F1, 78y = 5,395; P=0,0228], mas ndo foi influenciado pelos polifendis [F(2, 7s) =
1,614; P=0,2057] nem pela interacdo entre os fatores [F(, 78y = 0,6367; P=0,5317]. O
tamanho da tibia teve efeito do status nutricional [F(4, gs) = 5,248; P=0,0244], mas néo
teve efeito dos polifendis [F(, ssy = 0,5041; P=0,6058] e da interagdo entre os fatores
[F(2 86y = 0,6422; P=0,5287].

O pobs-teste mostrou que o peso relativo do encéfalo foi maior no grupo
Veiculozsy em relagdo ao grupo Veiculoa. (p<0,01). O peso relativo do figado foi menor
nos grupos Veiculozsy, Kaempferolosy e Resveratrolsn em relagdo a seus pares
alimentados (p<0,0001, para todos os grupos). Nao houve diferenga no peso relativo
dos musculos s6leo, EDL e gastrocnémio entre os grupos experimentais, assim como
do peso do somatdrio muscular. O peso relativo do tecido adiposo epididimal foi maior
nos grupos Kaempferol,sy € Resveratrolosy em relagdo a seus mesmos grupos de

tratamento, mas em estado alimentado (Kaempferolosn: p<0,01; Resveratrolsn: p<0,05).
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Nao houve diferenca no peso relativo do tecido adiposo retroperitoneal e mesentérico
entre 0s grupos experimentais, assim como do tecido adiposo abdominal. O tamanho

da tibia ndo foi diferente entre os grupos experimentais (Tabela 5).

Tabela 5 - Perfil bioquimico e peso relativo de 6rgaos e tecidos de ratos machos aos 70
dias de idade.

Parametros Grupos
Veiculo Kaempferol Resveratrol
Alimentado  Jejum 24H Alimentado Jejum 24H  Alimentado  Jejum 24H
(n =9-14) (n =9-13) (n =8-14) (n = 9-16) (n=7-16) (n=7-19)

Glicose 125,10+ 6,88 74,89+ 3,19 132,40+ 8,40 8593+1,38  137,00+4,25 87,71%338
(mg/dL)
Triglicerideos 90,58 +6,30  38,27+258  109,20+7,25 39,50+2,44 90,76 +8,34 40,34 +3,79
(mg/dL)
Colesterol 55,96 +2,11  44,15+1,49  5761+232 5827202 57 76+1,72 54,01 +2,94%
total (mg/dL)
Colesterol 3461+158 3471080 36,56 + 1,61 39,15+1,56  31,25+1,37 40,78 +2,16
HDL (mg/dL)
Albumina 2,25+0,12 2,37+ 0,08 2,30+ 0,08 2,48 + 0,09 2,32+ 0,05 2,20 +0.03
(mg/dL)
Encéfalo (%) 0,63 + 0,01 0,71+0,02" 0,61+ 0,01 0,67 + 0,01 0,64 + 0,01 0,68 + 0,01
Figado (%) 4,07+0,08  3,28+0,09  4,11+0,09 3,31+0,07 4,02+007 3,32+0,09
Soleo (%) 0,041+ 0,0009 0,044 +0,0007 0,043 + 0,0010 0,045+ 0,0009 0,043£0,001 0,045 + 0008
EDL (%) 0,037 +0,0015  0,042+0,0012 0,037 +0,0014 0,041 £0,0008 0,039+0,013 0,042 + 0,0007
Gastrocnémio 0,48 £0,009  0,49+0,008 0,49 +0,012 0,51+0,007 0,48+0,009 0,49 + 0,009
(%)
Musculo total 0,56 +0,009 0,57 +0,008 0,57 +0,013 0,59 £0,008 0,57+0,013 0,58 0,009
(%)
Tecido 1,53 £ 0,05 1,66 % 0,07 1,40 £ 0,02 1,75+0,07" 1,52 + 0,06 1,77 £ 0,06
adiposo
epididimal
(%)
Tecido 1,56 + 0,07 1,59 + 0,11 1,82 0,11 1,94 £ 0,13 1,83 £ 0,11 1,78 £ 0,08
adiposo
restroperitone
al (%)
Tecido 1,10 £ 0,06 1,14 + 0,06 1,02 + 0,03 1,24 + 0,07 1,20 + 0,08 1,19 + 0,05
adiposo
mesentérico
Tecido 4,24 +0,15 4,40 + 0,24 4,33+0,18 4,97 £0,21 4,45 + 0,21 4,81+0,19
adiposo
abdominal
(total)
Tibia (mm) 32,67+0,23  32,18+0,37  32,96+0,22 3227+0,11  3248+0,27  32,31+0,21

Nota: Valores expressos em média + EPM. Teste two way ANOVA medidas repetidas, seguido do poés-
feste de Tukey.

p <005 p<0,01, p<0,001; p<0,0001 Jejum 24H vs. Alimentado, entre animais com mesmo
tratamento.

%85 < 0,001 Kaempferolysy vs. Veiculogsy

% p < 0,05 Resveratrolysy vs. Veiculosgy
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6.2.8 Polifendis e resposta de expressdao de genes relacionados ao metabolismo
muscular

No musculo soleo, foi avaliada a expressao de genes relacionados ao
metabolismo muscular. Para o gene Bhad o ANOVA two-way mostrou efeito dos
polifendis [F(, 15 = 19,32; P<0,0001], do status nutricional [F1, 15y = 10,24; P=0,0060] e
da interacdo entre os fatores [F(2 15 = 34,26; P<0,0001]. A expressédo do gene Pdk4
teve influéncia dos polifendis [F(., 13y =6,851; P=0,0093] e da interagédo entre os fatores
[Fe, 13) = 4,680; P=0,0294], mas ndo teve influéncia do status nutricional [F(1 13) = 4,366;
P=0,0569]. A expressao dos genes Myh7, Pgc1a e Foxo1 ndo mostrou influéncia do
status nutricional, dos polifendis e da interagdo entre os fatores. Myh7 [Fstatus nutricional (1,
16) = 0,3700; P=0,5515; Fpoiitensis (2, 16) = 0,4596; P=0,6396; Finteracao (2, 16) = 0,3880;
P=0,6846], Pgc1a [Fstatus nutricional (1, 14) = 0,03059; P=0,8637; Fpoiitencis (2, 14) = 0,02950;
P=0,9710; Finteracso (2, 14) = 0,02902; P=0,9715] e FOXO1 [Fstatus nutricional (1, 17) = 0,06818;
P=0,7971; Fpoiifensis (2, 17) = 1,607; P=0,2295; Finteraczo (2, 17) = 0,3606; P=0,7025].

O pos-teste mostrou que a expressao do Bhad foi maior no grupo Veiculozsy em
relagdo ao grupo Veiculoa. (p<0,0001), menor sua expressao nos grupos Kaempferolaan
e Resveratrolysy em relagdo ao grupo Veiculoasy (p<0,0001, para ambos grupos). A
expressdo do gene Pdk4 foi maior no grupo Resveratrolysy em relagdo aos grupos
Resveratrola, Veiculozsy € Kaempferolasy (p<0,05, para todos os grupos). Nao houve
diferenga na expressdao de mRNA dos genes Myh7, Pgc1a e Foxo1 entre os grupos

experimentais (Tabela 6).

Tabela 6 - Expressao de genes relacionados ao metabolismo muscular de ratos machos
com 70 dias de idade.

Grupo/

Veiculo Kaempferol Resveratrol
Gene
Myh7
Alimentado 1,000 £ 0,616 0,301+ 0,185 0,603 + 0,786
Jejum — 24h 0,778 + 1,140 0,568 + 0,277 1,657 + 0,929
Pgc1a
Alimentado 1,000 + 1,981 0,00001 # 3,240 0,006 + 1,461
Jejum — 24h 0,006 + 3,518 0,004 + 1,816 0,00008 + 1,539
Bhad
Alimentado 1,000 + 1,341 13,226 + 2,901 0,932 + 3,644
Jejum — 24h 43,271+ 3,450 0,192 + 4,243%% 0,122 + 1,336%4%&
Pdk4

Alimentado

1,000 + 3,348

0,298 £ 0,872

2,498 £ 1,221
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Jejum — 24h 1,079 + 5,027 0,072 + 5,546 20,252 + 3,045 ¥
Foxo1

Alimentado 1,000 + 2,260 0,312+ 0,913 3,311+ 1,151
Jejum — 24h 2,982 + 2,815 0,021 + 0,414 2,666 + 1,731

Nota: Valores expressos em média + EPM. Teste two way ANOVA medidas repetidas, seguido do pés-

teste de Tukey.

p<0,05; p<0,0001 Jejum 24H vs. Alimentado, entre animais com mesmo tratamento.
$88p < 0,0001 Kaempferolpsy vs. Veiculogsy

&p < 0,05; 3%%4p < 0,0001 Resveratrolyy vs. Veiculogay

b < 0,05 Resveratrolysy vs. Kaempferoly
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7 DISCUSSAO

7.1 ARTIGO ORIGINAL 1 - “EFEITOS DO USO NEONATAL DE POLIFENOIS NO
DESENVOLVIMENTO SOMATICO, ATIVIDADE LOCOMOTORA E PERFIL
GLICEMICO DE RATOS”

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do uso neonatal do
kaempferol e do resveratrol no desenvolvimento somatico, atividade locomotora e perfil

glicémico de ratos machos.

7.1.1 Polifendis e o crescimento somatico e consumo alimentar

Em relagdo ao desenvolvimento somatico, os principais resultados apresentados
mostram que o peso corporal dos animais que receberam kaempferol foi maior em
relagdo ao grupo veiculo no fim da lactagdo. Esse aumento também foi observado em
filhotes machos provenientes de maes alimentadas com dieta hiperlipidica e que foram
tratados com kaempferol (1mg/kg i.p., por 14 dias) a partir da segunda semana de
lactacdo (CHAVES et al., 2020). Segundo os autores do estudo, o aumento do peso
corporal associado a uso de kaempferol poderia estar relacionado com a agao do fator
de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) e do hormdnio do crescimento (GH)
(CHAVES et al., 2020), pois ambos modulam o crescimento no periodo pdés-natal
(LUPU et al.,, 2001; VELLOSO, 2008). Sabe-se que esses hormodnios influenciam o
desempenho do crescimento somatico, ativando vias regulatérias para proliferagao
celular e sintese de proteinas via PI3K/Akt/mTOR, contribuindo assim para o aumento
da massa muscular no animal (VELLOSO, 2008). Nossos animais do grupo resveratrol
durante o periodo de lactagdo nido apresentaram diferenca no peso corporal. O
resveratrol tem demonstrado diminuir os niveis de IGF-1 ndo apenas em roedores
(BAUR et al., 2006), mas também em humanos (BROWN et al., 2010). Homens
saudaveis apresentaram diminuigdo nos niveis de IGF-1 ao ingerir resveratrol na dose
de 2,5 g/d durante 29 dias (BROWN et al, 2010). Tanto o kaempferol como o

resveratrol ndo influenciaram na porcentagem de ganho de peso e eixo longitudinal
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durante o periodo de lactagdo. Sugerindo que durante o periodo pds-natal inicial o
kaempferol é capaz de aumentar o peso corporal restando esclarecer se esse aumento
se deve a maior massa gorda ou massa livre de gordura. Embora nossos animais
tratados com kaempferol tenham apresentado ganho de peso durante o periodo de
lactacéo, esse efeito ndo se manteve a longo prazo, o que pode estar relacionado com
a dose usada e o tempo de administracao.

Apds o desmame, ambos polifendis nado influenciaram o peso corporal, eixo
longitudinal, indice de massa corporal (IMC) e o consumo alimentar de nossos animais.
Camundongos adultos obesos que receberam kaempferol (0.5 mg/kg i.p.) durante 40
dias mostraram perda de peso corporal significativa, sem alteragdo na ingestao
alimentar média e cumulativa durante o tratamento com kaempferol (ROMERO-
JUAREZ et al., 2023). Da mesma forma, néo foi observada diferenca significativa na
ingestao alimentar relativa de ratos jovens expostos a kaempferol (1mg/kg i.p.) e dieta
rica em gordura durante o periodo neonatal (CHAVES et al.,, 2020). Contudo, a
administracdo de kaempferol contribuiu para o ganho de peso corporal e de outros
parametros somaticos avaliados, sem alteracdo no IMC (CHAVES et al., 2020). Esses
efeitos controversos podem estar relacionados com o tempo de uso dos polifendis
(MONTERO et al., 2014). Montero et al. (2014) observaram diminuigéo significativa no
consumo alimentar de camundongos alimentados com dieta hipercaldrica
suplementada com kaempferol (50 mg/kg-dieta e 250 mg/kg-dieta) e resveratrol (250
mg/kg-dieta). No entanto, ambos polifendis foram capazes de diminuir o consumo
alimentar apenas apés periodo longo de tratamento (13 a 21 meses) (MONTERO et al.,
2014). Além disso, sabe-se que os polifendis apresentam baixa biodisponibilidade oral
devido a varios fatores: interacdo com a matriz alimentar, processos metabdlicos
mediados pelo figado (metabolismo das fases | e Il), intestino e microbiota (MANACH et
al., 2004; LUCA et al., 2020; DI LORENZO et al., 2021).

Em relagdo a farmacocinética do kaempferol, foi observado em ratos que apos a
administragdo oral, o tempo de concentragdo plasmatica maxima (tmax) foi de 1-1,5
horas seguido por um declinio constante até 6 horas (BARVE et al., 2009). Enquanto
que, ap6s a administragéo intravenosa (i.v.), a concentragao plasmatica de kaempferol

caiu para 50% (t12) em aproximadamente 3-4 horas, seguida por um declinio constante
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até ~12 horas (BARVE et al., 2009). Da mesma forma, estudos mostram que a
absor¢ao oral do resveratrol em humanos é aproximadamente de 75% (WALLE et al.,
2004; WALLE, 2011), mas é extensamente metabolizado no intestino e no figado e
rapidamente eliminado pela urina e, portanto, apresenta baixa biodisponibilidade
(WALLE et al., 2004; WALLE, 2011; CHIMENTO et al., 2019). Em humanos, foi
observado que apds a administracdo oral de varias doses de resveratrol, o tempo de
concentragcédo plasmatica maxima (tmax) foi de 1 hora e com meia-vida plasmatica (t1,2)
entre 4,7-9,7 horas (BROWN et al., 2010). A meia-vida plasmatica (t12) em individuos
saudaveis, apoés a administragdo i.v. de "C-resveratrol (0,2 mg) foi de 11,4 horas
(WALLE et al., 2004). Embora a administracdo intravenosa possa levar a maior
concentracdo plasmatica de kaempferol e resveratrol, a administracdo intraperitoneal
(i.p.) foi escolhida por ser mais adequada para o tratamento crénico. Além disso, a via
de administragao intraperitoneal foi escolhida para aumentar a biodisponibilidade de
ambos os polifendis, que é limitada quando administrados por via oral (WALLE et al.,
2004; BARVE et al., 2009; BROWN et al., 2010).

7.1.2 Polifendis e a resposta glicémica

Outro efeito evidenciado em estudos com animais, € o controle da glicemia que
alguns polifendis possuem, sugerindo que os polifendis podem ser uma terapia dietética
para a prevencdo e tratamento do diabetes tipo 2 (HANHINEVA et al., 2010;
ALKHALIDY et al., 2015; KIM, KEOGH e CLIFTON, 2016; ALKHALIDY et al., 2018).
Nesse sentido, os polifendis atuam no controle da glicemia através dos seguintes
mecanismos: inibicdo da a-amilase e a-glicosidase, inibicdo da absorcao de glicose no
intestino pelo transportador de glicose dependente de sédio 1 (SGLT1), estimulagéo da
secrecdo de insulina (HANHINEVA et al., 2010) e pela supressao da gliconeogénese
hepatica (ALKHALIDY et al., 2018). Além disso, os polifendis podem aumentar a
captacao de glicose dependente de insulina, aumentar a atividade da proteina quinase
ativada por adenosina monofosfato (AMPK) e a expressdao de GLUT4 em células
musculares esqueléticas (ALKHALIDY et al., 2015).
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Alkhalidy et al. (2018) estudaram os efeitos do kaempferol em camundongos
obesos alimentados com dieta hiperlipidica e em ratos ndo obesos alimentados com
dieta padrdo que durante 6 semanas receberam kaempferol (50 mg/kg/d v.0.) por
gavagem. Com 4 e 6 semanas de tratamento, os camundongos obesos alimentados
com dieta hiperlipidica suplementada com kaempferol apresentaram niveis de glicose
no sangue em jejum mais baixos em comparagdo com os camundongos obesos
controles. No entanto, o kaempferol nédo teve efeito sobre a glicemia em jejum dos
camundongos nao obesos alimentados com dieta padrdo (ALKHALIDY et al., 2018).
Por outro lado, o tratamento com kaempferol melhorou significativamente a tolerancia a
glicose com diminuicdo da glicemia aos 60 e 120 min, além de diminuir os valores da
area sob a curva nos camundongos obesos, mas néo teve efeito na tolerancia a
glicose, nem na area sob a curva nos camundongos n&do obesos alimentados com dieta
padrdao (ALKHALIDY et al., 2018). Segundo os autores, o controle glicémico nos
camundongos obesos tratados com kaempferol foi atribuido a supressdo da
gliconeogénese hepatica e a melhora da sensibilidade a insulina (ALKHALIDY et al.,
2018). Pois foi evidenciado in vivo e in vitro que o kaempferol &€ capaz de inibir a
atividade hepatica da piruvato carboxilase e da glicose-6-fosfatase, responsaveis de
promover a gliconeogénese no figado (ALKHALIDY et al., 2018). Apos os achados os
autores concluiram que o kaempferol ndo exerceu efeito sobre os fenétipos metabdlicos
de camundongos nao obesos alimentados com dieta padréo, sugerindo que o potencial
efeito da suplementacao nutricional de kaempferol € minimo e que os beneficios para a
saude do kaempferol dependem do estado metabdlico inicial (ALKHALIDY et al., 2018).
Corroborando com esses achados, camundongos idosos alimentados com dieta padréao
de laboratério suplementada com 0,01% de kaempferol ou 0,05% de kaempferol por 3
meses nao tiveram efeitos na glicemia de jejum, tolerancia a glicose e sensibilidade a
insulina (ALKHALIDY et al., 2015).

Em parte, nossos resultados podem confirmar esses achados, pois nao
evidenciamos efeito do uso neonatal de kaempferol sob a glicemia de jejum avaliada
em nossos animais aos 62 dias de idade e que foram alimentados com dieta padrao de
laboratério. No entanto, quando avaliamos a concentragao glicémica através do teste

de tolerancia a glicose observamos aumento da curva glicémica aos 15 minutos apds o
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inicio do teste, mas sem alteracido na area sob a curva. No estudo de Romero-Juarez et
al. (2023), os autores mostraram que camundongos obesos tratados com kaempferol
(0.5 mgl/kg i.p.) por 32 dias ndo apresentaram diferengcas na concentracao glicémica
avaliada através do teste de tolerancia a glicose, na area sob a curva, nem na glicemia
de jejum. Contudo, apdés 38 dias de tratamento o kaempferol foi capaz de reduzir
significativamente a glicemia de jejum em comparagao com o grupo veiculo (ROMERO-
JUAREZ et al, 2023). O tratamento com kaempferol (0,05% adicionado a dieta)
também tem mostrado melhorar significativamente a hiperglicemia, a tolerancia a
glicose e os niveis de insulina em camundongos diabéticos obesos (ALKHALIDY et al.,
2015). Os estudos expostos acima evidenciam claramente o efeito do kaempferol no
controle da glicemia em modelo animal de obesidade (ALKHALIDY et al, 2018;
ROMERO-JUAREZ et al., 2023) e em modelo animal de diabetes (ALKHALIDY et al.,
2015), mostrando que de fato o kaempferol teria efeito no controle da glicemia em
animais com estado metabdlico alterado.

Recentemente, o resveratrol vem ganhando interesse da comunidade cientifica
pelo seu efeito no controle da glicemia em humanos (ABDOLLAHI et al., 2019;
HOSEINI et al., 2019) e em roedores (SU, HUNG e CHEN, 2006; DENG et al., 2008).
Estudos mostram que a agao do resveratrol na captagédo de glicose no tecido muscular
envolve mecanismos dependentes e independentes de insulina (CHI et al., 2007; DENG
et al., 2008; HUANG et al., 2020). Neste ultimo mecanismo o resveratrol estaria
envolvido com a sinalizagdo da via ER/PI3K/Akt e, consequentemente, com a
translocagcdo de GLUT4 para a membrana celular, aumentando a captagéo de glicose
no musculo esquelético (DENG et al.,, 2008). Dessa forma, o efeito hipoglicémico do
resveratrol estaria associado com o aumento da translocacdo de GLUT4 para a
membrana celular (DENG et al., 2008), mas também pelo aumento da expresséo de
GLUT4 (CHI et al., 2007) no musculo esquelético. O GLUT4 é uma proteina reguladora
chave para o transporte de glicose, contribuindo com a captagao de glicose pelas
células do musculo esquelético (BRYANT e GOULD, 2020). Deng et al. (2008), em seu
estudo, demonstrou que o uso cronico (15 dias ou 15 semanas) de resveratrol
(1mg/kg/d v.o. gavagem) aumentou a translocagcdo de GLUT4 para a membrana

plasmatica e a fosforilagdo do receptor de insulina (InsR) no musculo séleo de ratos
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resistentes a insulina alimentados com dieta alta em colesterol e frutose. Outro estudo
mostrou que o uso durante 14 dias de resveratrol (0,5 mg/kg intragastrico) exerceu
efeito anti-hiperglicémico em ratos diabéticos tipo 1 induzidos por estreptozotocina, sem
alteragao dos niveis plasmaticos de insulina (SU, HUNG e CHEN, 2006). Isso sugere
que o efeito do resveratrol ndo foi devido a estimulacdo da secregdo de insulina pelas
células B-pancreaticas e sim provavelmente pelo aumento da sensibilidade a insulina
(SU, HUNG e CHEN 2006). Contudo, parece que os efeitos benéficos do resveratrol no
controle da glicemia se apresentam nao apenas em ratos resistentes a insulina (DENG
et al.,, 2008) ou diabéticos (SU, HUNG e CHEN, 2006), mas também em ratos
saudaveis (SU, HUNG e CHEN 2006; CHI et al., 2007). Su, Hung e Chen (2006)
mostraram que ratos adultos saudaveis tratados com resveratrol (0,5 mg/kg v.o
gavagem) de forma aguda (90 min antes do inicio do teste de tolerédncia a glicose)
diminuiram significativamente a glicose no sangue em cada ponto/tempo avaliado
durante os 120 minutos do teste, em comparagdo com o grupo veiculo. Outro estudo
também mostrou a influéncia do tratamento agudo com resveratrol (10 mg/kg, v.o.
gavagem) na diminuigdo da glicose plasmatica em ratos adultos saudaveis (CHI et al.,
2007). No entanto, a diminuicdo no nivel de glicose do grupo tratado com resveratrol
em comparagao ao grupo controle foi significativo apenas aos 90 e 120 min apds o
inicio do teste de tolerancia a glicose (CHI et al., 2007).

Diferente efeito foi observado em nossos animais adultos, pois aos 15 minutos
de iniciado o teste de tolerancia a glicose evidenciamos aumento da glicemia, mas esse
efeito ndo se manteve nos outros pontos/tempos de avaliacdo. Nossos achados
sugerem que o uso cronico neonatal do resveratrol ndo foi capaz de intervir na
diminuicdo da glicemia na idade adulta. Possivelmente, ndo observamos efeito na
diminuicdo da glicemia durante o teste de tolerdncia a glicose porque o efeito
hipoglicemiante do resveratrol em ratos saudaveis tem sido observado apos
administracdo aguda (SU, HUNG e CHEN, 2006; CHI et al., 2007). Por outro lado,
Szkudelski (2006) observou efeito inibitdério do resveratrol sobre a secreg¢ao de insulina
em ilhotas pancreaticas. Embora o autor do estudo esclareca que o efeito inibitorio
sobre a secregao de insulina é reversivel, isso nos sugere que o resveratrol

administrado durante o periodo critico do desenvolvimento pode ter interferido no
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funcionamento das células (-pancreaticas e possivelmente na formacao de insulina na
vida adulta. Contudo, ndo podemos afirmar esse fato, pois em nosso estudo nao
avaliamos o funcionamento das ilhotas pancreaticas, assim como os niveis de insulina.
Por outro lado, Palsamy e Subramanian (2010) através de observagdes histolégicas e
ultraestruturais do tecido pancreatico de ratos adultos diabéticos induzidos por
estreptozotocina e nicotinamida, determinaram que a administragao oral de resveratrol
(5 mg/kg) pode resgatar as células B-pancreaticas do dano oxidativo sem afetar sua
funcao e integridade estrutural. A ag&o protetora do resveratrol no tecido pancreatico de
ratos diabéticos tipo | estaria relacionada com a atividade anti-inflamatéria e
antioxidante deste composto (PALSAMY e SUBRAMANIAN, 2010). Pois foi observado
que o resveratrol € capaz de diminuir significativamente os niveis de marcadores
inflamatdrios (TNF-a, IL-1b, IL-6, NF-kB unidade p65) e de reverter a diminuigdo de
enzimas antioxidantes (superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPXx),
glutationa-S-transferase (GST) e catalase) (PALSAMY e SUBRAMANIAN, 2010).

7.1.3 Polifendis e a atividade locomotora

Em relagdo a nosso objetivo de estudar o efeito do uso neonatal de kaempferol e
resveratrol sobre o desenvolvimento da locomogao, ndés avaliamos parametros da
atividade locomotora no campo aberto, os quais nos permitem avaliar as propriedades
biomecanicas e comportamentais da atividade locomotora em roedores (ARAGAO RDA
et al., 2011). Evidéncias sugerem que os polifendis podem exercer efeitos
neuroprotetivos, protegendo os neurdnios contra lesdes induzidas pelo estresse,
suprimindo a neuroinflamacdo e consequentemente promovendo o desempenho
neuromotor (DI MEO et al., 2020). Mas pouco se sabe sobre o efeito dos polifendis,
especificamente do kaempferol e do resveratrol no desenvolvimento da locomogao. No
rato, o desenvolvimento da locomocdo ocorre de maneira coordenada, sendo
necessaria a integridade, maturagdo e integragdo entre o sistema nervoso central
(SNC) e o musculoesquelético (FOX, 1965; GRAMSBERGEN, 1998; JAMON, 2006).
Ratos sdo frequentemente escolhidos para este tipo de analise, pois nascem em um

estagio inicial de neuro-ontogenia, permitindo a observagdo do desenvolvimento dos
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padrées da locomogédo no periodo poés-natal (GRAMSBERGEN, 1998). Dessa forma
avaliamos a atividade locomotora em idades que estdo relacionadas a eventos
importantes na aquisicdo da locomog¢ao durante o periodo de lactacdo, assim como o
desenvolvimento do padréao adulto da locomog¢ao durante a adolescéncia.

Na avaliagéo intragrupos, nés observamos que todos os grupos experimentais
mostraram aumento progressivo da distancia percorrida a partir da segunda semana de
vida, permanecendo esse aumento até o 30° DPN no grupo veiculo e kaempferol.
Sabe-se que entre a segunda e a terceira semana pos-natal a locomogao no rato
desenvolve-se rapidamente (MUIR 2000; WESTERGA e GRAMSBERGEN, 1990). Nos
parametros relacionados como a capacidade dos animais de transformar forga muscular
em movimento, observamos que a velocidade média teve similar desenvolvimento que
a distancia percorrida para todos os grupos. No entanto, a poténcia média e a energia
cinética apresentaram aumento a partir do desmame até a adolescéncia em todos os
grupos. Esse aumento da poténcia e do gasto de energia estaria relacionado com uma
capacidade maior de deslocar o corpo ao redor do campo (CADENA-BURBANO et al.,
2019). Em relagao aos parametros comportamentais da locomogao, observamos que na
segunda e terceira semana pdés-natal os animais kaempferol e resveratrol passam
menos tempo imdveis, menos tempo na area central e progressivamente aumentam
seu tempo na area periférica. O aumento do tempo na area periférica esta relacionado
ao aumento da atividade exploratéria e ao desenvolvimento de tigmotaxia (BA e SERI
1995; JAMON 2006). Enquanto que, o grupo veiculo apresentou diminuicdo da
imobilidade e aumento no numero de paradas s6 a partir da terceira semana pés-natal.
Ambos os polifenéis mostram-se favoraveis no estimulo do desenvolvimento da
locomocgao nas idades consideradas marcos do desenvolvimento.

Na avaliagao intergrupal, observamos que os animais do grupo resveratrol se
destacaram na maioria dos parametros avaliados em relagdo aos animais do grupo
veiculo e/ou kaempferol. Animais do grupo resveratrol apresentaram maior distancia
percorrida em relagéo aos animais do grupo veiculo no 17° DPN e 21° DPN. A poténcia
média foi maior nos animais do grupo resveratrol em relagdo aos animais veiculo e
kaempferol no 21° DPN e 60° DPN. Animais no 60° DPN do grupo resveratrol

apresentaram maior energia cinética em comparagao aos animais do grupo kaempferol.
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Apenas no 17° DPN animais do grupo resveratrol apresentaram menor tempo de
imobilidade em relagédo aos animais do grupo veiculo. O numero de paradas foi menor
no grupo resveratrol quando comparado com os grupos veiculo e kaempferol no 8° DPN
e 14° DPN. Quanto ao tempo de permanéncia em cada area do campo aberto, o grupo
resveratrol apresentou maior tempo de permanéncia na area central e menor tempo de
permanéncia na area intermediaria em relagao ao grupo kaempferol no 8° DPN.

Estudos com ambos os polifendis (kaempferol e resveratrol) mostram resultados
controversos na atividade locomotora e exploratéria, que podem estar relacionados com
a dose, tempo de uso, via de administracdo e modelo experimental a ser estudado
(SLOLEY et al., 2000; BUSANELLO et al., 2011; BUSANELLO et al., 2012; GE et al.,
2016; KARAM e RADWAN, 2020). Busanello et al. (2012) avaliou no campo aberto a
atividade locomotora e exploratdria, representadas pelo numero de cruzamentos e pelo
numero de rearing, respectivamente, em ratos machos adultos tratados com flufenazina
e/ou resveratrol (1 mg/kg, s.c., 3 vezes por semana, durante 21dias). Observou que o
co-tratamento com resveratrol ndo foi capaz de prevenir a redugcdao da atividade
locomotora e do comportamento exploratério, causados pela flufenazina (BUSANELLO
et al. 2012). Além disso, ambos os parametros ndo foram modificados no grupo tratado
apenas com resveratrol (BUSANELLO et al. 2012). Da mesma forma, a administragao
do resveratrol (5 mg/kg, i.p., por 3 dias consecutivos) ndo foi capaz de atenuar a
hipolocomogao causada pela reserpina em camundongos (BUSANELLO et al., 2011).
Ambos os estudos mostram que o resveratrol ndo foi capaz de prevenir a redugao da
atividade locomotora, causada pelo bloqueio medicamentoso dos receptores de
dopamina (BUSANELLO et al.,, 2011; BUSANELLO et al.,, 2012). No entanto, foi
observado que o resveratrol é capaz de aumentar a captacdo de NA/5-HT e de reduzir
a atividade da monoamina oxidase (MAO) (YANEZ et al, 2006), o que,
consequentemente, poderia aumentar a atividade locomotora e exploratéria causada
pela disponibilidade de neurotransmissores como a dopamina, noradrenalina e
serotonina.

Karam e Radwan (2020) observaram, mediante o teste de campo aberto, o
restabelecimento da locomogdo e do comportamento exploratério em camundongos

fémeas adultas tratadas com diazepam e resveratrol (20 mg/kg/dia, v.o., por 3
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semanas) em relagdo ao grupo diazepam. Esse resultado indica que o resveratrol foi
capaz de abolir os efeitos do diazepam na locomocéo e no comportamento exploratoério,
expressos pelo menor numero de quadrados cruzados e pelo menor numero de rearing
e grooming, respectivamente (KARAM e RADWAN, 2020). O aprimoramento de ambos
os parametros foi corroborado pelo aumento significativo do conteudo de aminas
biogénicas no tecido cerebral dos camundongos (serotonina, noradrenalina e
dopamina) (KARAM e RADWAN 2020). No estudo de Ge et al. (2016), o uso de
resveratrol (15 mg/kg/d, intragatrico, por 16 dias) em ratos machos com hipotireoidismo
subclinico, foi capaz de aumentar a atividade locomotora e o comportamento
exploratdrio representados pela distancia total, velocidade média e pelo niumero de
rearing, respectivamente. A regulacdo negativa da hiperatividade do eixo HPA e a
regulagédo tanto do eixo HPT quanto da via Wnt/B-catenina, estariam por tras desses
desfechos (GE et al., 2016). Interessantemente, nossos animais tratados com
resveratrol durante o periodo neonatal, mas sem nenhuma intervengdo medicamentosa
ou dietética, mostraram maior deslocamento horizontal no campo aberto, representado
pelo aumento da distancia percorrida e poténcia média durante a lactagdo. Desta forma,
o resveratrol foi capaz de aumentar a atividade locomotora desses animais enquanto
havia o tratamento. Apdés o desmame, somente foi observado aumento da energia
cinética e da poténcia média (no 60° DPN). Essas mudangas podem estar mais ligadas
a melhora do desempenho locomotor do que a mudancgas na exploragao.

Contudo, nés nado observamos diferengcas na locomog¢ao nos animais tratados
com kaempferol. Sloley et al. (2000) mostrou que a administragao oral (10 mg/kg, 1the 3
h) e intraperitoneal (50 mg/kg, 3 h) de kaempferol ndo inibiu a atividade da MAO-A ou
MAO-B no cérebro de ratos. Sabe-se que a inibicdo da MAO-A e da MAO-B aumenta a
disponibilidade de neurotransmissores de monoamina ou seus metabdlitos no cérebro
(SLOLEY et al. 2000). Foi demonstrado que o extrato de folhas de Ginkgo biloba (200
mg/kg, i.p., 3h), fonte de kaempferol e de outros flavonoides, n&o alterou as
concentracdes de noradrenalina, dopamina, 5-HT e 5-HIAA no coértex, corpo estriado e
hipotalamo de camundongos (SLOLEY et al. 2000). Esses achados nos sugerem que o
kaempferol e o resveratrol possuem diferentes mecanismo de acédo, que podem estar

relacionados com sua estrutura quimica (SLOLEY et al. 2000) e polaridade (YANG et
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al., 2000). Pois a presenga de mais de um grupo hidroxila no anel 2-fenil, como na
quercetina e na miricetina, pertencentes a mesma familia do kaempferol, resulta na
diminuicao da atividade inibidora da MAO-A e MAO-B (SLOLEY et al. 2000). Por tanto,
esses flavonoides, incluindo o kaempferol teriam pouco efeito no estimulo do SNC
(SLOLEY et al. 2000; YANG et al., 2015). No estudo de Yang et al. (2015) nao
observaram efeito na atividade locomotora de camundongos machos tratados com
kaempferol, quercetina, kaempferol-3-O-B-D-glicose e quercetina-3-O-B-D-glicose (0,35
mM/kg, i.p., 60 min antes do teste de campo aberto) isolados das folhas do Apocynum
venetum Linn (Apocynaceae). Os autores concluiram que os quatro flavonoides néo
tiveram efeitos estimulantes do SNC, consequentemente tampouco da atividade
locomotora (YANG et al. 2015). No entanto, o kaempferol isolado das folhas do
Apocynum venetum Linn (Apocynaceae) tem se mostrado capaz de diminuir o
comportamento semelhante a ansiedade (GRUNDMANN et al., 2007; GRUNDMANN et
al., 2009) e a depressao (YANG et al.,, 2015) em camundongos. Grundmann et al.
(2009) verificaram efeito ansiolitico em todas as doses testadas de kaempferol isolado
(0,02; 0,08; 0,05 e 1,0 mg/kg) administrado por via oral, 60 minutos antes da avaliagao
no labirinto em cruz elevado (LCE). O efeito ansiolitico foi evidenciado pelo maior
tempo de permanéncia dos camundongos nos bragos abertos do LCE. Porém, o
kaempferol (0,02; 0,05 e 1,0 mg/kg) apds administragao intraperitoneal ndo mostrou
efeito ansiolitico, em nenhuma das doses testadas (GRUNDMANN et al., 2009). Um
dos principais metabdlitos intestinais do kaempferol é o acido 4-hidroxifenilacético (4-
HPAA) e seus efeitos ansioliticos sdo atribuidos ao dito metabdlito (ZABELA et al.,
2016). No estudo de Vissiennon et al. (2012) foi observado efeito ansiolitico do
kaempferol e do seu metabdlito o acido para-hidroxifenilacético (p-HPAA) apds
administracdo oral e intraperitoneal, respectivamente. Nao sendo evidenciado efeito
ansiolitico do kaempferol apds administragdo por via intraperitoneal, corroborando a
hipétese de que o kaempferol atua como ansiolitico quando € transformado em seu
metabdlito ativo o acido hidroxifenilacético pela microflora intestinal (VISSIENNON et al.
2012). Os achados desses estudos (GRUNDMANN et al., 2009; VISSIENNON et al.

2012; ZABELA et al., 2016) podem-nos ajudar a compreender o porqué de ndo termos



116

encontrado efeito ansiolitico, avaliado através do tempo de permanéncia nas areas do
campo aberto, em nossos animais tratados com kaempferol por via intraperitoneal.

Porém varios estudos com resveratrol demonstram que este estilbeno pode
melhorar o comportamento semelhante a ansiedade e a depresséao (GE et al., 2015; GE
et al., 2016; KARAM e RADWAN, 2020). Ge et al. (2015) investigou os efeitos do
resveratrol (80 mg/kg, i.p., por 7 dias consecutivos) no comportamento semelhante a
depressao induzido por lipopolissacarideo (LPS) em camundongos adultos. Os
resultados mostraram que o resveratrol reverteu o aumento do tempo de imobilidade
induzido por LPS, avaliado no teste de nado forgado e no teste de suspensao da cauda.
Segundo os autores, a agdo antidepressiva do resveratrol estaria relacionada a sua
capacidade de reduzir a expressdo de citocinas proé-inflamatoérias (IL-1B, TNF-a),
consequentemente aumentando a expressdo da proteina de ligagdo ao elemento de
resposta do AMPc fosforilado (pCREB) e do fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) no cértex pré-frontal e hipocampo (GE et al., 2015). Além do exposto, dentre os
mecanismos responsaveis pelo efeito ansiolitico e antidepressivo do resveratrol
estariam o aumentando dos niveis de Sirt1 pela supressao da producao de citocinas
inflamatdrias (NF-kB e NLRP3) no hipocampo (LIU et al., 2019), a diminui¢do da
hiperatividade do eixo HPA (GE et al.,, 2016; LIU et al.,, 2018) e o aumento da
disponibilidade das aminas biogénicas (serotonina, noradrenalina e dopamina) nos
tecidos cerebrais (KARAM e RADWAN 2020). Corroborando esses estudos, nossos
resultados sugerem que durante o periodo de lactacédo o resveratrol teve efeito na
diminuicdo do comportamento semelhante a ansiedade, evidenciado pelo menor tempo
de permanéncia na area central do campo aberto e pelo menor tempo de imobilidade e
menor numero de paradas, respectivamente.

Além dos efeitos do resveratrol no quesito comportamental, nosso trabalho
também mostra que o resveratrol foi capaz de melhorar a locomogdo no quesito
biomecanico e metabdlico na adolescéncia. A resisténcia fisica induzida pelo resveratrol
tem sido amplamente atribuida a aumento da fungdo mitocondrial (LAGOUGE et al.,
2006; UM et al., 2010). Camundongos alimentados com dieta rica em gordura
suplementada com resveratrol (400 mg/kg/d) durante 12 semanas, mostraram aumento

da resisténcia fisica, conforme evidenciado pelo aumento do tempo de corrida (UM et
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al., 2010). O efeito do resveratrol, na resisténcia fisica, foi atribuido ao aumento da
expressao de genes envolvidos com a biogénese mitocondrial (PGC-1a, PGC-1b) e a
fosforilagao oxidativa (MCAD) no musculo esquelético (UM et al., 2010). Sugerindo que
o resveratrol poderia induzir a conversao do tipo de fibra muscular, por meio da ativacao
do PGC-1a, pois as fibras oxidativas do tipo | estdo associadas ao aumento da
resisténcia fisica. Sabe-se que o PGC-1a se expressa em varios tecidos, incluindo o
musculo esquelético, e é considerado o principal regulador da biogénese mitocondrial e
do metabolismo energético celular (LIN et al., 2002). Por sua vez, o PGC-1a é expresso
preferencialmente em fibras do tipo | oxidativas (contragéo lenta), que sdo muito ricas
em conteudo mitocondrial (BERCHTOLD et al 2000; LIN et al, 2002).
Interessantemente, Lagouge et al. (2006) observaram maior distancia média percorrida
até a exaustdo, em camundongos alimentados tanto com dieta padrdao de laboratério
como com dieta rica em gordura suplementadas com resveratrol (4 g/kg de alimento,
para fornecer uma dose de 400 mg/kg/d), em relagdo a seus controles nao
suplementados com resveratrol. O aumento significativo da resisténcia fisica dos
animais tratados com resveratrol foi consistente com o aumento da atividade
mitocondrial e com a conversdo das fibras musculares glicoliticas em diregdo a um
fendtipo de tipo oxidativo (LAGOUGE et al.,, 2006). Esses importantes achados nos
sugerem que através desses mecanismos o resveratrol pode ter melhorado o
desempenho locomotor de nossos animais adolescentes, conforme evidenciado pelo
aumento da poténcia média e da energia cinética.

O resveratrol também tem se mostrado eficiente no aumento da coordenagao
motora, forca muscular e de tragdo, conforme revelado no rotarod, testes de forca de
preensao e de corda, respectivamente (LAGOUGE et al., 2006). Baur et al., 2006
avaliaram o equilibrio e a coordenagdo motora através do rotarod em camundongos
idosos alimentados com dieta hipercaldrica (HC) suplementada com resveratrol (R)
(22.4 mg/kg/d). Os autores observaram que os animais HCR melhoraram
constantemente suas habilidades motoras a medida que envelheciam, a ponto de
serem indistinguiveis do grupo alimentado com dieta padrdao de Ilaboratério.
Surpreendentemente, o desempenho no rotarod também foi melhorado nos

camundongos alimentados com dieta padrdao de laboratério suplementada com
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resveratrol (BAUR et al., 2006), sugerindo que o resveratrol pode melhorar a fungao
neuromuscular em animais expostos a dieta hiperlipidica ou a dieta padrdo (BAUR et
al., 2006; LAGOUGE et al., 2006). No entanto, em nosso trabalho ndo observamos
efeito do kaempferol na melhora do desempenho locomotor em relagédo aos grupos
veiculo ou resveratrol. Li e Pu (2011) observaram melhora da coordenacédo motora,
aumento da atividade locomotora espontdnea e aumento nos niveis de superoxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-PX) em modelo de doenca de
Parkinson em camundongos adultos tratados com kaempferol (50 e 100 mg/kg, v.o.)
durante 14 dias. O efeito do kaempferol foi dependente da dose usada. Os autores
concluiram que os efeitos neuroprotetores evidenciados pelo uso do kaempferol estao

relacionados com sua elevada capacidade antioxidante.
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7.2 ARTIGO ORIGINAL 2 - “REPERCUSSOES DA ADMINISTRACAO NEONATAL DE
KAEMPFEROL E RESVERATROL NA FLEXIBILIDADE COMPORTAMENTAL E
METABOLICA MUSCULAR DE RATOS MACHOS”

Na segunda parte da tese, os dados foram agrupados pela manipulagéo
neonatal com os polifendis kaempferol e resveratrol e pelo status nutricional

(alimentado e jejum de 24 horas) apds o desmame.

7.2.1 Polifendis e resposta comportamental ao jejum

Na avaliagdo da atividade locomotora no campo aberto por 15 minutos, os
animais Veiculoysy mostraram maior distancia percorrida € menor poténcia média e
numero de paradas, aos 30 dias. Em relagdo ao comportamento alimentar, ambos
polifendis foram capazes de antecipar o ponto de saciedade aos 30 dias de idade.
Contudo, na avaliagdo da microestrutura da SCS, apenas o grupo resveratrol
apresentou menor duracdo e frequéncia de alimentagdo. Aos 60 dias, o grupo
resveratrol ndo conseguiu atingir o ponto de saciedade, porém, sem mudangas na
microestrutura da SCS.

A locomocéao tem varias fungcbes para os animais, uma delas € a busca pelo
alimento, o forrageamento (JORDAN, 1998; HUANG, SHYU e HSIAO, 2010). Desta
forma, estudamos o comportamento locomotor dos animais submetidos a jejum de 24h
comparando-os com animais em estado alimentado. Observamos apenas que o0s
animais que receberam veiculo durante a lactagcdo e estavam em jejum de 24h
apresentaram maior deslocamento no campo com redugdo no numero de paradas.
Esse resultado pode demostrar maior exploragcdo do ambiente pelo animal (KELLEY
1993), ja que, animais submetidos a privacdo de alimento podem ser mais ativos e
podem explorar mais do que os animais saciados (KELLEY 1993; WILLIAM et al., 2002;
ZHU et al., 2014). No estudo de Zhu e colaboradores (2014), ratos machos adultos
submetidos a privagao alimentar mostraram maior atividade geral (movimentos ativos,
como caminhar ao redor da gaiola) em relagcdo ao grupo controle (alimentado ad

libitum). Resultados semelhante foram encontrados em camundongos (WILLIAM et al.,
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2002), o que indica que roedores aumentam a atividade locomotora para procurar
alimento quando este é limitado ou imprevisivel (ZHU et al., 2014).

Para analise do comportamento alimentar, avaliamos o consumo alimentar, o
ponto de saciedade e a microestrutura da SCS, aos 30 e 60 dias de idade, apenas nos
animais que formaram parte do subgrupo (jejum de 24 horas) e que durante o periodo
neonatal foram tratados com o veiculo, kaempferol e resveratrol. A administragao
neonatal de kaempferol e resveratrol ndo alterou o consumo alimentar relativo diario
meédio dos animais em ambos os periodos de avaliagao. Resultados semelhantes foram
observados em camundongos adultos alimentados com dieta padrao e tratados com
kaempferol (ALKHALIDY et al., 2018) ou resveratrol (ANDRADE et al., 2014). Da
mesma forma, ratos e camundongos expostos a dieta HF (High Fat) e tratados com
kaempferol (CHANG et al., 2011; CHAVES et al., 2020; ROMERO-JUAREZ et al., 2023)
ou resveratrol (LAGOUGE et al., 2006; MACARULLA et al., 2009; ALBERDI et al., 2011)
nao mostraram diferenga no consumo alimentar. No entanto, a supressao do consumo
alimentar foi observada em camundongos C57BL/6 obesos alimentados com dieta HF e
tratados com o extrato etandlico da propolis verde brasileira (WASHIO, SHIMAMOTO e
KITAMURA, 2015), fonte de varios flavonoides, incluindo o kaempferol (KITAMURA et
al., 2018). O aumento da expressao de mRNA de leptina no tecido adiposo epididimal e
em adipécitos 3T3-L1 diferenciados, induzido pela prépolis verde brasileira, estaria por
tras da supressdo da alimentagdo (WASHIO, SHIMAMOTO e KITAMURA, 2015). A
leptina € uma adipocina liberada essencialmente por adipdcitos brancos maduros que
regula a atividade neural do centro de alimentagado no hipotalamo, reduzindo a ingestao
de alimentos e aumentando o gasto energético (SAHU, 2004). Em roedores, a lactagao
€ um periodo critico para a formacao e maturacdo de areas hipotalamicas, como o
nucleo arqueado (ARC), que € o principal local de ag¢ao da leptina (FRANCO et al.,
2016). No SNC, acredita-se que os receptores de leptina (LepRs) no hipotalamo
medeiam a saciedade diminuindo os niveis do neuropeptideo Y (NPY) el/ou
aumentando o metabolismo através da ativacdo do sistema simpatico eferente
(CAMPFIELD, SMITH e BURN, 1996; AHIMA e ANTWI, 2008).

A anadlise da SCS é um método nao invasivo e facilmente reprodutivel, através

dele podem ser identificadas alteracbes no comportamento alimentar, principalmente na
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saciedade, induzidas por manipulag¢des farmacolégicas (HALFORD, WANNINAYAKE e
BLUNDELL, 1998). No presente estudo, o ponto de saciedade foi antecipado pelo
tratamento neonatal com kaempferol e resveratrol, no entanto, apenas o resveratrol foi
capaz de influenciar na microestrutura da SCS aos 30 dias de idade. Embora sejam
poucos os estudos que tém examinado os efeitos dos polifendis na regulagdo de
neuropeptideos e neuro-horménios no SNC, alguns polifendis parecem claramente ter o
potencial de modular os neuropeptideos envolvidos na ingestdo de alimentos e na
saciedade. Por exemplo, o extrato aquoso da semente adlay (coix lachryma-jobi var.
mayuen), rico em compostos fendlicos, reduziu o consumo alimentar com concomitante
diminuicdo nos niveis de NPY e LepR mRNA no hipotadlamo de ratos machos Sprague-
Dawley alimentados com dieta HF (KIM, YUN e LEE, 2007). Além do NPY, a proteina
relacionada ao agouti (AgRP) tém importantes efeitos estimuladores na ingestdo de
alimentos, o que sugere que a regulagao negativa do NPY ou da AgRP no hipotalamo
pode inibir a ingestdo de alimentos (PANICKAR, 2013). No estudo de Kim e
colaboradores (2010), o resveratrol (100 mg/kg de peso corporal) administrado por via
intraperitoneal em camundongos C57BL/6J alimentados com dieta padrédo, suprimiu
significativamente a ingestdo de alimentos até 48 horas apds a inje¢do unica deste
polifenol (KIM et al., 2010). O estudo demonstrou ainda, que o resveratrol regulou
negativamente as atividades de luciferase dirigidas pelo promotor de NPY e AgRP de
maneira dose-dependente em células neuronais N29-4 (KIM et al., 2010), mostrando o
potencial efeito inibitério do resveratrol na expressdo génica de ambos os
neuropeptideos orexigenos (KIM et al., 2010). Possivelmente, o resveratrol tenha
modulado a expressdao de neuropeptideos orexigenos durante o periodo critico do
desenvolvimento. Pois através da avaliacdo da microestrutura da SCS nds observamos,
aos 30 dias de idade, diminuicdo no tempo de duracédo da alimentacao e da frequéncia
de alimentacdo nos animais que receberam resveratrol no periodo neonatal em relagao
ao grupo veiculo. A administragdo cronica de resveratrol durante a vida adulta também
tem mostrado ser capaz de normalizar a ingestdo alimentar em ratos machos Wistar
(FRANCO et al., 2013; FRANCO et al., 2014). Esse efeito foi associado a diminuigdo da
expressao do NPY e a melhora da sensibilidade a leptina evidenciada pela ativagao da
via JAK2/STAT3 no hipotdlamo (FRANCO et al., 2014). Por outro lado, a



122

suplementagado com resveratrol por quatro semanas em Iémures de camundongos nao
mostrou nenhuma mudanca significativa ao avaliar varios hormoénios intestinais (GLP-1,
PYY e PP) envolvidos no processo de saciedade (DAL-PAN, BLANC e AUJARD, 2010).
Por outro lado, o kaempferol ndo influenciou em nenhum dos parametros avaliados na
microestrutura da SCS. Diferente de nossos achados, no estudo de Chaves et al.
(2020), o kaempferol mostrou reducdo no tempo de laténcia alimentar na analise da
microestrutura da SCS na prole de maes HFD. Segundo os autores do estudo, o
kaempferol teria ajudado a reduzir o comportamento do tipo ansiedade na prole de
maes HFD, em lugar de ter influenciado no préprio comportamento alimentar (CHAVES
et al., 2020).

Em ratos e outros mamiferos, a ingestdo de alimentos induz gradualmente a
saciedade, um processo pelo qual o comportamento alimentar da lugar a atividades nao
alimentares como a limpeza e eventualmente ao descanso (ISHII et al., 2003). Quando
avaliamos o comportamento alimentar aos 60 dias de idade, ndo observamos influéncia
tanto do kaempferol e do resveratrol na ingestdo alimentar, nem na microestrutura da
SCS. Apenas os grupos Veiculo e Kaempferol alcangaram o ponto de saciedade que é
estabelecido pelo cruzamento entre os comportamentos de alimentacdo e descanso.
No entanto, o ponto de saciedade nao foi alcangado pelo grupo tratado com resveratrol.
Nos verificamos se essa influéncia estaria relacionada ao numero de animais que
descansaram, contudo ndo observamos diferengas entres os grupos. No estudo de Ishii
(2003) foi observado no teste de SCS, que a privagdo alimentar (6 e 12 horas)
intensificou e prolongou o comportamento de alimentagdo, levando a uma transigao
tardia entre a alimentagcdo e o descanso. Isso nos sugere que o tempo de jejum (24
horas) usado em nosso estudo pode ter influenciado nos comportamentos de
alimentagao e descanso, com maior intensidade nos animais tratados com resveratrol,
visto que o tempo de jejum prévio ao teste de SCS comumente utilizado € de 3 a 4
horas (CHAVES et al, 2020; DE SOUZA et al., 2020). A diferengca dos efeitos
provocados pelo resveratrol no comportamento alimentar aos 30 e 60 dias de idade
pode estar relacionada com os niveis de fatores neurotréficos, especificamente do fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF). Varios trabalhos tém mostrado que o

resveratrol € capaz de aumentar os niveis do BDNF em diferentes estruturas cerebrais
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(WANG et al.,, 2013; LIU et al., 2014; GE et al., 2015). O BDNF & uma neurotrofina
encontrada em altas concentracdes no hipocampo e cértex cerebral, sendo considerada
molécula-chave na manutencdo da plasticidade sinaptica e na sobrevivéncia das
células neuronais (BATHINA e DAS, 2015; MIRANDA et al., 2019). Além da plasticidade
neuronal, o BDNF e seu receptor de tirosina quinase, TrkB, sdo expressos em nucleos
hipotalamicos associados a saciedade e a atividade locomotora (KERNIE, LIEBL e
PARADA, 2000). A deficiéncia desta neurotrofina implicaria em menor resposta de
saciedade e aumento da atividade locomotora. Além disso, sabe-se que o BDNF e seu
receptor TrkB diminuem com a idade (CROLL et al., 1998; LOMMATZSCH et al., 2005).
Sugerindo-nos que os niveis do BDNF e de seu receptor TrkB, envolvidos no processo
de saciedade, podem ter diminuido nos nossos animais adolescentes em relagao aos

animais pré-adolescentes.

7.2.2 Polifendis e resposta metabdlica ao jejum

Nos grupos kaempferol e resveratrol, o jejum aumentou o peso relativo do tecido
adiposo epididimal em relagdo ao status alimentado. O jejum foi capaz de diminuir os
niveis séricos de glicose, triglicerideos e o peso relativo do figado em todos os grupos
de tratamento farmacolégico em relagdo ao status alimentado. No grupo veiculo, o
jejum foi capaz de diminuir o nivel sérico do colesterol total e aumentar o peso relativo
do encéfalo em relagdo ao status alimentado. Apenas no grupo resveratrol, o jejum
aumentou o nivel sérico do colesterol HDL em relagcdo ao status alimentado. Em
condi¢cao de jejum, ambos polifendis aumentaram os niveis séricos do colesterol total
em relagao ao grupo veiculo.

No estudo de Alberdi et al. (2011), ratos machos tratados com resveratrol (30
mg/kg/d) adicionado a dieta obesogénica, apresentaram redugédo do tecido adiposo
branco (epididimal, perirrenal, mesentérico e subcutaneo). Da mesma forma, ratos
machos tratados por 6 semanas com diferentes doses de resveratrol (6, 30 e 60 mg/kg
de peso corporal/d) adicionado a superficie de dieta hipercaldrica, na dose intermediaria
de resveratrol (30 mg/kg/d) reduziram todos os depdsitos adiposos avaliados

(epididimal, perirrenal, mesentérico e subcutdneo) e a dose mais alta (60 mg/kg/d)
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apenas reduziu o tecido adiposo mesentéricos e subcutdneos (MACARULLA et al.,
2009). No estudo de Lagouge et al. (2006), camundongos C57BL/6J tratados durante
15 semanas com resveratrol (400 mg/kg de peso corporal/d) adicionado a dieta rica em
gordura, apresentaram menor peso corporal final acompanhado por menor
percentagem de gordura corporal total e dos depdsitos adiposos avaliados (epididimal,
retroperitoneal e inguinal). O aumento da degradacgéo do tecido adiposo provocado pela
administracao de resveratrol estaria associado a ativacdo da AMPK e a inibicao da ACC
nesse tecido, o que conduz a um aumento da oxidacao e inibicdo da sintese de acidos
graxos (RIVERA et al., 2009). Além disso, a redugdo da lipogénese, provocada pelo
resveratrol contribuiria para a redugdo da gordura corporal (ALBERDI et al., 2011).
Esses estudos nos sugerem que o resveratrol pode ser um aliado na redugado da
adiposidade corporal, tanto em animais alimentados com dieta padrdo como com dieta
obesogénica/hipercaldrica (LAGOUGE et al., 2006; MACARULLA et al., 2009; RIVERA
et al., 2009; ALBERDI et al., 2011; ANDRADE et al., 2014). No estudo de Rivera et al.
(2009), ratos obesos Zucker tratados com resveratrol (10 mg/kg/d, gavagem)
apresentaram redugdo do tecido adiposo abdominal (epididimal e retroperitoneal)
acompanhado pela reducéo de acidos graxos livres (AGL), colesterol e triglicerideos
plasmaticos, apdés 8 semanas de tratamento. Segundo os autores, a diminuigcdo dos
niveis circulantes de AGL, leva a diminui¢do da produgao e acumulo de triglicerideos e
colesterol, efeito que por sua vez esta relacionado a reducdo do tecido adiposo
(RIVERA et al., 2009).

Diferente dos estudos apresentados, no presente trabalho, ndo observamos
diminuicdo do tecido adiposo abdominal (somatério dos tecidos adiposos epididimal,
retroperitoneal e mesentérico). No entanto, quando avaliados individualmente, o tecido
adiposo epididimal apresentou-se maior nos animais tratados com resveratrol e
kaempferol durante o periodo neonatal e submetidos a jejum de 24 horas antes da
coleta do tecido adiposo, em relagédo ao mesmo grupo de tratamento, mas em estado
alimentado. O tecido adiposo é um importante regulador da homeostase energética de
todo o corpo (LUO et al., 2015; IBRAHIM et al., 2020) e uma das principais fungoes
desse tecido é atuar como um reservatério para armazenamento de combustivel na

forma de triglicerideos, bem como mobilizar esse combustivel quando necessario, por
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exemplo, durante o jejum ou em situagdes de elevada demanda energética (PALOU et
al., 2010). Além disso, sabe-se que dependendo da localizagao anatébmica no corpo, o
tecido adiposo apresenta diferengas na atividade metabdlica (BJJRNDAL et al., 2011).
Por exemplo, em ratos eutroficos, a taxa de sintese lipidica (lipogénese) mostrou ser
maior no tecido adiposo perirrenal e gonadal do que no tecido adiposo subcutaneo
(JAMDAR, 1978). Embora estudos mostrem que o jejum é capaz de diminuir os
depdsitos de gordura internos (retroperitoneal, mesentérico, epididimal) e subcutaneos
(inguinal), estes podem ser menos mobilizados a depender de suas caracteristicas
metabdlicas e do tempo de exposicédo ao jejum (PALOU et al., 2010; IBRAHIM et al.,
2020). No estudo de Ibrahim et al. (2020), ap6s jejum prolongado, foi observado no
tecido adiposo epididimal de ratos machos diminui¢gdo nos niveis de fatores envolvidos
no metabolismo lipidico, dentre eles, a adiponectina. Apesar de os mecanismos de
acao nao serem bem estabelecidos, foi relatado que a adiponectina pode aumentar a
expansao do tecido adiposo saudavel (TAO, SIFUENTES e HOLLAND, 2014) e que
sua expressao diminui a medida que o tecido adiposo aumenta (OUCHI et al., 1999).
Estas informagcées nos sugerem que o aumento do tecido adiposo epididimal
encontrado em nossos animais, pode ser um mecanismo de preservagao de energia,
como resposta ao jejum de 24 horas, e que também estaria relacionado a caracteristica
metabdlica prépria do tecido adiposo epididimal.

Em relagao ao perfil lipidico estudos em humanos mostram que o jejum é capaz
de aumentar os niveis da lipoproteina de alta densidade (HDL) e de diminuir os niveis
de lipoproteinas diretamente relacionadas ao LDL (ADLOUNI et al, 1997;
FAKHRZADEH et al.,, 2003; SHEHAB et al., 2012). A melhora do perfil lipidico em
relacdo ao jejum é causada pelo aumento da expressao nuclear de PPARa e PGC-1a
no figado (WANG 2010), o que leva ao aumento da oxidagdo de acidos graxos e
producao de apolipoproteina A (apo A), enquanto a apolipoproteina B (apo B) diminui
(ADLOUNI et al., 1998). Dessa forma, a producao elevada de apo A leva ao aumento
dos niveis HDL, pois esta bem estabelecido que a apo A é o principal componente
proteico do HDL (ADLOUNI et al., 1998). Por outro lado, o aumento da oxidagao de
acidos graxos leva a diminuicdo dos triglicerideos hepaticos, diminuindo assim a

producao de VLDL e os niveis séricos de triglicerideos, VLDL, LDL e LDL pequeno e
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denso (sdLDL). Além disso, a redugdo da producdo de apo B contribui para a
diminuicdo dos niveis séricos de VLDL, LDL e sdLDL. Os niveis séricos de colesterol
total também sédo modificados pelo jejum. Pois foi visto que o jejum diminui a expressao
da proteina de ligacéo do elemento regulador de esterdis 2 (SREPB-2) (HORTON et al.,
1998; SATO 2010), diminuindo a agao de varias enzimas responsaveis pela sintese de
colesterol (SHIBATA et al., 2006). Essas informagdes validam nossos resultados, visto
que nés observamos aumento dos niveis séricos de HDL e diminuigdo dos niveis
séricos de triglicerideos e colesterol total apds jejum de 24 horas em relagdo ao estado
alimentado, em alguns ou em todos os grupos de tratamento farmacolégico (veiculo,
kaempferol, resveratrol). Contudo, os niveis de colesterol total apresentaram-se
elevados apenas nos grupos Resveratrolysy € Kaempferolsy em relagdo ao grupo
Veiculozsy. O jejum pode ser um tipo de estresse que leva a um aumento transitério do
colesterol total, um evento previamente descrito no contexto de um jejum de agua de 24
horas (GALETTI et al., 2021).

Sabe-se que a glicose serve como fonte primaria de energia para a maioria dos
tecidos e que é armazenada na forma de glicogénio no figado e no musculo esquelético
(RUI, 2014; DUREGON et al., 2021). Durante o estagio inicial do jejum, os niveis de
insulina caem, causando a liberagdo de glicose pelo figado por meio da quebra do
glicogénio armazenado (glicogendlise), com o intuito de manter os niveis de glicose no
sangue (DUREGON et al., 2021). Posteriormente, durante o jejum prolongado (12 a 24
horas) ha reducao de 20% ou mais na glicose sérica e deplecédo do glicogénio hepatico
(LONGO e MATTSON, 2014). Apdés a deplegdo hepatica de glicogénio, corpos
cetbnicos, glicerol derivado de gordura e aminoacidos sao responsaveis pela geragao
de glicose (gliconeogénese), que € utilizada principalmente pelo cérebro (LONGO e
MATTSON, 2014). Em nosso estudo, o jejum de 24 horas versus o estado alimentado,
diminuiu os niveis de glicose sérica, assim como o peso relativo do figado, em todos os
grupos de tratamento farmacoldgico. No entanto, o peso relativo do encéfalo foi maior
nos animais veiculo submetidos a jejum de 24 horas versus o estado alimentado.
Embora a privacéo severa de alimentos resulte em diminuigdo no tamanho da maioria
dos 6rgaos, isso ndo acontece com o cérebro, pois a manutengdo das fungdes

cognitivas em condigdes de escassez de alimentos € de importdncia preeminente
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(WEINDRUCH e SOHAL, 1997). Como evidenciado em nosso estudo, 6rgdos como o
figado podem diminuir de tamanho apds o jejum. No estudo de Guan et al. (2009)
camundongos machos C57BL/6J e SJL/J apresentaram menor peso do figado apds
jejum de 24 horas em relagdo aos animais em estado alimentado. A diminui¢do dos
estoques de glicogénio hepatico, como resposta metabdlica ao jejum, pode estar
relacionada com a diminuicéo de peso do figado (LOPEZ-SOLDADO et al., 2020). No
entanto, o mesmo efeito ndo aconteceria com o0 musculo esquelético. Pois foi
observado que apds 36 horas de privagado alimentar a concentragdo de glicogénio,
lactato e ATP no musculo gastrocnémio de camundongos machos controle, nédo foi
alterada (LOPEZ-SOLDADO et al., 2020). Esse fato poderia justificar o porqué de nao
termos encontrado nenhuma modificacido no peso relativo dos musculos avaliados no

nosso estudo.

7.2.3 Polifendis e resposta de expressdao de genes relacionados ao metabolismo

muscular

O musculo esquelético tem uma notavel capacidade de adaptar seu metabolismo
em resposta a ingestao de nutrientes e as demandas energéticas do organismo (SMITH
et al.,, 2018). De fato, a privacdo alimentar favorece o uso de lipidios pelo musculo
esquelético como fonte de energia em detrimento da glicose, fendmeno conhecido
como flexibilidade metabdlica (GOODPASTER e SPARKS, 2017; SMITH et al., 2018).
Sob essa condi¢cado de disponibilidade reduzida de glicose, ou seja, o jejum, ha uma
regulagédo positiva dos niveis de mMRNA de genes envolvidos na oxidagdo de acidos
graxos (PILEGAARD, SALTIN e NEUFER, 2003; DE LANGE et al., 2004; TSINTZAS et
al., 2006). Por exemplo, o jejum aumenta a expressao de mRNA do B-hidroxiacil-CoA
desidrogenase (B-Had) (SANCHEZ, PALOU e PICO 2009) e piruvato desidrogenase
quinase 4 (PDK4) (PILEGAARD, SALTIN e NEUFER 2003, SANCHEZ, PALOU e PICO
2009), que estdo envolvidos na b-oxidacdo de acidos graxos de cadeia longa na
mitocdndria e na inibicdo da oxidagado da glicose, respectivamente (TSINTZAS et al.,
2006; YAO et al., 2010; STEPHENSON et al., 2012). Nesse sentido, nossos resultados

mostram que o jejum de 24h foi capaz de aumentar a expressao do -Had no musculo
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so6leo dos animais Veiculo em relacdo aos animais em status alimentado do mesmo
grupo, o que pode caracterizar maior oxidagao de acidos graxos (ALEGRE et al., 2020).
No entanto, os animais Kaempferol,sy € Resveratrol,4y apresentaram menor expressao
do B-Had em relacdo aos animais Veiculozsn. No estudo de Carolo dos Santos (2014)
ratos com diabetes tipo 1 tratados com resveratrol (1 mg/kg de peso/dia, gavagem),
durante 30 dias, apresentaram diminui¢ao da atividade do 8-Had no musculo cardiaco,
mostrando que o resveratrol tem a habilidade de diminuir a oxidagao dos acidos graxos
como mecanismo de prote¢do. Por outro lado, no estudo de Lagouge et al. (2006), o
resveratrol melhorou significativamente a capacidade oxidativa muscular em
camundongos alimentados com dieta HF. A analise da express&o génica no musculo
gastrocnémio mostrou aumento na oxidacdo de &acidos graxos, uma vez que a
expressdo de acil-CoA desidrogenase de cadeia média (MCAD) e da proteina
desacopladora 3 (UCP3) foi aumentada e a utilizagdo de glicose reduziu a medida que
os niveis de PDK4 foram aumentados (LAUGOUGE et al., 2006). Isso mostra que o
resveratrol € capaz de alternar entre os substratos energéticos, sugerindo maior
flexibilidade metabdlica (LAUGOUGE et al., 2006). Estudos mostram que o resveratrol é
um polifenol capaz de modular o metabolismo energético e a fungédo mitocondrial
(BAUR et al., 2006; LAUGOUGE et al., 2006) e que teria efeito semelhante “mimético” a
restricdo calérica/alimentar (BARGER et al., 2008; PEARSON et al., 2008; CANTO e
AUWERX, 2009; TIMMERS et al., 2011), o que nos leva a pensar que o resveratrol € o
jejum atuariam nas mesmas vias metabdlicas. Em nosso estudo, tanto o jejum de 24h
como o resveratrol foram capazes de aumentar a expressdo de PDK4 no musculo
soleo. A PDK4 ¢é altamente expressa em tecidos que sado capazes de oxidar elevadas
taxas de acidos graxos (SUGDEN e HOLNESS, 2006), como o musculo esquelético
(SUGDEN et al., 2000). Sob condigdo de privagao alimentar, a PDK ¢é ativada por
aumento nas taxas de concentracdo de acetil-CoA/CoA e NADH/NAD® mitocondriais,
ambas geradas pelo aumento na oxidagao de acidos graxos (SUGDEN e HOLNESS,
1994). Sugden e colaboradores (2000) observaram aumento significativo da expressao
proteica de PDK4 no musculo séleo (oxidativo) e no musculo tibial anterior (glicolitico)
de ratas adultas, apds jejum de 48h. No estudo de Frier e colaboradores (2011) o jejum

noturno (~18h) aumentou a expressdo de mRNA de PDK4 e da carnitina palmitoil
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transferase 1 (CPT-1), e a expressao proteica de UCP-3 no musculo triceps de ratos
machos alimentados com dieta padrao de laboratério em relagdo aos animais do
mesmo grupo de dieta no estado alimentado. Esses resultados corroboram que o jejum
€ capaz de induzir a expressao de genes envolvidos na oxidagao de acidos graxos no
musculo esquelético (FRIER et al., 2011). Dentre os genes envolvidos com a regulagao
da oxidagao de acidos graxos esta a CPT-1, uma enzima essencial que esta envolvida
na mediagdo da entrada de acidos graxos através da membrana mitocondrial interna
(DE LANGE et al., 2006; SANCHEZ, PALOU e PICO 2009), enquanto, a UCP3 exporta
acidos graxos da mitocdndria quando a oxidagdo de acidos graxos predomina
(BEZAIRE et al., 2005, MACLELLAN et al., 2005) e participa na translocagéo de acidos
graxos peroxidados (GOGLIA e SKULACHEV 2003). Os efeitos do resveratrol no
metabolismo lipidico em animais velhos saudaveis (ndo obesos) também foi relatado
(GIMENO-MALLENCH et al., 2019).

Embora nossos resultados tenham dado indicios de favorecer a flexibilidade
metabdlica pelo tratamento neonatal com polifendis (com maior efeito para o polifenol
resveratrol que o kaempferol) em ratos saudaveis em condigdo de jejum de 24h, nés
nao encontramos efeito na expressao do coativador gama 1-alfa do receptor ativado por
proliferador de peroxissoma (Pgc-1a) que de forma coordenada regula positivamente a
expressdo de varios genes desempenhando um papel fundamental na oxidagao de
acidos graxos (PUIGSERVER e SPIEGELMAN 2003). A expressao da cadeia pesada
de miosina 7 (Myh7), que define a formagdo das fibras do tipo | (oxidativas) e do
FOXO1, membro da familia de fatores de transcricdo “Forkhead box” (FOXO) (SIN,
YUNG e SIU 2015), que inibe a captagdo e utilizagdo de glicose no musculo
esquelético, também nao foi evidenciada. Segundo De Lange et al. (2006) o musculo do
rato possui a capacidade de ser rapidamente reprogramado a nivel metabdlico apés
diferentes periodos de jejum. Possivelmente, o tempo de jejum (24h) usado no nosso
estudo tenha influenciado para a observagado da expresséo de apenas dois genes (b-

Had e PDK) relacionados com o metabolismo lipidico a nivel muscular.
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8 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos no presente estudo aceitamos nossa hipédtese,
visto que a administragcdo neonatal de kaempferol ou resveratrol em ratos foi capaz de
contribuir para o adequado crescimento somatico, potencializar o desempenho
locomotor e promover ajustes em parametros do comportamento alimentar (ponto de
saciedade). Diante o desafio de jejum de 24 horas ambos polifendis foram capazes de
proteger o organismo dos animais e potencializar o uso de lipideos como fonte de
energia, evidenciado através do aumento da expressédo de genes relacionados com a

flexibilidade metabdlica muscular.

8.1 PERSPECTIVAS

Nosso estudo fornece dados sobre os polifendis (kaempferol ou resveratrol) no
crescimento somatico, desenvolvimento da locomog¢ao, comportamento alimentar, perfil
bioquimico, peso de 6rgaos e expressdo de genes relacionados com a flexibilidade
metabdlica muscular em ratos saudaveis avaliados até a adolescéncia. Contudo, seria
interessante que em futuros estudos os animais fossem acompanhados/avaliados até a
vida adulta e a senescéncia. Além disso, o estudo da expressdo génica de
neurotransmissores relacionados com o comportamento alimentar e a avaliacdo da
tipagem da fibra muscular reforcaria nossos achados. Por ultimo, nosso trabalho abre a
possibilidade de estudar outros compostos bioativos e avaliar suas repercussées em

ratos saudaveis e/ou com insultos nutricionais.
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Recfe, 28 de agosto de 2019
Oficio n* 48/19

Da Comiss3o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Raquel da Silva Aragio

Centro Académico de Vitoria

Universidade Federal de Pemambuco

Processo n* 0052/2019

Certficamos que a proposta intilada “Dietas hiperlipidicas hipercalérica
maternas com ou sem o uso de kaempferol: Repercussoes sobre a
flexibilidade metabolica da prol de ratos”. registrado com o n® 0052/2019 sob a
responsabiidade de Prof. Raquel da Silva Aragio o que envolve a produgdo.
(exceto humanos). para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lein® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n* 6.800, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE
CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL
DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunido de 27/082019

Finaldade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacao Agosto de 2018 a agosto de 2022

E ) Rato norvegicus wista e

N*® de anmass 264( Adultos= 24 machos ¢ 48 femeas:;
filhotes = 192 machos)

Peso/ldade Adultos  (00aiZidias) (filhote do
nascimento acs 21 dias)

Sexo Macho ( 192) e ( 24) fémea

Ongem: Bioteno de Cnacao mwmuwa

Destino: Bioteno de Expenmentacao Bioteno de expermentacao no Lab. de
estudo em Nutigio e nstumentacio
Biomedica da (LENIBUFPE)

Atenciosamente,
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