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RESUMO

O consumo de alimentos obesogénicos aumenta a producéo de espécies reativas de
oxigénio, causando estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial, podendo
desencadear alteracbes metabdlicas e processos patologicos. Dietas
nutricionalmente inadequadas no periodo pré-natal e pos-natal podem ter
consequéncias permanentes, mesmo em condicdes ambientais favoraveis
posteriormente. Diante disso, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos de uma
dieta obesogénica ofertada durante a gestacdo e lactacdo de ratas, no balanco
REDOX, histomorfologia, expressdo de genes inflamatérios e perfil de horménios
pancreaticos. A pesquisa foi conduzida com 16 ratas albinas fémeas e 8 progenitores
da linhagem Wistar, com aprovacao da comisséo de ética no uso de animais da UFPE
(Processo n°0061/2019. As ratas prenhas foram divididas em dois grupos, recebendo
diferentes dietas: o Grupo Controle, alimentado com a dieta de biotério Nuvilab®, e o
Grupo Obesogénico, que recebeu uma dieta com altos teores de gorduras e
carboidratos. O acasalamento das ratas foi monitorado, e a prenhez foi confirmada
por aumento de peso corporal e esfregaco vaginal. Durante a gestacao e lactacao foi
analisado o peso corporal semanal, indice de Lee, teste oral de tolerancia a glicose e
insulina e apos o periodo de lactagéo, foi feita a eutanasia dos animais e realizadas
as analises de perfil bioquimico sanguineo, biomarcadores de estresse oxidativo,
avaliacdo do sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico, histomorfometria
pancreatica, avaliacdo dos niveis séricos dos hormonios insulina e glucagon, além da
avaliacdo da expressao de genes inflamatdrios. A analise estatistica foi feita utilizando
o teste T de Student ndo pareado, considerando significativo p<0,05. O peso corporal
do grupo obesogénico aumentou significativamente (p=0,0002), assim como o indice
de Lee (p=0,0008). Os niveis de estresse oxidativo foram elevados no grupo
obesogénico, com maior quantidade de MDA (p<0,0001) e carbonilas (p<0,0001) em
comparag¢ao com o grupo controle. A atividade antioxidante enzimatica, especialmente
da superdxido dismutase-SOD (p<0,0001) e catalase-CAT (p=0,0004), foi mais
elevada no grupo obesogénico. Em relacdo ao estado REDOX celular foi vista uma
diminuicdo no grupo obesogénico (p=0,0023). As andlises morfométricas do pancreas
revelaram aumento na area (p<0,0001), perimetro (p=0,0002) e diametro (p<0,0001)
nos animais obesogénicos, assim como na contagem de células por ilhota (p<0,0001).
A expresséo dos genes IL-6 (p<0,0001) e TNF-a (p<0,0001) também aumentaram no
grupo obesogénico. Os Niveis séricos de insulina (p=0,0132) e glucagon (p=0,0390)
apresentaram aumento no grupo obesogénico, bem como o teste oral de tolerancia a
glicose, apos 120 minutos (p=0,0038). Os resultados apresentados mostram que a
dieta obesogénica, durante os periodos de gestacdo e lactacdo, influenciou
negativamente o metabolismo pancreatico das ratas, com diminuicdo da tolerancia a
glicose e aumento de biomarcadores de estresse oxidativo, no entanto foi vista uma
maior atividade de enzimas antioxidantes como uma resposta metabolica positiva ao
insulto nutricional. A expressdo aumentada dos genes inflamatorios IL-6 e TNF-q,
associada a alteracdes morfométricas pancreaticas reforcam a associacéo entre dieta
obesogénica, inflamagéo e resisténcia insulinica.

Palavras-chave: dieta hiperlipidica; estresse oxidativo; expressao génica.



ABSTRACT

The consumption of obesogenic foods increases the production of reactive oxygen
species, causing oxidative stress and mitochondrial dysfunction, which can trigger
metabolic alterations and pathological processes. Nutritionally inadequate diets during
the prenatal and postnatal periods can have permanent consequences, even under
favorable environmental conditions later on. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the effects of an obesogenic diet offered during pregnancy and lactation in
rats on the REDOX balance, histomorphology, expression of inflammatory genes, and
pancreatic hormone profile. The research was conducted with 16 female albino rats
and 8 Wistar lineage progenitors, approved by the ethics committee for animal use at
UFPE (Process no. 0061/2019). Pregnant rats were divided into two groups, receiving
different diets: the Control Group, fed with Nuvilab® breeding diet, and the Obesogenic
Group, which received a diet with high fat and carbohydrate content. Rat mating was
monitored, and pregnancy was confirmed by increased body weight and vaginal
smears. During gestation and lactation, weekly body weight, Lee index, oral glucose
tolerance test, and insulin were analyzed, and after lactation, euthanasia of the animals
was performed, and analyses of blood biochemical profile, oxidative stress biomarkers,
evaluation of the enzymatic and non-enzymatic antioxidant system, pancreatic
histomorphometry, evaluation of serum insulin and glucagon levels, and assessment
of inflammatory gene expression were conducted. Statistical analysis was performed
using unpaired Student's t-test, considering p<0.05 significant. The body weight of the
obesogenic group increased significantly (p=0.0002), as well as the Lee index
(p=0.0008). Oxidative stress levels were elevated in the obesogenic group, with higher
levels of MDA (p<0.0001) and carbonyls (p<0.0001) compared to the control group.
Enzymatic antioxidant activity, especially superoxide dismutase-SOD (p<0.0001) and
catalase-CAT (p=0.0004), was higher in the obesogenic group. A decrease in cellular
REDOX state was observed in the obesogenic group (p=0.0023). Pancreatic
morphometric analyses revealed an increase in area (p<0.0001), perimeter
(p=0.0002), and diameter (p<0.0001) in obesogenic animals, as well as cell count per
islet (p<0.0001). Expression of IL-6 (p<0.0001) and TNF-a (p<0.0001) genes also
increased in the obesogenic group. Serum levels of insulin (p=0.0132) and glucagon
(p=0.039) showed an increase in the obesogenic group, as well as the oral glucose
tolerance test after 120 minutes (p=0.0038). The results presented show that the
obesogenic diet during pregnancy and lactation negatively influenced the pancreatic
metabolism of rats, with decreased glucose tolerance and increased oxidative stress
biomarkers. However, a higher activity of antioxidant enzymes was observed as a
positive metabolic response to nutritional insult. The increased expression of
inflammatory genes IL-6 and TNF-a, associated with pancreatic morphometric
changes, reinforces the association between obesogenic diet, inflammation, and
insulin resistance.

Keywords: high-fat diet; oxidative stress; gene expression.
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1 INTRODUCAO

A teoria da origem desenvolvimentista da salde e da doenca sugere que as
condicbes em que o individuo se desenvolve durante periodos criticos do
desenvolvimento (gestacao, lactacdo e primeira infancia) podem afetar sua saude ao
longo da vida (Carmichael et al., 2021). Atrelado a isso, a exposicdo a estressores
ambientais durante esses periodos de desenvolvimento pode levar a alteragdes mal-
adaptativas que aumentam o risco de doencas na vida adulta (Dolinoy et al., 2018).
Dessa forma, compreender como os periodos criticos do desenvolvimento podem
afetar a saude humana € essencial para a concepc¢do de politicas publicas e
prevencao de doencas, pensando no bem-estar do individuo (Heindel et al., 2015).

Do ponto de vista do desenvolvimento fetal, observa-se a influéncia da dieta,
bem como do estado de sobrepeso e obesidade da gestante, sobre a plasticidade
fenotipica do feto. Essa fenomenologia se caracteriza como um mecanismo pelo qual
a exposicdo a determinados fatores ambientais durante o periodo fetal e neonatal
pode resultar em adaptacdes fisiolégicas. Em mulheres que apresentam obesidade,
as adaptacoes fisiologicas no feto estdo relacionadas a um crescimento excessivo,
provocado pelo aumento da resposta a insulina por parte da gestante, impactando
assim o desenvolvimento inicial da placenta e a expressdo genética (Catalano;
Shankar, 2017).

A liberagéo de citocinas e horménios placentarios, conhecidos como hPL, sdo
aumentados neste periodo, estabelecendo um dialogo que reduz a sensibilidade a
insulina nos tecidos maternos, resultando em um subsequente aumento na
disponibilidade de nutrientes. Esse fendmeno contribui, por conseguinte, para o
crescimento fetal e a aumento de tecido adiposo (Catalano; Shankar, 2017). Este
desfecho, influencia o risco de doencas crbnicas-metabdlicas, como obesidade,
diabetes e hipertensédo arterial para o feto; mas também pode ser responsavel pela
predisposicao a doencas crénicas metabolicas (Burdge, 2021).

Mudancas nos padrdes alimentares, a partir do século XX, caracterizadas pelo
maior consumo de dietas com altos teores de gorduras e agUcares, e a diminui¢cdo da
atividade fisica, sdo fatores importantes que contribuem para a obesidade,
especialmente em paises desenvolvidos (Ginter; Simko, 2021). Essa transicao é
caracterizada pelos fatores ambientais, ou seja, 0 acesso a alimentos hipercaldricos,

ingestdo de refeicbes com elevados niveis de gorduras e acgucares e alimentos com
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menores valores nutricionais, que sao intensificados na auséncia de atividade fisica,
contribuindo para o aumento de individuos com sobrepeso e obesidade (Jaacks;
Slining; Popkin, 2015; Hruby et al., 2016; Nurwanti et al., 2018).

Vale ressaltar que dietas com alto teor de gordura inicialmente podem aumentar
a secrecao de insulina e diametro das ilhotas pancreaticas, como um mecanismo
compensatorio, mas eventualmente pode levar a ruptura das células beta e,
conquentemente a diminuicdo da secre¢do de insulina (Cerf, 2013; Prentki; Nolan,
2019). Um estudo realizado por LEE et al. (2021), utilizando um modelo de dieta
ocidentalizada (altos teores de gorduras e carboidratos refinados), evidenciou que
esta exerceu influéncia sobre a expressdo de genes relacionados a funcao
pancreatica em ratos, sugerindo que esse tipo de dieta pode alterar significativamente
aumentando a expressdo de varios genes no pancreas, podendo afetar
negativamente a funcao pancreética (Lee et al., 2021).

A disfuncdo mitocondrial é um importante fator contribuinte para o
desenvolvimento de doencas metabdlicas associadas a dieta obesogénica. No
pancreas, a disfuncdo mitocondrial pode levar a uma reducgéo na secrecéo de insulina
e a um aumento na producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), contribuindo
para a patogénese do diabetes (Oliveira et al., 2019).

Estudos tém demonstrado que o consumo de alimentos obesogénicos aumenta
a producédo de EROs e esta associado a um quadro de estresse oxidativo e disfuncdo
mitocondrial podendo desencadear alteracdes metabdlicas e processos patologicos
(Singh et al., 2016; Kang et al., 2019). Evidéncias na literatura demonstram que uma
dieta nutricionalmente inadequada nos periodos pré e poés-natal pode ter
consequéncias permanentes, mesmo que posteriormente ocorram melhores
condicbes ambientais e exposicdo a estimulos, inclusive nutricionais (Souza et al.,
2009).

Assim, o consumo de dietas obesogénicas estdo associadas a diversas
alteracées no metabolismo de diferentes tecidos e sistemas bioldgicos, no entanto,
ainda sdo escassos 0s estudos que avaliam as repercussdes do consumo desse tipo
de dieta durante periodos criticos do desenvolvimento e suas repercussdes
metabdlicas. Diante disso, esse estudo tem a hipétese de avaliar os efeitos de uma
dieta obesogénica, ofertada durante periodos criticos do desenvolvimento, causando
alteracdes no balanco REDOX, na histomorfometria e no metabolismo pancreatico de

ratas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Teoria da origem desenvolvimentista da saude e da doenca e periodos

criticos do desenvolvimento

A perspectiva desenvolvimentista da salude e da doenca é baseada na ideia de
que o desenvolvimento humano € um processo continuo, que comega na concepgao
e se estende por toda a vida. A abordagem desenvolvimentista enfatiza a importancia
das interacdes entre o individuo e 0 ambiente em moldar o desenvolvimento e a saude
ao longo do tempo (Ichim et al., 2015). A teoria desenvolvimentista da salude e da
doenca (DOHaD) argumenta que o estado de saude ou doenca de um individuo € o
resultado de um processo continuo de interacdo entre fatores biologicos, psicolégicos
e sociais. Esses fatores incluem, por exemplo, a genética do individuo, a exposi¢éo a
doencas ou agentes patogénicos, o estilo de vida e o ambiente social em que ele esta
inserido (Ichim et al., 2015).

O conceito desta teoria estd intimamente ligado a susceptibilidade da
plasticidade neural, na qual o desenvolvimento humano apresenta durante 0s
periodos criticos do desenvolvimento que correspondem a gestacédo, lactacdo e
primeira infancia (HUbener; Bonhoeffer, 2014). Infere-se que o desenvolvimento
humano ndo € linear, mas espera-se um padrdo normal de desenvolvimento, e
quando acontece algum tipo de injlria ou estresse nesses periodos criticos, ou mais
sensiveis, 0 organismo sofre algum processo de reprogramacdo para adaptar-se
aguela situacdo (Ichim et al., 2015). A DOHaD enfatiza a importancia dos periodos
criticos do desenvolvimento na determinacdo da saude e da susceptibilidade a
doencas ao longo da vida. Assim, experiéncias precoces podem ter efeitos duradouros
na saude, no bem-estar e no desenvolvimento cognitivo, emocional e social das
pessoas (Ichim et al., 2015).

A importancia da origem desenvolvimentista da saude e da doenga esta em
destacar a necessidade de investimentos em politicas e programas que apoiem 0
desenvolvimento saudavel desde o inicio da vida. Isso inclui intervencdes que
promovam a nutricAo adequada, o acesso a cuidados de saude, a educacgdo de
qualidade, a seguranca e a protecao contra situacdes de estresse e traumas, além da
garantia de condicbes socioecondmicas favoraveis (Silveira et al., 2007). A

abordagem da origem desenvolvimentista da saude e da doenca também destaca a
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importancia de abordar as desigualdades sociais e econbmicas que afetam o
desenvolvimento infantil e a satde ao longo da vida (Black et al., 2017). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as desigualdades socioecondmicas
contribuem para mais da metade das mortes prematuras e doencas em todo o0 mundo;
e a promocédo do desenvolvimento saudavel nos primeiros anos de vida € uma das
mais poderosas alavancas para melhorar a salude e o bem-estar das pessoas, reduzir
as desigualdades em saude e alcancar um desenvolvimento sustentavel (Lu et al.,
2019).

Esse conceito admite que os fatores ambientais inclusive a influéncia da saude
e alimentacdo materna sdo capazes de modular o desenvolvimento do organismo da
prole (Silveira et al., 2008; Gluckman; Hanson; Mitchell, 2010). E reconhecido que uma
dieta inadequada em termos nutricionais tem um impacto significativo, especialmente
durante o desenvolvimento do Sistema Nervoso Central e em todos 0S processos
organicos controlados por ele. Muitas das consequéncias decorrentes desse
desajuste, tanto durante o periodo pré-natal quanto p6s-natal, podem ser duradouras,
mesmo que a prole ou a mae sejam posteriormente expostas a condicdes ambientais
mais favoraveis e estimulos, incluindo aqueles relacionados a nutricdo (Souza et al.,
2009).

A dieta materna durante a gravidez e lactacdo pode afetar o desenvolvimento
fetal e infantil, incluindo o crescimento fetal, a maturacdo do sistema nervoso central,
a func@o imunolégica e o metabolismo. Estudos mostram que a desnutricdo materna
durante a gravidez e lactacdo pode levar a resultados adversos na saude da prole,
incluindo baixo peso ao nascer, retardo no crescimento, desenvolvimento cognitivo
prejudicado e maior risco de doencgas cronicas na idade adulta (Zheng et al., 2021;
Souza et al., 2009). Aléem da desnutricdo, a exposicéo a dietas com altos teores de
gorduras ou agucares durante a gravidez e lactacdo também pode ter efeitos
negativos na saude da prole, incluindo o aumento do risco de obesidade, resisténcia
a insulina e doencas cardiovasculares (Gonzalez, 2015; Malta et al., 2020).

A hipbtese mais primitiva postulou o mecanismo do fendtipo poupador, onde,
mediante a deficiéncia nutricional na gestagdo ou lactacdo, que sdo as fontes de
substratos para o desenvolvimento organico, o organismo tende a adaptar-se
privilegiando o desenvolvimento dos oOrgdos essenciais como 0 cérebro, em
detrimento de outros tecidos, como 0s musculos e o pancreas, incorrendo em

deficiéncias estruturais e funcionais (Gonzalez, 2015). Contudo, essas explicagcoes séo
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muito vagas para explicar todo um padrao alterado de funcionamento do organismo,
gue vai desde 0 baixo peso ao nascer, até padrdes diferentes de resposta ao estresse
e padrdes de secrecdo hormonal em desequilibrio, necessitando de mais estudos
sobre o que ocorre em nivel celular nesses individuos com o metabolismo alterado
(Gluckman; Hanson; Mitchell, 2010; Souza et al., 2009; Gonzalez, 2015).

A exposicdo pré-natal a dietas com altos teores de gordura pode afetar a
programacao do hipotdlamo, levando a alteracdes na ingestdo de alimentos e no
metabolismo ao longo da vida (Li et al., 2018). Além da dieta materna, outros fatores
ambientais, como exposi¢cao a substancias tdxicas ou sindromes durante a gravidez,
também podem afetar o desenvolvimento fetal e infantil. Estudos em humanos e
animais mostram que a exposicdo pré-natal ao estresse pode levar a resultados
adversos na saude da prole, incluindo baixo peso ao nascer, altera¢cdes na funcéo
cerebral e maior risco de doencas mentais e metabdlicas na idade adulta (Pattyn et al.,
2018).

2.2 Dietas obesogénicas e doencas crénicas-metabdlicas

Como ja estd bem estabelecido, a nutricdo exerce papel crucial no
desenvolvimento e manutencdo do organismo e tratamento de doencas cronicas-
metabdlicas, ao passo que as dietas desbalanceadas estdo descritas na literatura
como fator ambiental importante no desenvolvimento dessas doencas (Geraldo;
Alfenas, 2008). As dietas obesogénicas sdo caracterizadas pelo alto consumo de
alimentos com altos teores de gorduras saturadas, acucares refinados e calorias, e
pela baixa ingestao de frutas, verduras e alimentos integrais. Esses tipos de dietas
estdo associados ao desenvolvimento de patologias, incluindo a obesidade, diabetes
tipo 2, doencas cardiovasculares e certos tipos de cancer (Haidari et al., 2021).

Nesse contexto, a oferta de dietas obesogénicas tem sido utilizada em estudos
de modelos experimentais na génese da obesidade e sindrome metabdlica, induzidas
através do aumento do teor de lipidios da dieta (Duarte et al., 2006). Em um estudo com
modelo animal, foi visto que a dieta hiperlipidica € capaz de produzir distarbios tanto no
perfil lipidico, como na distribuicdo de tecido adiposo corporal e aumento do indice de
massa corporal (IMC) (Pereira et al., 2018). Os achados mais importantes, no trabalho
de Duarte et al. (2006), revelam o aumento no tecido adiposo visceral, sendo o

acumulo de gordura na regido abdominal apontada como fator fundamental ao
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desenvolvimento de doencgas metabolicas, como a resisténcia a insulina (Duarte et al.,
2006).

Esse padrdo de consumo alimentar € uma das causas da resisténcia a insulina
e da inflamag&o cronica, que sdo os principais fatores patogénicos das doencas
metabdlicas. Além disso, promove alteracdes no microbioma intestinal, no perfil
lipidico e na homeostase da glicose, contribuindo para o desenvolvimento dessas
doencas (Kolodziejczyk et al., 2019). A dieta obesogénica € especialmente prejudicial
em criangas e adolescentes, pois interfere no desenvolvimento do metabolismo e
aumenta o risco de obesidade e doencas crénicas na idade adulta. E importante
implementar estratégias eficazes para promover dietas saudaveis em jovens, a fim de
prevenir essas doencas (Lobstein et al., 2019).

Em recentes revisdes sistematicas e meta-andlise, foi verificada a associacéo
entre 0 consumo de alimentos com altos teores de acuUcares, gorduras e energia ao
impacto no estado de saude em geral. Com a analise dos estudos, reafirmou-se a
correlacdo desse consumo ao risco aumentado de sobrepeso e obesidade,
circunferéncia da cintura elevada, niveis reduzidos de HDL e aumento do risco de
sindrome metabdlica, além de outras patologias (Askari et al., 2020; Pagliai et al.,
2020). Os efeitos das dietas obesogénicas na saude metabdlica sdo mediados em
parte pelo microbioma intestinal. Estudos mostram que as dietas com elevados teores
de gorduras e acucares alteram a composi¢cao do microbioma intestinal, levando a
uma inflamacé&o crénica e resisténcia a insulina. Essas alteracbes podem contribuir
para o desenvolvimento de doencas metabdlicas, incluindo diabetes tipo 2 e doencas

cardiovasculares (Santos-Marcos et al., 2018).

2.3 Pancreas: Estrutura, localizacao e suas divisdes

O pancreas € um 6rgao glandular que se localiza na parte superior do abdémen,
atrds do estbmago e na frente da coluna vertebral. Pesa entre 60 e 170 gramas, e
mede de 12 a 25 cm. Ele é dividido em trés partes: cabeca, corpo e cauda. A cabeca do
pancreas € a parte mais larga e estéa localizada no lado direito do abdémen, proxima
ao duodeno (a primeira parte do intestino delgado). O corpo do pancreas é a secao
central, enquanto a cauda € a parte mais estreita que se estende em dire¢cdo ao baco,
que fica ao lado esquerdo do abdomen (Lopez-Cano et al., 2018).

O péancreas tem uma anatomia complexa, com uma por¢do endocrina e uma
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porcdo exocrina (Figura 1). A porcdo endodcrina é formada pelas ilhotas de
Langerhans, pequenos agrupamentos de células que produzem hormdnios como a
insulina, o glucagon e a somatostatina. Esses hormoénios séo responsaveis por regular
0 metabolismo de acUcar e outros nutrientes no organismo. A porgdo exocrina, por
sua vez, é formada por células que produzem enzimas digestivas que séo secretadas
no intestino delgado através de um ducto pancreatico. Essas enzimas ajudam a
quebrar os alimentos em moléculas menores para facilitar a absor¢do de nutrientes

pelo organismo (Zhang et al., 2022).

Figura 1. Anatomia e histologia do pancreas.
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Fonte: OpenStax College, 2019 (Adaptado).
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Mais de 95% da massa pancreatica corresponde a células exdcrinas,
agrupadas em l6bulos (acinos). As células acinares sintetizam enzimas digestivas, em
sua forma inativa, tais como amilases, proteases, lipases e nucleases.
Posteriormente, essas enzimas sdo secretadas nos ductos pancreaticos e
transportadas até o duodeno, onde séo ativadas. As células dos ductos produzem
mucina e fluidos ricos em bicarbonato, Gteis na neutralizagdo do contetdo &cido
estomacal. Elas séo responsaveis pela digestdo no intestino delgado. Os principais
exemplos sdo a amilase pancreatica (para carboidratos), lipase pancreatica (para
gordura), tripsinogénio e quimiotripsinogénio (para proteinas) (Hayakawa et al., 2021;
Wu et al., 2017).

A funcéo enddcrina € desempenhada por aglomerados de células, dispersas no
tecido acinar pancreético, denominados llhotas de Langerhans. O pancreas adulto
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normal, contém cerca de 1 milhdo de ilhotas, o que constitui até 2% da massa
pancreatica. Sao distribuidas irregularmente pelo parénquima exocrino, mais
densamente na regido da cauda. Existem pelo menos 6 tipos de células pancreaticas
descritas: a, 8, B, células PP (ou células Y), G e €. Dessas as mais importantes e
prevalentes sao as células a e B. As células a correspondem a cerca de 15-20% das
células das ilhotas. Localizam-se na periferia e sintetizam e secretam glucagon,
glicentina, GRPP (peptideo pancreético relacionado com glicentina), GLP 1 e GLP 2
(peptideo tipo glucagon 1 e 2) (Huang et al., 2023; Patel et al., 2020).

Ja as células B sdo as mais numerosas, correspondendo a aproximadamente
70 — 80% das células das ilhotas pancreéticas. Localizam-se no centro da ilhota
(“medula”) e sao responsaveis pela sintese e pela secregdo, principalmente, da
insulina e peptideo C. Em menor escala, produzem amilina, também conhecida como
IAPP (polipeptideo amil6ide das ilhotas), que é um antagonista insulinico, dentre
outros peptideos (Huang et al., 2023; Patel et al., 2020).

Insulina e glucagon séao dois hormoénios importantes envolvidos na regulacao
dos niveis de glicose no sangue. Eles sdo produzidos no pancreas e tém efeitos
opostos no corpo. A insulina € produzida pelas células beta do pancreas e é liberada no
sangue quando os niveis de glicose no sangue estdo elevados, geralmente quando o
individuo se encontra no estado alimentado. A insulina ajuda a regular a glicemia,
fazendo com que as células do corpo absorvam glicose do sangue para utilizacdo
como energia ou armazenamento como glicogénio no figado e nos musculos
(Hendriksen et al., 2019).

Esse hormdnio também inibe a producao de glicose pelo figado, mantendo os
niveis de glicose plasmaticos nos niveis normais (inibindo a glicogendlise). Por outro
lado, o glucagon é produzido pelas células alfa do pancreas e € liberado no sangue
guando os niveis de glicose no sangue estdo baixos, por exemplo, quando o corpo
precisa de energia apds um periodo prolongado de jejum. O glucagon ajuda a elevar
0s niveis de glicose no sangue, estimulando a liberacédo de glicose armazenada no
figado (na forma de glicogénio, portanto, ativando a Glicogenolise) na corrente
sanguinea; e também estimula a gliconeogénese hepatica, aumentando ainda mais
0s niveis de glicose no sangue (Unger; Cherrington, 2019).

Quando os niveis de glicose no sangue estéo elevados, a insulina é liberada
para ajudar a diminuir a glicemia, enquanto que quando os niveis de glicose no sangue

estdo baixos, o glucagon é liberado para ajudar a aumentar a glicemia. No entanto,
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em algumas condicfes de saude, como diabetes, a regulacdo dos niveis de glicose
no sangue pode estar comprometida (Cryer et al., 2013). Na diabetes tipo 1, as células
do sistema imunoldgico (linfécitos T autoimunes) atacam e destroem as células beta
produtoras de insulina no pancreas, através de uma resposta autoimune (Hermanns
et al., 2014).

Esses linfocitos T atacam erroneamente as células beta produtoras de insulina
das ilhotas pancreéticas, destruindo-as e levando a diminuicdo da producdo de
insulina pelo pancreas. Acredita-se que esse processo seja desencadeado por uma
combinacdo de fatores genéticos e ambientais, mas a causa exata ainda é
desconhecida. Ja na diabetes tipo 2, as células do corpo tornam-se resistentes a acédo
da insulina, o que leva a um aumento dos niveis de glicose no sangue. O tratamento
da diabetes envolve a administracdo de insulina, no caso da diabetes tipo 1; ou
medicamentos que ajudam a melhorar a acdo da insulina no corpo, no caso da
diabetes tipo 2 (Hermanns et al., 2014).

Contudo, estudos sobre as alteracdes histomorfoldgicas de 6rgaos ligados as
doencas cronico-metabdlicas, a exemplo do pancreas, em quadros de Diabetes
Mellitus (DM) induzida por dietas hiperlipidicas sdo escassos merecendo maiores
investigacbes (Guedes et al., 2009; Duarte et al., 2006). A dieta hiperlipidica pode
levar a alteracfes histolégicas no pancreas, incluindo inflamacéo, fibrose e lesbes
acinares. Essas alteracdes podem contribuir para o desenvolvimento de doencas
pancreaticas, como pancreatite e cancer pancreatico (Pandol et al., 2019).

A dieta hiperlipidica pode causar alterac6es histomorfolégicas no pancreas,
incluindo aumento do tamanho das ilhotas de Langerhans e do numero de células 3
pancreaticas, bem como inflamacédo e fibrose (Figura 2). Essas alteracbes podem
contribuir para o desenvolvimento da resisténcia a insulina e do diabetes tipo 2 (Rao
et al., 2018). A dieta hiperlipidica também pode levar ao acumulo de lipidios no
pancreas, promovendo a inflamacao e o estresse oxidativo. Esses processos podem
levar a disfungdo das células B pancreaticas e a reducao da secreg¢ao de insulina,
contribuindo para o desenvolvimento do diabetes tipo 2 (Selvi et al., 2021). Além disso,
a dieta hiperlipidica também pode afetar a composicdo da microbiota intestinal,
promovendo o predominio de bactérias patogénicas, as quais contribuem para o
desenvolvimento de inflamagéo pancreatica e disfungao das células B (Yuen et al.,
2018).
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Figura 2. Detalhes histologicos do pancreas, indicando os acinos pancreaticos,
ilhota de Langerhans, células alfa, beta, delta e hemécias.
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Fonte: Guyton & Hall, 12 Ed, Elsevier, 2011.

2.4 Metabolismo pancreatico e balanco REDOX

O desenvolvimento e manutencdo de reacdes metabdlicas e tecidos sdo
regulados sob condicdes fisiolégicas ideais (replicacao celular, tamanho, eliminagéo
apoptotica e outras fases), assim como a fisiopatologia de diversas doencas (Wang et
al., 2021). Por exemplo, os impactos na atividade compensatdria de proliferacéo e
apoptose de diversos tecidos, como as células pancreaticas secretoras de horménios,
ja sdo conhecidos, mas os estudos de abordagem sobre os danos graduais até o
estabelecimento de patologias, como a diabetes melito (DM) ainda precisam de
maiores investigacdes (Oliveira et al., 2019).

A exemplo, a quantidade excessiva de &cidos graxos na dieta, concorre para
manutencdo da obesidade, e aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERNs), que quando ndo combatidos pelos sistemas
antioxidantes podem ocasionar um estado REDOX desequilibrado e estresse
oxidativo as células (Wang et al., 2021). Alguns estudos mostraram que 0 coONnsumo
excessivo de acidos graxos saturados e trans estavam associados a um aumento do
estresse oxidativo no organismo; e também apontou que pode levar ao surgimento de
doencas (Oliveira et al., 2019).

O balanco REDOX corresponde ao equilibrio na regulagcéo entre os estados
pré-oxidativos e anti-oxidativos (Figura 3), onde diversos processos metabdlicos
concorrem para formacao e remocao das espécies oxidativas no organismo, de forma

a manter os niveis adequados para manutencdo da fisiologia celular, estando
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intimamente ligado a fatores dietéticos, que funcionam como substratos antioxidantes,
como também ocasionam reacfes metabdlicas (Guedes et al., 2001; Souza et al.,
2011; Cao; Li; Mao, 2019). A maior fonte produtora dessas espécies reativas sdo as
mitocondrias.

Figura 3. Estresse oxidativo e sistema de defesa antioxidante enzimatico em células
renais diabéticas. CAT: catalase; EROs: espécies reativas de oxigénio; GPx:
glutationa peroxidase; GSH: glutationa; GSSG: glutationa oxidada; GR: glutationa
reduzida: H202: perdxido de hidrogénio; NRG2: fator nuclear 2 relacionado ao entréide
2; O2: Oxigénio molecular; NOX: NADPG oxidase; O2": anion radical superéxido; OH=:
radical hidroxila; SOD: superdxido dismutase.
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Fonte: Souza et al. (2011).

A mitocondria € uma organela presente em todas as células eucarioticas
responsavel por produzir a maior parte da energia necessaria para as funcodes
celulares. Essa producdo de energia ocorre por meio da cadeia transportadora de
elétrons, que é composta por varios complexos proteicos presentes ha membrana
interna da mitocondria. O processo comeca com a oxidagdo do NADH (nicotinamida
adenina dinucleotideo reduzido) e do FADH: (flavina adenina dinucleotideo reduzido),
gue sao produtos de outras vias metabdlicas, liberando elétrons e protons. Os elétrons
sao transferidos para o complexo | (NADH desidrogenase), que os transfere para o
complexo Il (citocromo bcl) e, em seguida, para o complexo IV (citocromo c oxidase).
(Liang et al., 2013; Brand; Nicholls, 2011).



26

Durante essa transferéncia de elétrons, protons sdo bombeados da matriz
mitocondrial para o espaco intermembranar, gerando um gradiente eletroquimico de
prétons que € utilizado para gerar ATP (adenosina trifosfato) por meio da ATP sintase.
No entanto, durante a transferéncia de elétrons, alguns elétrons podem escapar do
sistema e interagir com o oxigénio, gerando EROs, como o anion superoéxido (O2) e 0
peroxido de hidrogénio (H202). Essas EROs podem danificar proteinas, lipidios e
DNA, levando a doencgas e envelhecimento celular (Murphy, 2009; Turrens, 2003).

Para evitar danos celulares, a mitocondria possui mecanismos de defesas
antioxidantes, como a enzima superoéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase,
que neutralizam as ROS geradas durante a cadeia transportadora de elétrons. Além
disso, a mitocéndria também possui mecanismos de reparacdo de DNA e eliminacéo
de proteinas danificadas para proteger as células contra o estresse oxidativo (Liang,
2013; Brand; Nicholls, 2011).

A SOD (Superdxido Dismutase), CAT (Catalase) e GST (Glutationa S-
transferase) sdo enzimas antioxidantes encontradas em diferentes organelas e células
do corpo humano que trabalham juntas para neutralizar espécies reativas de oxigénio
(ROS) e prevenir danos oxidativos. A GPx, ou glutationa peroxidase, € uma enzima
que converte peroxidos, como o peréxido de hidrogénio (H202), em agua utilizando
glutationa reduzida (GSH) como substrato (Buonocore et al., 2010). A SOD converte
0 superoxido, uma espécie altamente reativa de ROS, em peréxido de hidrogénio, que
€ menos toéxico. Existem trés isoformas de SOD, que diferem em sua localizacao
celular: a SOD1 é encontrada no citosol e nos nucleos celulares, a SOD2 esté
localizada nas mitocondrias, e a SOD3 € encontrada no espago extracelular (Murphy,
2009).

A CAT é encontrada principalmente no peroxissomo, uma organela celular que
decompde o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular. A CAT acelera
essa reacdo, garantindo que o peréxido de hidrogénio ndo se acumule em
concentracdes toxicas (Buonocore et al., 2010). A GST é uma familia de enzimas
encontradas no citosol e no reticulo endoplasmatico, que se liga a produtos quimicos
toxicos, como metabdlitos do alcool e alguns medicamentos, para desintoxica-los e
torna-los solluveis em agua para excrecdo. A GST também ajuda a manter o equilibrio
REDOX das células, impedindo que os radicais livres causem danos oxidativos (Valko
et al., 2005; Pisoschi; Pop, 2015).

A reacdo de GPx € uma importante via de eliminacdo de peroxidos e previne
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danos oxidativos em células. A GPx €& encontrada em muitos tecidos do corpo,
incluindo o figado, cérebro e rins, e € encontrada em diferentes formas, com diferentes
sequéncias de aminoacidos e fungbes (Figura 4). Algumas formas de GPx requerem
selénio para sua atividade, como a GPx1, que é a forma mais comum de GPx
encontrada nas células (Ursini et al., 1982). A GPx utiliza GSH como substrato, que é
oxidado para formar GSSG (glutationa oxidada). A GSSG pode ser regenerada a GSH
pela enzima glutationa redutase (GR), que requer NADPH como cofator. Assim, a
reacdo de GPx € conectada com a via de glutationa, que é uma importante via
antioxidante em células. Em conjunto, essas enzimas formam uma rede complexa de
defesa antioxidante que ajuda a proteger as células e os tecidos do dano oxidativo e
dos efeitos prejudiciais do estresse oxidativo (Liang, 2013; Brand; Nicholls, 2011).

Além das enzimas que compfe o sistema antioxidantes enzimatico temos
também o sistema antioxidante ndo enzimatico, do qual participam as glutationas
reduzidas e oxidadas. As enzimas CAT e GPx agem com 0 mesmo propdsito, ou seja,
o de impedir o acumulo de perdxido de hidrogénio. Tal acdo integrada é de grande
importancia, uma vez que essa espécie reativa, por meio das reacbes de Fenton e
Haber-Weiss, mediante a participacdo dos metais ferro e cobre, culmina na geracao
do radical OH" contra o qual ndo ha sistema enzimatico de defesa (Welch et al., 2022).

O referido radical (OH") vem sendo indicado como o de maior potencial reativo e
com extrema instabilidade (vida média de 10-9 segundos). Essas caracteristicas 0s
capacitam como o radical livre mais propicio na producédo de danos oxidativos. Além
de ser o principal iniciador do processo de peroxidacdo lipidica, tendo como
consequéncia a alteracao da funcéo biolégica das membranas celulares, esse radical
€ capaz de agir sobre as proteinas, alterando-as em relacdo a sua estrutura e/ou
funcdo biolégica. Seu ataque ao DNA possibilita a ocorréncia de mutacbes
(Schneider; Oliveira, 2020).

Considerando a potencialidade do radical OH™ e o fato da ndo existéncia de
defesa enzimatica especializada, € de extrema importancia a manutencéao do perfeito
equilibrio entre as enzimas antioxidantes, com o propésito de promover a manutencao
da integralidade celular. Assim, a GPx merece atencao especial, uma vez que sua
acao depende da manutencgéo do ciclo REDOX da glutationa, por meio do controle da
relacdo entre glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) (Welch et al., 2022).
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Figura 4. Vias de formacédo de EROs. As mitocondrias sdo os maiores produtores
de EROs intracelular.
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Fonte: Fischer, 2019.

O desequilibrio do balangco REDOX por sua vez € um fator fundamental na
génese de doencas cronico-metabdlicas, onde existem numerosas evidéncias
correlacionando niveis elevados dos marcadores de estresse oxidativo nos pacientes
com comprometimento metabdlico (Souza et al., 2009; Wang et al., 2021). Estudos
recentes, conduzidos por Mafra et al. (2021) e Fakhruddin et al. (2021), evidenciaram
gue uma dieta com altos teores de gordura pode induzir estresse oxidativo e reducéo
na secrecao de insulina nas ilhotas pancreaticas de camundongos, sugerindo o papel
do desequilibrio REDOX na disfuncédo das células beta e no desenvolvimento do
diabetes (Mafra et al., 2021; Fakhruddin et al., 2021).

Além disso, estas pesquisas investigaram o papel do desequilibrio REDOX na
regulacédo da enzima degradacao de insulina (IDE) e no metabolismo da insulina. Os
pesquisadores mostraram que a IDE é regulada pelo estresse oxidativo e que a
disfuncdo da IDE pode contribuir para a resisténcia a insulina e ao diabetes (Mafra et
al., 2021; Fakhruddin et al.,, 2021). No pancreas, quadros de diabetes tipo II,
hiperglicemia, hiperlipidemia e hipoxia, j& vem sendo associados como preditores de
desregulacéo do balango oxidativo celular e aumento no quadro de estresse oxidativo
pancreatico, sobretudo nas células beta (Rao et al., 2018).

As ilhotas de Langherans s&o bastante sensiveis a alteragbes nas
concentracbes de EROs intracelular, porém, o aumento de EROs no periodo
embrionario ja vem sendo descrito como um componente estimulando para
regeneracao e proliferagcéo desse tipo celular (Liang et al., 2013). Além disso, estudos
com modelos in vitro de células Beta submetidas a H202 apresentaram um aumento

na producédo de insulina na presenca de glicose basal, indicando que a EROs esta
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associada com o aumento da expressao de horménios pelas células Beta (Sakai et
al., 2003).

No tecido pancreatico, a exposi¢ao cronica ao estresse oxidativo pode levar a
disfuncédo das células beta. O estresse oxidativo pode afetar a fungdo mitocondrial, a
sinalizacdo intracelular, a expressdo génica e a sobrevivéncia das células beta,
contribuindo para a progressdao do diabetes mellitus (Sakai et al., 2003). Além
disso, o estresse oxidativo também pode afetar as células acinares, que sao
responsaveis pela producdo de enzimas digestivas. A exposi¢ao cronica ao estresse
oxidativo pode levar a morte celular das células acinares, contribuindo para a
progressao da pancreatite cronica (Robertson, 2006).

Estudos tém investigado as vias de sinalizacdo envolvidas na resposta ao
estresse oxidativo no tecido pancreético e buscado terapias que possam proteger as
células pancreaticas contra o dano oxidativo. Algumas estratégias incluem a
administracdo de antioxidantes, a modulacdo da sinalizacdo de estresse e a
melhoria da fungdo mitocondrial. A compreensao dos mecanismos envolvidos na
exposicdo crénica ao estresse oxidativo no tecido pancreatico é importante para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para as doencas pancreaticas
(Navarro-Yepes et al., 2014).

Portanto, a exposicdo crbnica a elevados niveis de espécies reativas torna- se
um grande problema para o metabolismo pancreético, uma vez que a expressao de
enzimas antioxidantes € relativamente baixa no pancreas em comparacao a outros
tecidos. Ja é relatado na literatura que as células 3 pancreéticas expressam 50% da
concentracdo de SOD quando comparados com as concentracfes dos hepatocitos
e ainda apresentam 5% de CAT e GPx quando submetidos a mesma comparacao
(Gurgul-Convey et al., 2016).

Quando o sistema antioxidante ndo consegue combater o aciUmulo excessivo
de EROS ¢ ativada a via da AMPK. A curto prazo essa via € importante por induzir a
autofagia das células instaveis, aumentar a expressdo de insulina, auxiliando na
manutencdo da célula (Wan et al., 2018). Porém, a longo prazo, ela inibe a via da
MTOR o0 que causa fechamento dos poros mitocondriais e ativagdo da quinase
1(ASK1) iniciando um processo de apoptose celular que pode se espalhar pelas

ilhotas pancreéticas (Saxena et al., 2010).
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2.5 A Obesidade, Diabetes Gestacional, inflamacé&o e estresse oxidativo

Conforme descrita pela Organizacdo Mundial da Saude (2001), a obesidade é
caracterizada pelo acumulo excessivo ou anormal de gordura no tecido adiposo. Esta
condicao, reconhecida como uma "doenca da gordura", estd associada a uma
inflamacé&o sistémica de baixo grau e especifica do tecido, que tem uma relacdo causal
com a resisténcia a insulina (PARRETTINI et al., 2020) e com a incidéncia de doencas
crdnicas, como arteriosclerose e coronarias (Hotamisligil, 2016). Para a populagéo
ocidental, as diretrizes atuais definem a obesidade como um indice de massa corporal
(IMC) superior a 30 kg/m2 (Who, 2023).

A obesidade na gestacdo, juntamente com o ganho excessivo de peso, esta
ligada a uma conjuncéo de fatores pro-inflamatérios agravados e disfungéo endotelial
feto-placentaria, que envolve um desequilibrio, por exemplo, entre o éxido nitrico (NO)
e endotelina-1. Esses fatores podem aumentar o risco de desenvolvimento de
Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) nas méaes. A obesidade durante a gestacao, o
aumento excessivo de peso e o0 DMG podem criar um estado de "meta-inflamacéo”,
caracterizando uma nova condicdo metabdlica conhecida como "Diabesidade
Gestacional" (Pantham et al., 2015; Cabalin et al., 2019).

A Diabesidade Gestacional, compartilha um substrato patogenético comum: a
perturbacdo do equilibrio entre as respostas fisiologicas pro-inflamatérias e anti-
inflamatérias durante a gravidez, resultando em uma resposta pré-inflamatoria
exacerbada. A elevacao dos niveis de leptina e TNF-a, o estado de hipodxia, o estresse
oxidativo anormal, a mé adaptacao vascular e a maior producao de espécies reativas
de oxigénio (EROS) contribuem para a resisténcia a insulina na vasculatura feto-
placentaria (Pardo et al., 2019; Cabalin et al., 2019).

Isso é acompanhado por niveis reduzidos de adiponectina e IL-10, além de um
aumento na biodisponibilidade de NO. A nivel sistémico, ocorre uma desregulacéo do
sistema imunolégico, com a diminuicdo das células T regulatorias (Treg) e sua
capacidade imunossupressora tolerogénica. Os marcadores mencionados, como
TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), IL-6 (interleucina 6), IL-10 (interleucina 10) e
EROS (espécies reativas de oxigénio), desempenham papéis importantes nesses
processos fisiopatolégicos (Pantham et al., 2015; Pardo et al., 2019; Cabalin et al.,
2019).
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Neste contexto, a inflamacdo € um aspecto relevante, devido sua funcdo de
homeostase do corpo, e fatores inflamatdrios como quimiocinas, citocinas,
eicosandides e aminas biogénicas desempenham papel importante em diversos
processos biolégicos, desde alteracdes na temperatura corporal até respostas
vasculares locais. A atividade do sinal inflamatério pode ser caracterizada em relacao
aos seus efeitos homeostaticos no corpo, em oposicdo a complexidade ou diversidade
de suas funcdes (Hotamisligil, 2016).

Os marcadores TNF-a e IL6, em particular, estdo envolvidos no processo
inflamatorio e sdo capazes de estimular ou inibir diretamente as funcdes de varios
mecanismos homeostaticos que incluem a ativacdo da lipolise, a inibicdo da
gliconeogénese e o aumento da permeabilidade vascular. O TNF-a, produzido
principalmente por macréfagos, células T e células NK em resposta a infecgbes e
lesBes teciduais, regula a resposta inflamatéria aguda estimulando a producédo de
outras citocinas proé-inflamatérias e mediadores da inflamacédo, ativando células
endoteliais e facilitando a migracao de leucdcitos para o local da inflamacao. Por outro
lado, a IL-6, secretada por varias células, incluindo macréfagos, células T e células B,
estimula a producao hepatica de proteinas de fase aguda, como a proteina C reativa,
envolvida na resposta imune e na modulacdo da inflamacédo, além de regular a
diferenciacéo e proliferacédo de células T e B durante processos inflamatorios (Salvadé
et al., 2023).

Existem evidéncias substanciais que apontam para a interdependéncia entre
angiogénese (formacéo de novos vasos sanguineos) e estresse oxidativo, 0s quais
desempenham papéis significativos nos processos de inflamacéo cronica. Estudos
tém elucidado a natureza dessa interconexao, destacando o aumento da infiltracéo e
proliferacdo celular, bem como os papéis sobrepostos de fatores reguladores de
crescimento e citocinas (Jackson et al., 2017). Morbidelli e colaboradores enfatizam a
influéncia da inflamacéo crénica e do estresse oxidativo no desenvolvimento de
fatores de risco cardiovascular, como hipertenséo, dislipidemia e resisténcia a
insulina. Eles ressaltam a importancia de abordagens terapéuticas especificas para
reduzir esses processos, a fim de mitigar os fatores de risco associados a doencgas

cardiovasculares (Morbidelli et al., 2016).
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3 HIPOTESE

Uma dieta obesogénica, ofertada durante periodos criticos do desenvolvimento,
causa alteracbes no balanco REDOX, na histomorfometria e no metabolismo

pancreatico de ratas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de uma dieta obesogénica durante a gestacéo e lactacédo no

balanco REDOX, histomorfometria e metabolismo pancreético de ratas.

4.2 Objetivos Especificos

Avaliar em ratas alimentadas com dieta obesogénica durante a gestacédo e
lactacéo:

e Peso corporal dos animais, do pancreas, consumo alimentar e

avaliacbes murinométricas;

e Perfil bioquimico sanguineo e teste oral de tolerancia a glicose;

e Quantificacdo de biomarcadores de estresse oxidativo (niveis de

malondealdeido-MDA, carbonilas e tiois totais-SH);

e Atividade do sistema antioxidante enzimatico (superéxido dismutase- SOD,

catalase-CAT e glutationa-S-transferase-GST);

e Sistema antioxidante ndo enzimatico (glutationa reduzida-GSH,

glutationa oxidada-GSSG e estado REDOX celular - razdo GSH/GSSG);

e Histomorfometria pancreética;

e Niveis séricos dos hormdnios insulina e glucagon;

e Avaliacdo da expressdo de mRNA de genes inflamatérios (IL-6 e TNFa).
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5 METODOLOGIA

5.1 Animais

Foram utilizadas 16 ratas albinas fémeas e 8 progenitores da linhagem Wistar
provenientes da colonia do Centro Académico de Vitéria da Universidade Federal de
Pernambuco. Depois de detectada a prenhez, as ratas foram divididas em dois grupos:
Grupo controle (n=8) e grupo Obesogénico (n=8), de acordo com a dieta ofertada.
Para as analises de avaliacdo do balanco REDOX, histomorfometria, expressao
génica e perfil de horménios pancreaticos, um n de 8 animais por grupo foi suficiente,
considerando o teste estatistico e os ensaios utilizados. Foram adotados alguns
critérios para a escolha das ratas: ndo podiam ter parentesco familiar, possuir idade
entre 90 e 120 dias, apresentar peso entre 220 e 250 gramas e serem nuliparas
(Marcondes; Bianchi; Tanno, 2002).

Os animais foram mantidos em biotério de experimentacdo com temperatura
de 23° C+ 2°C, ciclo claro-escuro de 12/12 e livre acesso a agua e alimentacao. Para
0 acasalamento, foi realizado o monitoramento do ciclo estral das ratas através do
esfregaco vaginal e no periodo estro, as fémeas foram colocadas para acasalar na
proporcao duas fémeas para cada macho. Para o diagnostico do estado de prenhez,
foi realizado o esfregaco vaginal e avaliagdo do aumento de peso corporal
(Marcondes; Bianchi; Tanno, 2002).

5.2 Manipulacéao dietética e grupos experimentais

As ratas prenhas receberam, durante a gestacao e lactacao, dieta de biotério
Nuvilab® (Grupo Controle, n=8 animais) ou dieta obesogénica (Grupo obesogénico, n=
8 animais), com altos teores de gorduras e carboidratos conforme a Tabela 1. A dieta
obesogénica apresenta alto teor em acidos graxos saturados, adaptada a partir da
composicdo da dieta utilizada no estudo de Ferro Cavalcante et al. (2013), com 31,5%
da energia proveniente das gorduras, 19,6% das proteinas e 49,3% dos carboidratos,
mais a oferta adicional de leite condensado (Italac®). As respectivas dietas foram

ofertadas durante a gestacao e lactagéo.
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Tabela 1. Composicdo dos ingredientes utilizados na formulacdo das dietas

obesogénicas experimentais.

Ingrediente em g Nuvilab (g) Dieta hiperlipidica (g)
por 100g de dieta
Amido de milho - 11,5
Farinha de trigo - 12,0
Biscoito maisena - 7,2
Farinha de soja - 8,5
Banha de porco - 55
Creme de leite - 3,0
Margarina (65% - 3,5
lipidios)
Caseina (>85%) - 20,0
Sacarose - 20,0
Oleo de soja - 4,0
Fibra (celulose) - 0,3
Mineral mix - 2,5
DL-metionina - 0,3
Bitartarato de colina - 0,25
BTH - 0,0014
Cloreto de sodio - 0,036
Total (g) - 100,0
Kcal /100g 3,44 4,42
% Gorduras totais 11,0 315
% Proteinas 28,0 19,6
% Carboidratos 61,0 49,3

Fonte: Dieta de biotério Nuvilab®; Dieta hiperlipidica baseada no estudo de Ferro Cavalcante et
al., 2013; *O Mix Mineral é composto pelos seguintes reagentes (em mg/Kg de dieta): CaHPO4,
17.200; KCI, 4000; NaCl, 4000; MgO, 420; MgS0O4, 2000; Fe202, 120; FeS0O4.7H20, 200. (Ferro

Cavalcante et al., 2013).

5.3 Consumo Alimentar

O consumo alimentar (dieta e agua) foi avaliado diariamente durante os

periodos de gestacdo e lactacdo. A racdo e o leite condensado foram mensurados
pela diferenca entre a quantidade ofertada e rejeitada, retirando o peso do pote em
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relacdo ao leite condensado. A quantidade de racdo controle foi padronizada em 100g,
a racao obesogénica em 50g, e o leite condensado também em 50g. Foi utilizada uma
balanca eletrénica digital S— Marte, modelo S-1000, com capacidade maxima de 10009
e sensibilidade de 0,01g. O Consumo de &gua foi mensurando pela diferenca entre o
volume ofertado e rejeitado, utilizando uma proveta de vidro com capacidade de 1000

mL, com uma troca e reposicéo no valor de 700 ml de agua a cada 3-4 dias.

5.4 Coleta do tecido pancreatico para posteriores anélises e homogeneizacéo da

amostra

Apébs serem eutanasiados e submetidos a cirurgia para a remoc¢ao do tecido,
todos os péancreas foram pesados e armazenados a uma temperatura de -80°C para
analises futuras. O tecido pancreético foi homogeneizado em tampéao de extracdo (Tris
base 50 mM, pH 7,4; EDTA 1 mM; ortovanadato de sodio 2 mM; PMSF 2 mM). Apos
a homogeneizacao, as amostras foram centrifugadas a 1.180 g, a 4° C, por 10 minutos,
e os sobrenadantes foram submetidos a quantificacdo proteica.

5.5 Dosagem de proteina

A concentracdo de proteina do homogenato pancreatico foi determinada pelo
método de Bradford et al. (1976). Este se baseia na determinacdo da concentracao
de ligacdes peptidicas através da medida de absorbancia do complexo proteina-
corante (Bradford et al., 1976). Este complexo absorve em comprimento de onda de

595 nm, usando a solucao de albumina de soro bovino (BSA) a 2mg/mL como padrao.

5.6 Peso corporal das ratas e do pancreas

O peso corporal foi avaliado semanalmente durante o periodo experimental
(gestacéao e lactacéo). Foi utilizada uma balanca eletrénica digital S— Marte, modelo
S-1000, com capacidade maxima de 10009 e sensibilidade de 0,01g. Para a avaliacdo
do percentual de ganho de peso, a formula utilizada foi: %GP= [peso do dia (g)
x100/Peso do 1° dia (g)] -100 (Bayol et al., 2004).

Foi avaliado o indice de Lee como como instrumento de uso simples e um 6timo

método de previsdo de ameacas cardiacas, sendo composto por seis fatores de riscos
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cardiovasculares, conforme o avanco da idade e a sua aplicabilidade somente em
cirurgias eletivas. Esse modelo classifica o paciente em quatro classes de risco,
compostas por seis variaveis: classes |, Il, lll e IV s&o divididas a partir do somatério
dessas variaveis analisadas, totalizando 0, 1, 2 ou = 3, respectivamente. Foi realizado

a avaliacdo do peso corporal para comparacéo e avaliacédo do risco.

5.7 Teste Oral de Tolerancia aglicose (TOTG), Teste Oral de Tolerancia a Insulina
(TOTI) e glicemia

Para avaliar o TOTG, as ratas foram submetidas a jejum durante a noite. O
sangue foi coletado a partir de cortes na ponta da cauda do animal, sendo a primeira
amostra de sangue coletada no tempo zero. Em seguida, uma solugéao de glicose a
50% (Equiplex Pharmaceutical Limited) foi administrada por via intraperitoneal, na
dose de 2 mg/g de peso corporal. As amostras de sangue foram recolhidas aos 15,
30, 45, 60 e 120 minutos apds a administracao.

Para avaliar as concentracdes de glicose no sangue das maes, foram utilizados
kits colorimétricos da Labtest®, com amostras de soro para as dosagens. As amostras
de sangue foram coletadas durante a eutanasia e condicionadas em tubos sem
anticoagulante, sendo centrifugadas a 3500 RPM por 10 minutos para obtencéo do
soro. O sobrenadante foi coletado com auxilio de pipeta e transferido para um tubo
Eppendorf, sendo encaminhado para as analises de glicose, utilizando os Kkits

colorimétricos da Labtest®.

5.8 Avaliacédo da peroxidacéao lipidica (Niveis de Malondealdeido-MDA)

Para a dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) foi
utilizada a técnica colorimétrica de Buege e Aust (1978) (Buege; Aust, 1978). As
amostras (0,3 mg/mL de proteina) foram sequencialmente misturadas com 30% (p/v)
de acido tricloroaceético (TCA) e um tampao TRIS 10 mM, pH 7,4. Esta mistura foi
centrifugada a 1180 g, durante 10 min e o sobrenadante foi fervido durante 15 min
com 0,73% (p/v) de acido tiobarbittrico. O pigmento rosa produzido foi medido a 535
nm de absorcdo utilizando um espectrofotbmetro visivel Biochrom Libra S12
(Biochrom, EUA) a temperatura ambiente e os resultados expressos como mM/ mg de

proteina.
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5.9 Avaliacdo dos niveis de oxidacao de proteinas (Carbonilas)

Para a avaliacdo da oxidagdo de proteinas, utilizou-se a técnica de Zanatta et
al. (2013) (Zanatta et al., 2013). Com as amostras (0,3 mg/mL de proteina) em gelo,
adicionou-se 30% (p/v) de TCA a amostra e, em seguida, centrifugou-se por 14
minutos a 1180 g. O sedimento foi ressuspenso em 10mM de 2,4 dinitrofenilhidrazina
e imediatamente incubado em um local escuro por 1 hora. Apos isso, realizou-se a
centrifugacéo trés vezes em um tampao de acetato de etila, e o sedimento final foi
ressuspenso em 6M de cloridrato de guanidina. A absorbancia foi lida a 370nm (37
°C) utilizando um espectrofotémetro visivel Biochrom Libra S12 (Biochrom, EUA). Os

resultados foram expressos como nmol/mg de proteina.

5.10 Conteudo de tidis totais (dosagem de sulfidrilas-SH)

O conteudo de sulfidrilas foi determinado a partir da reacdo com o composto
DTNB (5,5-ditiobis (2 &cido nitrobenzoilo). Uma aliquota do homogenato (0,2 mg/mL
de proteina) foi incubada no escuro com 30 yL de DTNB 10mM, completando o volume
final para 1 mL com tampao de extracdo. A leitura da absorbancia foi realizada em um
espectrofotometro (LIBRA S12 UV/ VISIBLE) a 412 nm. Os resultados foram

expressos em pymol/mg de proteina.

5.11 Atividade da Superéxido Dismutase (SOD)

A determinacéo da atividade de SOD foi realizada conforme Misra e Fridovich
(1972). Uma aliquota do homogenato pancreatico (0,08 mg/mL de proteina) foi
incubada no tampéo carbonato de sdédio (0,05%, pH 10.2, 0.1 mM de EDTA) em
banho-maria a 37°C. A reagao foi iniciada pela adigdo de 20uM de epinefrina (150
mM), em acido acético (0,05%). A absorbancia foi lida a 480nm por 3 minutos em um
espectrofotometro (Biochrom Libra S12 Visible, EUA). Os resultados foram expressos
em U/mg de proteina, sendo uma unidade de SOD definida como a quantidade de

proteina requerida para inibir a auto-oxidagao de 1umol de epinefrina por minuto.
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5.12 Avaliacdo da Catalase (CAT)

A atividade de CAT foi realizada conforme Aebi (1984). Uma solugcéo de H202
0,3M (300 pL) foi adicionada a amostra (0,08 mg/mL de proteina), seguido pela adi¢éo
do tampéao fosfato 50mM, pH 7.0. A absorcédo de decaimento foi monitorizada por 4
minutos a 240nm em um espectrofotdmetro (Biochrom Libra S12 Visible, EUA). Uma
unidade de catalase foi definida como a quantidade de proteina requerida para

converter 1Tumol de H202 em H20 por minuto.

5.13 Avaliacao da Glutationa-S-Transferase (GST)

Em uma cubeta de quartzo de 1 mL, a amostra (0,08 mg/mL de proteina), o
tampéo fosfato (0.1M), EDTA (1mM), GSH (1mM) e CDNB (1mM) foram adicionados.
A absorbancia (340mm) foi registrada por cerca de 3 minutos, a 30 °C em um
espectrofotometro (Biochrom Libra S12 Visible, EUA). Os resultados foram expressos
em U/mg de proteina, sendo uma unidade de atividade enzimatica da GST definida
como a quantidade necesséria para catalisar a formacao de 1umol do composto DNP-
SG por minuto (Habig; Pabst; Jakoby, 1974).

5.14 Avaliacdo dos niveis de glutationareduzida (GSH), oxidada (GSSG) e estado
REDOX celular (razdo GSH/GSSG)

Para avaliar os niveis de GSH, as amostras (0,1 mg/mL de proteina) foram
diluidas em tampéao fosfato 0,1 M contendo EDTA 5 mM, pH 8,0. Uma aliquota da
amostra diluida foi incubada com o-Phthallialdeido (OPT) por 15 minutos. As
intensidades de fluorescéncia foram medidas a 420 nm e excita¢cdo a 350 nm em um
espectrofluorimetro (FLUOstar Omega - BMG Labtech, EUA), sendo comparadas com
uma curva padrdo de concentragcdes conhecidas de GSH (0,25-10 nM) também
incubadas com OPT. Para determinar os niveis de GSSG, as amostras (100 ug de
proteina) foram incubadas com N-etilmaleimida 0,04 M por 30 minutos em temperatura
ambiente, seguido pela adicdo de tampdo NaOH 0,1 M. Os mesmos passos do ensaio
de GSH foram seguidos para determinar os niveis de GSSG. O estado REDOX foi
determinado pela razdo de GSH/GSSG, segundo o método de Hissin e Hilf (1976).
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5.15 Histomorfometria dos pancreas

Os pancreas retirados foram conservados em formalina a 10% tamponada.
Posteriormente, foram clivados e os fragmentos submetidos a rotina histologica,
sendo emblocados em parafina. A partir desses blocos, os fragmentos foram cortados
em micrétomo com cortes histolégicos de 4mm de espessura, montados em laminas
e submetido a técnicas de coloracdo por Hematoxilina-Eosina (HE), para observacao
das caracteristicas histoldgicas gerais. As ilhotas de Langherans foram avaliadas
guanto a quantidade de células, comprimento celular, diametro das ilhotas e

guantidade total. As analises foram realizadas no software ImageJ v.2.0.

5.16 Dosagem dos hormdnios insulina e glucagon

Para a mensuracdo dos niveis de insulina e glucagon no soro, o teor de
glucagon foi avaliado por quimioluminescéncia (Synergy H1, BioTek, EUA) a 460/20
nm, em duplicata, utilizando o kit de ELISA Glucagon Chemiluminescent (EZGLU-30K;
Merck, Alemanha), com glucagon (padréao do kit) dissolvido em tampéao de reacéo, e
os niveis de insulina foram avaliados espectrofotometricamente (Synergy H1, BioTek,
EUA), no plasma, a 560 nm, em duplicata, utilizando o kit de ELISA Rat/Mouse Insulin
(EZRMIL13K; Merck), com insulina (padrdo do kit).O método utilizado para
determinacao da resisténcia a insulina (RI) e da capacidade funcional das células beta
(BcC) foi o indice de HOMA descrito por Matthews et al. (1985), pode ser calculado
de duas maneiras: a estimativa da RI, na qual HOMA-RI = insulinemia de jejum (mU/L)
x glicemia de jejum (mmol/L)/22,5; e a determinagéo da BcC, onde HOMA-BcC = (20
x insulinemia de jejum [mU/L])/(glicemia de jejum [mmol/L] - 3,5).

5.17. Avaliacéo da expressao do mRNA

5.17.1 Extracdo de RNA

O RNA total foi obtido pelo método de extragdo com isotiocianato de guanidina
usando o reagente Trizol. Inicialmente os tecidos foram lisadas usando 1 mL do Trizol,
depois de 5 minutos de incubacao, a temperatura ambiente, sera acrescentado 200ul
de cloroférmio os tubos e centrifugados a 12000 g por 15 minutos. A fase aquosa foi

transferida a outro tubo, adicionado de isopropanol gelado e depois incubou por 10
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minutos a temperatura ambiente e centrifuga-se novamente a 12000 g por 10 minutos.
O RNA formado foi entdo lavado com etanol a 75% e centrifugado a 7000 g por 5
minutos. Retira-se 0 sobrenadante e deixa 0 RNA secar ao ar por pouco tempo
(Lagranha et al., 2007).

O sedimento de RNA foi entdo ressuspenso em agua livre de RNase, em
aliquotas e armazenado. A quantificacdo do RNA foi realizada em duplicata, diluindo
as amostras 1:150 em &gua isenta de RNase. A absorbancia da amostra foi
determinada por espectrofotometria nos comprimentos de onda de 260 nm
(correspondente ao pico de absorcdo de RNA) e 280 nm (correspondente ao pico de
absorcdo de proteinas). Para a analise da pureza do RNA, o valor da absorbéancia
obtido a 260 nm foi dividido pelo obtido a 280 nm e a amostra que apresentar a raz&o
260/280 igual ou superior a 1.8, foi utilizada (indicativo alto grau de pureza) (Lagranha
et al., 2007).

5.17.2 Desenho das sequéncias dos “primers”

As sequéncias dos primers foram obtidas utilizando o programa “Primer- BLAST” a
partir das sequéncias completas dos genes, através das informacfes contidas no
banco genético do National Center for Biotechnology Information (NCBI) acesso via
internet a partir do nimero de acesso para cada gene. As sequéncias de primers
desenhadas para a realizacdo da RT-PCR estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia de primers utilizados nos ensaios de RT-PCR para a avaliacédo
dos genes expressos em ratas gestantes e lactantes em uma dieta obesogénica.

Gene Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5°-3’)

TFAM TCT CAT GAT GAAAAG CAG GCA GAGATCACTTCGCCCAACTT

TNF-a AAG CAT GATCCGAGATGT GG AGTAGACAGAAGAGC GTG
GT

IL-6 AAG GAG TGG CTAAGGACCAA GTTTGC CGAGTAGAC CTCAT

PGCl-a AACAGCAAAAGC CACAAAGA AAGTTGTTGGTTTGGCTT GA

5.17.3 Avaliacéo da expresséao genica por RT-PCR

As reagbes foram realizadas para cada grupo de “primers” e todos os



42

parametros foram avaliados utilizando concentracdes constantes de RNA e seguindo
as normas do fabricante do Kit SuperScriptlll® SYBR® GREEN One-Step gRT-PCR
(Invitrogen, USA). Usando também a expressdo do gene B2M como o0 gene
normalizador para cada amostra e a quantificacdo da expresséao foi de acordo com o
calculo de 2-AACT (Livak; Schmittgen, 2001).

5.18 Anélise Estatistica

Os dados foram apresentados em média e erro padrdo da média. Para a
comparacao entre os dois grupos, utilizou-se o teste T de Student ndo pareado. O
nivel de significancia foi considerado quando p<0,05. Para a elaboracdo dos graficos
e tratamento dos dados estatisticos, empregou-se o software GRAPH PAD PRISM

versao 8.0.2 para Windows.

5.19 Aspectos éticos

Conforme determina a Lei Federal n® 6.638/1979 e o Conselho Nacional de
Controle de Experimentacéo Animal (CONCEA), este projeto foi avaliado e aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco, e aprovado como 0061/2019 (ANEXO A).
Conforme a mesma legislacéo, o calculo amostral e selecao de animais concorreram

para o uso minimo de vidas que seja suficiente para executar o teste da hipotese.
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6 RESULTADOS

6.1 Anélise do consumo alimentar

Na analise comparativa do consumo alimentar de macronutrientes, entre os
grupos controle e obesogénico, foi observada uma diminuicdo no consumo de
proteinas (50,54%; p-valor< 0,0001; t = 8,052; diferenca entre médias (DM) = -36,13
* 4,487) (Figura 5A) e carboidratos (15,39%; p-valor = 0,0221; t = 2,830; DM = -28,84
+ 10,19) (Figura 5C) e um aumento no consumo de lipideos (70,67%; p-valor = 0,004;
t = 3,984; DM = 25,83 + 6,483) (Figura 5B) das ratas alimentadas com dieta
obesogénica durante a gestacao, em compara¢cdo com o grupo controle.

Figura 5. Andlise comparativa do consumo de macronutrientes entre 0s grupos
controle e obesogénico de ratas durante a gestacdo. A: Consumo de proteinas;
B: Consumo de lipideos; C: Consumo de carboidratos. n=5 animais por grupo.
****n<0,0001; **p= 0,004; *p=0,0221.
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Na comparagcdo do consumo alimentar de macronutrientes entre 0s grupos
controle e obesogénico de ratas em periodo de lactacdo, foi observada uma
diminuicdo no consumo de proteinas (39,19%; p-valor = 0,0002; t = 6,596; DM = -
52,40 £ 7,944) (Figura 6A) e aumento no de lipideos (91,32%; p<0,0001; t =7,974; DM
= 62,13 + 7,792) no grupo obesogénico (Figura 6B). Nao foi observada diferenca
significativa no consumo de carboidratos entre os grupos (p-valor = 0,0980; t = 1,872;
DM = -55,95 + 29,88) (Figura 6C).
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Figura 6. Anéalise comparativa do consumo de macronutrientes entre 0s grupos
controle e obesogénico de ratas durante a lactagcado. A: Consumo de proteinas;
B: Consumo de lipideos; C: Consumo de carboidratos. n=5 animais por grupo.
****n<0,0001; ***p=0,002.
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Também foi observada uma diferenca no consumo total de racdo entre os
grupos de ratas gestantes, sendo menor (5,34%, p-valor = 0,0448; t = 2,377; DM = -
39,14 + 16,47) no grupo obesogénico. Na comparacao dos grupos de ratas lactantes
nao foi observada diferenca significativa no consumo total de ragéo (p-valor = 0,5299;
t =0,6566; DM = -29,29 + 44,61).

Na comparacao relacionada ao consumo de agua, foi observada diminuicdo
tanto em ratas gestantes (31,31%; p-valor = 0,0003; t = 4,116; DM = -18,12 + 4,402)
guanto nas lactantes (35,11% ;p-valor = 0,0001; t = 4,493; DM = -28,59 + 6,363), nos

grupos obesogénicos.

6.2 Peso corporal e indice de Lee

Na comparacédo do peso corporal entre os animais dos dois grupos, foi observado
um aumento no peso das ratas do grupo obesogénico (19,6%; p-valor = 0,0002; t =
6,607; DM = 49,00 £ 7,416; n=5 animais por grupo). Em relacdo ao indice de Lee,
também foi observado um aumento de massa gorda no grupo obesogénico (6,58%; p-
valor = 0,0008; t = 5,248; DM = 19,16 + 3,650; n=5 animais por grupo).
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6.3 Andlise dos niveis séricos dos hormdnios insulina e glucagon

Foi observado um aumento nos niveis séricos de insulina (31,58%; p-valor =
0,0132; t = 4,243; DM = 0,2000 £ 0,04714) e glucagon (30,81%; p-valor = 0,0390; t =
2,414; DM = 63,11 + 26,14) nos grupos obesogénicos (Figura 6).

Figura 7. Analise comparativa dos niveis séricos de insulina (A) e glucagon (B)
entre os grupos controle e obesogénico. n=5-7 animais por grupo. (A) *p= 0,0132;
(B) *p=0,0390.
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6.4 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e insulina (TOTI)

No teste oral de tolerancia a glicose, foi observado um aumento significativo entre
as amostras de sangue dos dois grupos, colhidas apés 120 minutos da administracédo
da solucéo de glicose a 50%, indicando aumento (13,42%; p-valor = 0,0038; t = 4,254;
DM = 12,85 * 3,021; n=5 animais por grupo) nas ratas obesogénicas.

Em relagéo ao teste oral de toleréncia a insulina, foi observada uma diminuigéo,
apos 45 minutos da administracdo da insulina (27%; p-valor = 0,0133; t = 3,167; DM
=-7,400 = 2,337) e aumento aos 60 minutos (28%; p-valor = 0,00497; t = 2,309; DM
= 6,400 + 2,771) no grupo obesogénico; n=5-6 animais por grupo).
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6.5 Andlise da glicemia em jejum e do indice de HOMA

Foi observado um aumento nos niveis séricos de glicose de jejum (40,07%; p-
valor = 0,0025; t = 6,726; DM = 32,33 £ 4,807; n=5 animais por grupo) nas ratas
alimentadas com dieta obesogénica. Com base nos resultados de glicemia de jejum e
dosagem de insulina foi realizada a analise do indice de HOMA. Na comparacéo do
indice de HOMA-IR dos grupos, foi observada uma maior resisténcia insulinica (35%;
p-valor = 0,0063; t = 5,249; DM = 1,913 + 0,3644) e no indice de HOMA-3, uma maior
capacidade de secrecao de insulina pelas células beta pancreéticas (45%; p-valor =
0,0091;t=4,727; DM = -0,01198 + 0,0002534) no grupo obesogénico (n=3-5 animais
por grupo).

6.6 Analises dos biomarcadores de estresse oxidativo, atividade do sistema

antioxidante enzimatico e ndo enzimatico

Na analise de quantificacdo de biomarcadores de estresse oxidativo foi
observado um aumento niveis de carbonilas (127,96%; p-valor<0,0001; t = 5,675; DM
= 15,23 + 2,684) no grupo obesogénico. O mesmo padrédo de aumento foi observado
em relacdo aos niveis de malondialdeido-MDA (176,03%; p-valor<0,0001; t = 5,408;
DM = 48,80 + 9,022). Na comparacao entre os niveis de sulfidrilas n&o foi observada
diferenca significativa entre os grupos (p-valor = 0,5719; t = 0,5752; DM = 0,01296 *
0,02254) (Figura 8).

Figura 8. Andlise de quantificacdo dos biomarcadores de estresse oxidativo:
malondealdeido-MDA, sulfidrilas e carbonilas. N=6 animais por grupo, ****p<0,0001

MDA Sulfidrilas Carbonilas

100+ 0.155

w
(=]
]

1

80+ T

60

N
(=]
1

0.10+

-

40+

-
(=]
1

0.05+4
20

MDA mM/mg protein

Sulfidrilas pmol/mg of protein

o
=)
=)
=)

Carbonilas nmol/mg of protein

I 1 1
Controle Obesogénico Controle Obesogénico Controle Obesogénico

(A) (B) (®



47

Na avaliacdo da atividade do sistema antioxidante enzimatico, na superoxido
dismutase (SOD) foi observado um aumento de sua atividade no grupo obesogénico
(170,12%; p-valor<0,0001; t = 6,906; DM = 32,62 + 4,724). Em relagéo a atividade da
catalase (CAT), também foi observado um aumento nas ratas obesogénicas
(163,86%; p-valor = 0,0004; t = 4,466; DM = 0,4073 £ 0,09121). No entanto, no que
se refere a glutationa-S-transferase-GST foi observada diminuicdo de sua atividade
no grupo obesogénico (66,13%; p-valor<0,0001; t = 5,154; DM = -13,69 + 2,657)
(Figura 9).

Figura 9. Analise da atividade do sistema antioxidante enzimatico. (A) Atividade da
Superoxido dismutase-SOD, (B) Atividade da catalase-CAT e (C) Atividade da
Glutationa-S-transferase-GST. n=6 animais por grupo. ***p=0,0004; ****p<0,0001.
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Nas andlises relacionadas ao sistema antioxidante ndo enzimatico, foi
observada diminuicdo dos niveis de glutationa reduzida-GSH (29,44%; p-valor =
0,0284; t = 2,384; DM = -1,896 + 0,7953) e aumento de glutationa oxidada-GSSG
(46,27%; p- valor = 0,0028; t = 3,490; DM = 1,924 + 0,5514) nas ratas obesogénicas.
O estado REDOX celular (razdo GSH/GSSG) apresentou-se bastante reduzido
(17,31%; p-valor =0,0023; t= 3,610; DM= - 3,151 + 0,8729) nos animais que

receberam dieta obesogénica (Figura 10).
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Figura 10. Analise do sistema antioxidante ndo enzimatico. (A) Niveis de glutationa
reduzida-GSH, (B) Niveis de glutationa oxidada-GSSG e (C) Estado REDOX celular.
N= 6 animais por grupo. *p=0,0284; **p=0,0028; **p=0,0023
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6.7 Analise histomorfométrica do pancreas

Na avaliacdo histomorfométrica das ilhotas de Langherans de animais do grupo
controle e obesogénico, com 5 animais em cada grupo, foram observados aumentos
na area (76,19%; p- valor<0,0001; t = 4,284; DM = 10859313 * 2534667), perimetro
(40,44%; p-valor = 0,0002; t = 3,882; DM = 193852 *+ 49936) e diametro das ilhotas
pancreaticas (47,19%; p-valor<0,0001; t = 4,478; DM = 78948 + 17629) das ratas
alimentadas com dieta obesogénica (Figura 11), onde também houve aumento da
quantidade de aumento linfocitario, na lamina (224,47%; p- valor = 0,0078; t = 3,187;
DM = 85,29 + 26,76).

Em relacdo ao numero de células foi observado um aumento do namero de
células por ilhota (141,39%; p-valor<0,0001; t = 5,726; DM = 261,3 * 45,63) e na
analise de dois grid’s (quantidade de células/0,08mmz?) dos acinos (21,93%; p-
valor<0,0001; t = 6,974; DM = 6,898 *+ 0,9892) no grupo de animais obesogénicos. O
didmetro apresentado nos 4cinos desses animais também foi maior em comparacao
com o grupo controle (6,82%; p-valor = 0,0059; t = 2,771; DM = 3073 £ 1109). J4 em
relacdo a area (p-valor = 0,2148; t = 1,243; DM = 46286 + 37224) e ao perimetro (p-
valor = 0,0779; t = 1,768; DM = 4690 * 2652) dos acinos, ndao foram observadas

diferencas estatisticas entre 0s grupos.
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Figura 11. Analise histomorfométrica das ilhotas de Langherans. A) Figura
representativa de um corte histoldgico de ilhotas do grupo controle corado
com HE; B) Figura representativa de um corte histolégico de ilhotas do grupo
obesogénico corado com HE; C) Area das ilhotas; D) Perimetro das ilhotas;
E) Diametro das ilhotas. Para as analises quantitativas foram avaliados 5
animais por grupo. ***p<0,0001; ***p=0,0002
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Nas analises moleculares de expressao de mRNA de genes relacionados a

inflamacéo, foi observado um aumento na expressao dos genes IL-6 (6,5 vezes; p-
valor<0,0001; t = 27,18; DM = 64,60 = 2,377) e TNF-a (5 vezes; p-valor<0,0001; t =
144.7; DM = 49,68 + 0,3433) nos grupos obesogénicos, quando comparados com 0s

grupos controle (Figura 12).



50

Figura 12. Analise comparativa da expressao dos genes IL-6 e TNF
entre 0s grupos controle e obesogénico. N=3 animais por grupo.
**+*n<0,0001.
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7 DISCUSSAO

O estudo do balanco REDOX e do metabolismo pancreéatico de ratas em
periodo de gestacdo e lactacdo evidenciou uma predilecdo desses animais por
alimentos lipidicos. Em associacao a esses dados, foi observado como consequéncia
dessa alimentacdo, um aumento significativo no peso das ratas, bem como aumento
do indice de Lee. O estudo de Malafaia et al. (2013) avaliou o ganho de massa gorda,
através do uso do indice de Lee, em ratos da linhagem Wistar, comparando o grupo
controle, alimentado com racéo de biotério e o grupo experimental, em que 0s animais
receberam a mesma racdo associada a adicdo de sacarose, € nao identificaram
aumento de peso significativo entre os grupos (Malafaia et al., 2013).

Outro estudo que comparou o efeito da sacarina e sacarose na ingestao
alimentar e no peso corporal de ratos Wistar, indicou que a suplementacdo com
sacarose (12 semanas) promoveu menor ganho de peso, enquanto que O grupo
suplementado com sacarina apresentou um ganho de peso semelhante ao grupo
alimentado com iogurte puro. O menor ganho de peso est4 associado a um menor
consumo de racédo, sugerindo maior saciedade no grupo Sacarose (Feijo, 2010).

Os resultados do estudo em questdo sdo corroborados por esses achados,
indicando uma correlacédo entre a obesidade e o controle do consumo de agua em
ratas prenhes. Além disso, a pesquisa do Parreira et al. (2017), investigou o impacto
da restricao hidrica no metabolismo pancreético em ratas que nao estavam gravidas,
revelando alteracBes notaveis na funcéo pancreatica devido a ingestdo limitada de
agua (Parreira et al., 2017). Embora este estudo especifico ndo se refira diretamente
a gravidez e a lactacdo, oferece conhecimentos valiosos sobre o0s potenciais
mecanismos através dos quais o consumo de agua pode afetar o metabolismo
pancreatico, o que poderia ser aplicavel na compreensao dos resultados do estudo
em questao.

A importancia da ingestdo de agua na regulacdo metabdlica, particularmente
durante fases fisiologicas cruciais como a gravidez e a lactacédo, € um ponto chave
gue merece atencao. Apesar das diferencas nas abordagens de investigagédo e nos
modelos animais utilizados conforme o estudo de Rangel et al. (2018), os resultados
enfatizam consistentemente o papel do consumo de agua (Rangel et al., 2018). Esta
coeréncia nos resultados néo so reforca a credibilidade dos estudos em anélise, mas

também sublinha a importancia de reconhecer a ingestdo de dgua como um fator



52

critico no dominio do bem-estar metabdlico e da obesidade.

A dieta obesogénica oferecida para as ratas no presente estudo tinha um alto
percentual de gorduras saturadas, além de ter sido o macronutriente da dieta mais
ingerido tanto no periodo de gestagcdo quanto de lactacdo, fatores que podem ter sido
fundamentais para o0 aumento de peso das ratas do grupo obesogénico. Sabe-se que
o controle do ganho do peso durante toda a gestacdo é fundamental, tanto para a
saude da mae, quanto da sua prole. Ganho de peso excessivo durante esse periodo,
muitas vezes esta associado a disfun¢des metabdlicas como diminuicdo da tolerancia
a glicose, resisténcia a insulina e diabetes gestacional (Parreira et al., 2017; Rangel et
al., 2018).

Através de sua pesquisa, Rangel et al. (2018) também investigou o impacto de
uma dieta com altos teores de gordura na resisténcia a insulina em animais. O estudo
revelou uma ligacéo clara e direta entre o consumo de quantidades excessivas de
gordura e o aparecimento de resisténcia a insulina. Estas descobertas alinham-se
perfeitamente com os resultados obtidos na investigacdo acima mencionada, que
mostrou um aumento notavel nos niveis de glicose no sangue em jejum e um declinio
natolerancia a glicose entre ratos que foram alimentados com uma dieta obesogénica
durante o periodo de gravidez e lactacao.

O estudo de Teixeira (2019) investigou a conexdo entre a obesidade e a
resisténcia a insulina, esclarecendo a contribui¢cdo do tecido adiposo na liberacéo de
adipocinas proé-inflamatdrias. Estas substancias tém o potencial de iniciar respostas
inflamatorias e perturbar a sinalizacdo da insulina. Os resultados do estudo estéo
alinhados com os da pesquisa citada, que identificou alteracfes nos niveis séricos de
insulina e glucagon em ratos expostos a uma dieta obesogénica. Isto implica uma
perturbacdo na regulacdo do metabolismo da glicose (Teixeira, 2019).

Vale ressaltar que, apesar das variagdes nos modelos animais e nos métodos
de pesquisa, varios estudos demonstram consistentemente a importancia do controle
da dieta e do peso corporal para prevenir a resisténcia a insulina e o aparecimento do
diabetes tipo 2. Estas descobertas ndo sé validam os resultados do estudo especifico
em questdo, mas também sublinham a importancia de considerar tanto os fatores
dietéticos como os mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes a obesidade e as suas
complicacbes metabdlicas. Ao integrar as descobertas do presente estudo com
pesquisas anteriores, pode ser alcancada uma compreensdo mais abrangente e

diferenciada do impacto de uma dieta obesogénica durante a gravidez e a lactagéo no
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metabolismo energético e na regulacéo da glicose (Teixeira, 2019).

Alteracbes metabdlicas relacionadas a variagdo do ambiente nutricional, muitas
vezes estao associadas a um quadro de estresse oxidativo. As ratas que receberam
dieta obesogénica apresentaram aumento de biomarcadores de estresse oxidativo e
um comprometimento do sistema antioxidante ndo enzimatico decorrente, pelo menos
em parte, do excesso de EROS. Esse desequilibrio entre a producédo de EROS e a
capacidade do organismo de neutralizd-las, estd correlacionada a ter uma dieta
desbalanceada (Viana et al., 2020). Haubert et al. (2010) propuseram em seu estudo
a avaliacdo do estresse oxidativo em ratos da linhagem Wistar, comparando um grupo
controle que recebeu racao de biotério, com um grupo experimental, que recebeu uma
dieta hiperglicidica e, apesar de terem evidenciado a inducéo de esteatose nos animais
do grupo experimental, ndo foi observada diferenca significativa nos indices de
malondealdeido-MDA e glutationa reduzida-GSH (Haubert et al., 2010).

No presente estudo, os indices de GSH apresentaram-se reduzidos no grupo
obesogénico, indicando que a dieta oferecida, quando comparada a do estudo de
Haubert et al. (2010), diminui os fatores de protecdo das células contra a oxidagao
(Haubert et al., 2010). O MDA, que é um dos produtos da peroxidacado lipidica
amplamente utilizado como indicador de lesédo celular (Grotto et al., 2008) foi
encontrado em maiores quantidades nos animais do grupo obesogénico, sugerindo
oxidacao de lipidios de membrana celular por excesso EROs.

Também foi verificado através deste estudo que a dieta obesogénica
consumida por ratas durante a gestacao e lactacéo acarretou uma modulacéo positiva
na atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD. Estas enzimas desempenham
funcdes essenciais na protecdo do organismo contra danos causados pelos radicais
livres e sdo fundamentais para manter o equilibrio do balanco REDOX celular e
proteger o tecido contra o estresse oxidativo (Vellosa et al., 2021). Outra enzima
antioxidante, essencial no combate a detoxificagdo por xenobioticos, a GST, teve sua
atividade diminuida pela dieta obesogénica. A diminuicdo da atividade da GST, pode
ser decorrente da diminuicdo do estado REDOX pancreatico, visualizado pela
diminuicdo dos niveis de GSH e aumento dos niveis de GSSG. A diminui¢do da razao
GSH/GSSG observada no grupo obesogénico, também sugere um quadro de estresse
oxidativo decorrente de uma maior presenca de espécies reativas de oxigénio (Huber
et al., 2008).
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As avaliacbes histomorfometricas das ilhotas de Langherans mostraram
aumento de numero de células, area, diametro e perimetro no grupo obesogénico,
possivelmente como uma resposta adaptativa do pancreas em resposta a dieta, como
uma forma de aumentar a liberacdo de horménios pancreaticos diretamente
relacionados a regulacdo glicémica. Um estudo que avaliou os efeitos da
administracdo crbnica de uma dieta hiperlipidica em ratos machos, observou a
preservacao da normoglicemia nos animais tratados com a dieta hiperlipidica, apesar
das alteracdes morfolégicas no pancreas, sugerindo uma adaptacdo funcional das
ilhotas pancreaticas. Esses achados, comparados aos do presente estudo, podem
indicar um menor controle dos indices glicémicos de ratas gestantes alimentadas com
dietas obesogénicas, tendo em vista a influéncia do estado de sobrepeso e obesidade
na regulacao dos niveis de glicemia (Duarte et al., 2006; Parrettini et al., 2020).

Os resultados de aumento de peso corporal e indice de Lee, bem como a
glicemia em jejum, o TOTG, os niveis aumentados de insulina e glucagon, bem como
as alteracBes morfoldgicas observadas nas analises histomorfometricas nos levaram
a avaliar a expressao de genes inflamatérios no pancreas. O aumento significativo na
expressdo do gene IL-6 sugere uma resposta inflamatéria nas ratas gestantes e
lactantes alimentadas com dieta obesogénica. O estudo de Oliboni et al. (2016),
realizado em humanos, mostrou aumento dos niveis de IL-6, glicose, insulina e indice
HOMA em pacientes obesos, quando comparados com pacientes eutréficos (Oliboni et
al., 2016).

Neste estudo, o indice de HOMA, utilizado para avaliar a resisténcia a insulina,
também apresentou aumento significativo no grupo obesogénico, em comparacéo ao
grupo controle, corroborando com os achados de Oliboni et al. (2016). O aumento do
gene IL-6 pode ser explicado por um desequilibrio na producéo de adipocinas. Embora
o tecido adiposo produza adipocinas anti-inflamatorias, a sobrecarga de calorias e a
presenca de adipdcitos hiperativos podem resultar em um ambiente inflamatorio
cronico (Oliveira et al., 2019).

O gene TNF codifica a proteina TNF-a, que desempenha um papel central na
regulacdo da resposta inflamatoria. A elevacdo na expresséo desse gene nos grupos
submetidos a dieta obesogénica sugere que had uma ativacdo aumentada da via
inflamatoria do TNF-a nesse contexto. A hipertrofia do tecido adiposo, associada a
dieta obesogénica, pode contribuir para a producéo elevada de TNF- a, por sua vez,

também desempenha um papel importante na fisiopatologia da resisténcia a insulina
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(Speretta et al., 2014). Esses dados da literatura corroboram com os achados do
presente estudo, que identificou um aumento do gene TNF e da resisténcia insulinica

associados ao grupo que recebeu dieta obesogénica durante a gestacao e lactacao.
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8 CONCLUSAO

A dieta obesogénica ofertada para ratas gestantes e lactantes resultou em
alteracOes significativas no consumo alimentar, peso corporal, biomarcadores de
estresse oxidativo, atividade dos sistemas antioxidantes, morfologia pancreatica,
niveis hormonais e regulacdo glicémica. Onde houve diminuicdo do consumo
alimentar, GST, da atividade do sistema antioxidante ndo enzimatico; e aumento
expressivo no peso corporal, nos biomarcadores de estresse oxidativo (com excegao
das sulfidrilas), na atividade da catdlase e da SOD, no tamanho das ilhotas
pancreaticas, nos niveis de insulina e glucagon, e nos niveis basais de glicose.

A andlise do consumo alimentar revelou diferengcas marcantes nos padrdes de
ingestao de macronutrientes, com o grupo obesogénico apresentando maior consumo
de lipideos em ambas as fases, gestacao e lactacao.

Os achados ressaltam os impactos adversos de dietas com altos teores de
lipideos e carboidratos, durante periodos criticos do desenvolvimento, influenciando
ndo apenas o ganho de peso, mas também provocando alteracbes no equilibrio
REDOX, morfologia pancreética e regulacdo hormonal. Essas descobertas reforcam
a importancia da nutricdo adequada nesses periodos de gestacao e lactacao, visando

promover a saude metabdlica materna e fetal.
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Recife, 02 de maio de 2022
Oficio n? 26/22

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.2 Mariana Pinheiro Fernandes

Centro Académico de Vitéria de Santo Antéo
Processo n2 0061/2019

Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos do treinamento fisico moderado
na bicenergética mitocondrial hepatica e sistemas antioxidantes de ratos jovens
submetidos a uma dieta obesogénica durante periodos criticos do
desenvolvimento.” Registrado com o n® 0061/2019 sob a responsabilidade de
Prof.2 Mariana Pinheiro Fernandes o que envolve a produgdo, manutengao
ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto
n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo CONSELHO
NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAQO ANIMAL (CONCEA), e
foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), em reunidao de
26/04/2022

Finalidade ()} Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagao Maio de 2022 a Maio de 2023
Espécie/linhagem/raga Rato heterogenico

N2 de animais (Machos Progenitores: 4 animais)

(Fémeas Progenitoras: 16 animais)
Filhotes Machos: 48 animais. Total de

68 ratos

Peso/ldade 190-220 g / 60 dias

Sexo Machos ( 52) e Fémea ( 16)

Origem: Biotério de Criagao Biotério do Centro Académico de
Vitéria de Santo Antdo, UFPE

Destino: Biotério de Experimentagao Biotério do Centro Acadé&mico de

Vitéria de Santo Antdo, UFPE

Atenciosamente

Prof. Sebasfido R. . Silva
=Presidente CEUAIUFPE
SIAPE 2345691
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ANEXO A - CARTA DE ACEITE DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS



