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ATA DA SESSAO PUBLICA DE DEFESA DE DISSERTAGAO DE N° 497
Aos dezessete dias do més de abril do ano de dois mil e dezenove, as nove
horas , no Anfiteatro do Instituto de Ciéncias Bioldgicas I da Universidade
Federal de Goias, reuniram-se os componentes da banca examinadora: Prof.
Dr. Rodrigo Mello Gomes, Profa. Dra. Flavia Campos Corgosinho e Profa. Dra.
Veridiana Mota Moreira Lima para, em sessdo publica presidida pelo primeiro
examinador citado, procederem a avaliagdo da defesa de dissertagao intitulada
“EFEITOS METABOLICOS E REPRODUTIVOS DA SOBRENUTRIGAO POS-NATAL
PRECOCE EM RATAS WISTAR PROVENIENTES DA REDU(}AO DE NINHADA
DURANTE A LACTAGCAO: Consequéncias na primeira e segunda geragdo”, em
nivel de mestrado, area de concentracdo em Farmacologia e Fisiologia, de
autoria de Keytiane de Jesus Viana Amaral, discente do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Goids. A sessao
foi aberta pelo presidente, que fez a apresentagao formal dos membros da
banca. A palavra, a seguir, foi concedida a autora da dissertagdao que em cerca
de 5_ minutos procedeu a apresentagao de seu trabalho. Terminada a
apresentagdo, cada membro da banca arguiu a examinada, tendo-se adotado o
sistema de didlogo sequencial. Terminada a fase de arguigdo, procedeu-se a
avaliacdo da dissertacdo. Tendo-se em vista o que consta na Resolugdo n°1491
de 2017 do Conselho de Ensino, Pesquisa, Extensdo e Cultura (CEPEC), que
requlamenta o Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Biologicas, a
dissertacao foi QPQ;QQ &dr/\ , considerando-se integralmente cumprido este
requisito para fins de obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas pela
Universidade Federal de Goids. A concluséoc do curso dar-se-a quando da
entrega da versdo definitiva da dissertacdao na Secretaria do programa, com as

devidas correcOes sugeridas pela banca examinadora, no prazo de trinta dias a
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contar da data da defesa. Cumpridas as formalidades de pauta, as

12 horas e l 0 minutos, encerrou-se a sessao de defesa de
dissertacdo e, para constar, eu, Renato César Rodrigues, Assistente em
Administracdao da Secretaria de Pods-graduacao do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Goids, lavrei a presente ata que, apos

lida e aprovada, serad assinada pelos membros da banca examinadora em trés

‘vias de igual teor.

Prof. Dr. Rodrigo Mello Gomes
Presidente da Banca
Universidade Federal de Goias

Profa. Dra. Flavia Campos Corgosinho
Universidade Federal de Goias
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e ingestdo de alimentos em ratas F1. Massa corporal antes do
desmame (A), apos o desmame (B), durante a gestacdo (C) e
durante a lactacao (D). E-G: ingestéo alimentar - area sob a curva
(ASC). E: ASC - Ingestao alimentar de ratas nuliparas. F: ASC —
Ingestdo alimentar na fase gestacdo. G: ASC — Ingestéao alimentar
na fase lactacdo. Dados expressos como média £+ EPM. ANOVA
two-way, pos teste de Tukey; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*rrxn<0,0001.
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FIGURA 27

FIGURA 28

FIGURA 29

FIGURA 30

FIGURA 31

FIGURA 32

FIGURA 33

Imagens representativas dos 6rgaos e gorduras dos grupos NLF1
(esquerda) e SLF1 (direita) de ratas nuliparas (A-B) e lactantes (C-
D). Fi: figado. Pa: pancreas. Cé: cérebro. Ut: utero. Ov: ovario.
GPO: gordura periovariana. GRP: gordura retroperitonial. GPU:
gordura periuterina.

Efeito da sobrenutricdo pds-natal precoce sobre a massa corporal
e ingestéo de leite da prole F2 dos grupos GCF2 e GOF2. A: Massa
corporal da prole F2 macho. B: Massa corporal da prole F2 fémea.
C: consumo de leite pelos filhotes machos. D: consumo de leite
pelos filhotes fémeas. Os dados sdo expressos como média +
EPM. Teste t de Student. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****n<0,0001.

Efeito da sobrenutricAo poés-natal precoce sobre parametros
reprodutivos em ratas NLF1 e SLF1. A: instalacdo da puberdade.
B: numero de estros. C-E: comportamento sexual. C:
proceptividade. D: receptividade. E: coeficiente de lordose. Os
resultados sdo expressos como média + EPM. Teste t de Student;
*p<0,05; *p<0,01; ****p<0,0001.

Efeito da sobrenutricdo pds-natal precoce sobre a fertilidade de
ratas NLF1 e SLF1. Numero de implantagbes (A), numero de
reabsorcdes (B) e numero de corpos luteos (C). Numero de fetos
vivos machos (D), fémeas (E) e total (F). Numero de filhotes
nascidos vivos machos (G), fémeas (H) e total (I). Os resultados
sdo expressos como meédia £ EPM. Teste t de Student;; *p<0,05.

Efeito da sobrenutricdo pdés-natal precoce sobre parametros
bioquimicos dos grupos SLF1 e NLF1. Dosagens de glicose (A-C),
triglicérides (D-F), colesterol total (G-I), colesterol HDL (J-L) nas
fases nulipara, gestacao e lactacdo. M: dosagem de estradiol na
fase nulipara. Os resultados sao expressos como média + EPM.
Teste t de Student, *p<0,05; **p<0,01.

Efeito da sobrenutricdo pds-natal precoce sobre glandulas
mamarias de ratas F1 nuliparas. A-D: fotomicrografia de cortes
histol6gicos transversais das glandulas mamarias de ratas F1
nuliparas mostrando qualitativamente a espessura da camada de
tecido adiposo branco (TAB) e tamanho dos adipécitos nos grupos
NLF1 (A, C) e SLF1 (B, D) (coloragdo HE; aumento 50x e 400x,
respectivamente). E: medida da espessura da camada adiposa das
glandulas mamérias de ratas F1 nuliparas. G: numero de
adipdcitos das glandulas mamarias de ratas F1 nuliparas. G: area
dos adipdcitos das glandulas mamarias de ratas F1 nuliparas. Os
resultados sdo expressos como média + EPM. Teste t de Student;
(n=5/grupo); ****p<0,0001.

Efeito da sobrenutricdo pos-natal precoce sobre ovarios de ratas
F1 nuliparas. Cortes histolégicos transversais de ovario corados
pelo método da hematoxilina-eosina. A-B: Aspectos teciduais dos
ovarios de fémeas do grupo NLF1. Varios corpos luteos (cl) e
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FIGURA 34

FIGURA 35

foliculos em crescimento (setas longas) sdo observados no cortex
ovariano. Foliculo primario multilaminar contendo um odcito
primario integro (seta curta). C-F: Estrutura histologica dos ovarios
de fémeas SLF1. C: visdo geral de um ovério policistico exibindo
foliculos cisticos (*), foliculos em crescimento (setas longas) e
corpos luteos (cl) no cortex ovariano. D: foliculos em crescimento
(setas longas) préximos a um foliculo cistico (*). E: detalhe de um
corpo luteo (cl) bem desenvolvido. F: Detalhe de um foliculo
atrésico com evidente degeneracédo das células da granulosa (g) e
do odcito (0). G: numero de foliculos ovarianos (primario unilaminar
e multilaminar, secundario e maduro). H: namero de foliculos
cisticos. I: numero de foliculos atrésicos. J: nidmero de corpos
luteos. Os resultados sdo expressos como média + EPM. Teste t
de Student; (n=5/grupo); **p<0,01; ***p<0,001; **p<0,0001.

Efeito da sobrenutricdo pds-natal precoce sobre Gtero de ratas F1
nuliparas. Cortes histoldgicos transversais do Utero de fémeas dos
grupos NLF1 (A-B) e SLF1 (C-D), submetidos ao método de
coloracdo pela hematoxilina-eosina. A-B: fémeas NLF1
apresentaram endométrio (e) com glandulas desenvolvidas (gl).
Lamen uterino (I), miométrio (m). C: fémeas SLF1 apresentaram
focos inflamatoérios na lamina propria endometrial (seta curta). D:
observe as glandulas endometriais apresentando células
inflamatorias (seta curta) e células em degeneracédo (seta longa).

Efeitos da sobrenutricdo pos-natal precoce sobre os receptores de
estrogénios no ovario. Andlises western blot de ERa (A) e ERB (B).
Imunoblots representativos s&o mostrados abaixo dos graficos. Os
resultados sdo expressos em média + EPM de cada grupo,
normalizado para densidade de GAPDH. Teste t-Student;
(n=4/grupo em A-B; *p<0,05.
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RESUMO

Os insultos nutricionais e ambientais no periodo perinatal produzem alteracfes
enddcrinas, funcionais e comportamentais na vida adulta. Assim, é necessario avaliar
o impacto da alimentacéo infantil no aumento do risco de obesidade e outras doencas
associadas, inclusive nas geracdes subsequentes. O objetivo do presente estudo foi
avaliar os efeitos metabdlicos e reprodutivos da sobrenutricdo pds-natal precoce
durante a lactagdo em ratas Wistar e as consequéncias na segunda geragdo. Ratas
Wistar prenhes (geracdo FO) foram distribuidas em dois grupos experimentais:
ninhada normal (NL, 9 filhotes, n=11) e ninhada reduzida (SL, 3 filhotes, n=11) durante
todo o periodo de lactagdo. No 3° dia pés-natal (PN3), as ninhadas SL foram reduzidas
para 3 filhotes/mée. Ap6s o desmame (PN21), as fémeas F1 (NLF1 e SLF1) foram
alimentadas com agua e racao a vontade e os parametros metabdlicos e reprodutivos
foram analisados nas fases adulta (nulipara), gestacdo e lactacdo. Na prole da
geracdo F1 (geragcdo F2 — GCF2 e GOF2) foram avaliados parametros fisicos e
sensorio-motor, metabdlicos e reprodutivos. Em comparagdo com o grupo NLF1, o
grupo SLF1 mostrou: aumento de massa significante a partir do PN7, o qual se
manteve durante a fase adulta, no final da gestacdo e da lactacdo; aumento da
ingestdo alimentar durante o PN21 a PN70, sem diferenca significativa nas fases
gestacional e lactacional; aumento nas massas de gorduras nas fases adulta,
gestacional e lactacional; aumento nas massas do figado na fase lactacdo e do
pancreas em todas as fases; antecipacdo da instalacdo da puberdade e menor
namero de estros; menor desempenho no comportamento sexual; redu¢do no nimero
de corpos luteos, sem alteracdo no percentual de pré-implantacdo, perdas pos-
implantacéo e no numero de fetos vivos machos e fémeas; menor nimero de filhotes
nascidos vivos machos e fémeas; maior cuidado materno; reducéo da concentracéo
sérica de estradiol; aumento das concentracdes séricas de triglicérides e reducao do
colesterol HDL na gestacao e lactacédo, sem alteracdo nas dosagens de colesterol
total; aumento da glicemia na fase adulta. Nas analises histopatologicas também
houve aumento da area dos adipécitos e da espessura da camada adiposa das
glandulas mamarias; reducdo do numero de foliculos em crescimento e aumento do
namero de foliculos cisticos e atrésicos em ovarios; glandulas endometriais com
células inflamatorias e em degeneracdo no utero. A prole GOF2, comparada com a

prole GCF2, apresentou maior massa corporal desde o nascimento até o PN21, assim
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como maior ingestdo de leite no PN8. Na avaliacdo do desenvolvimento fisico e
sensorio-motor, a prole GOF2 apresentou antecipacdo dos parametros sensorio-
motores (reflexo postural, geotaxia negativa, esquiva ao abismo) em machos e
fémeas. Todavia o reflexo de sobressalto auditivo foi mais tardio em machos e fémeas,
nao tendo diferenca significativa nos parametros de olfato e queda livre. Quanto aos
parametros fisicos, a erupcdo dos dentes incisivos foi antecipada e a abertura dos
olhos, atrasada, sem diferenca significativa no desdobramento das orelhas. A
instalacdo da puberdade foi antecipada nos machos e fémeas. Concluindo, a
sobrenutricdo pods-natal precoce, atuando como fator de programacdo metabdlica,
promoveu obesidade, alteracdes metabdlicas e reprodutivas em ratas da geracao F1
e, consequentemente, também promoveu alteracdes metabdlicas, reprodutivas e no

desenvolvimento fisico e sensdrio-motor da prole F2.

Palavras-Chave: Obesidade; Reproducdo; Programacdo metabdlica; Ninhada
reduzida; Desenvolvimento fisico e sensério-motor; Puberdade.



18

ABSTRACT

Nutritional and environmental insults during perinatal period induces endocrine,
functional and behavioral disorders in adulthood. Thus, it is necessary to assess the
impact of infant feeding on the increased risk of obesity and other associated diseases,
including in subsequent generations. The objective of the present study was to
evaluate the metabolic and reproductive effects of early postnatal overnutrition in
Wistar during lactation and the consequences in the second generation. Female Wistar
rats (FO generation) were distributed in two experimental groups: normal litter (NL, 9
pups, n=11) and reduced litter (SL, 3 pups, n=11) throughout the lactation period. On
the 3rd postnatal day (PN3), litters SL were reduced to 3 pups/dam. After weaning
(PN21), F1 females (NLF1 and SLF1) were fed with water and feed at will, and
metabolic and reproductive parameters were analyzed in the adult (nulliparous),
pregnancy and lactation phases. In the offspring of the F1 generation (F2 generation
— GCF2 and GOF2), physical and sensory-motor, metabolic and reproductive
parameters. In comparison to the NLF1 group, the SLF1 generation F1 group showed:
a significant increase body weight in PN7, which was maintained during the adult
phase, at the end of gestation and lactation; increased food intake during PN21 to
PN70, without significant difference in the pregnancy and lactation phases; increase in
the fat masses in the adult, pregnancy and lactation phases; increase in the masses
of the liver in the lactation phase and of the pancreas in all phases; early of the onset
of puberty and lower numbers of estrus; lower performance in sexual behavior;
reduction in the number of corpus luteum, with no change in pre-implantation
percentage, post-implantation losses and number of live male and female fetuses;
fewer live births, both male and female; greater maternal care; reduction of serum
estradiol concentration; increase in serum triglyceride concentrations and reduction of
HDL cholesterol in pregnancy and lactation, with no change in total cholesterol levels;
increase in adult glucose. In the histopathological analyzes there was also an increase
in the area of adipocytes and the thickness of the adipose layer of the mammary
glands; reduction in the number of growing follicles and increase in the number of cystic
and atretic follicles in ovaries; endometrial glands with inflammatory cells and
degenerating in the uterus. The GOF2 offspring, compared to the GCF2 offspring,
presented higher body weight from birth to PN21, as well as higher milk intake in PN8.

In the evaluation of the physical and sensory-motor development, the GOF2 offspring
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presented advance of the sensory-motor parameters (righting reflex, negative
geotaxis, cliff avoidance) in males and females. However, the auditory startle reflex
was later in males and females, with no significant difference in smell and free-fall
righting parameters. Regarding the physical parameters, the eruption of the incisors
was anticipated and the opening of the eyes delayed, without significant difference in
the unfolding of the ears. The onset of puberty was anticipated in males and females.
In conclusion, early postnatal overnutrition, acting as a factor of metabolic
programming, promoted obesity, metabolic and reproductive changes in F1 generation
rats and, consequently, also promoted metabolic and reproductive changes and in the

physical and sensory-motor development of F2 offspring.

Keywords: Obesity; Reproduction; Metabolic programming; Reduced litter; Physical
and sensory-motor development; Ovulation; Puberty.
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1. INTRODUCAO

A obesidade € uma doenca cronica caracterizada pelo excesso de tecido
adiposo branco e passou a ser considerada um problema de satde mundial (1,2). Esta
relacionada com alteracbes metabdlicas como hiperglicemia, hiperinsulinemia,
hipertensédo arterial, dislipidemia, e reprodutivas como disfuncdo ovariana, parto

prematuro, disturbios do desenvolvimento fetal, entre outros (3-5).

Um estudo realizado pela Organizagcao Mundial da Saude (OMS) e Fundo das
NagOes Unidas para a Infancia (UNICEF) indicou que a prevaléncia mundial da
obesidade quase triplicou entre 1975 e 2016. Em 2016, mais de 1,9 bilhdo de adultos
com 18 anos ou mais tinham excesso de massa. Destes, mais de 650 milhdes tinham
obesidade e também estimou-se que 41 milhGes de criangas com idade inferior a 5

anos estavam acima do peso ou com obesidade (1,2).

Embora a etiologia da obesidade seja de dificil identificacdo € caracterizada
por fatores enddégenos como genéticos, psicologicos, neuroldgicos, endocrinos e
metabdlicos, e exdgenos que envolvem a alimentacdo, medicamentos, estresse e
inatividade fisica (6,7). Esses fatores estéo fortemente relacionados a expresséo das
tendéncias genéticas da obesidade (8,9), e a influéncia do gendtipo na etiologia dessa
doenca pode ser atenuada ou exacerbada por fatores nao-genéticos, como o
ambiente psicossocial em que o individuo esté inserido, podendo este ser favoravel

ou nao ao ganho excessivo de massa corporal (10-13).

As influéncias ambientais precoces, obesidade materna e distlrbios
hormonais ou nutricionais induzem variacao epigenética, afetando permanentemente
0 metabolismo e o risco de doencas cronicas (14). Sendo assim, 0 risco de
desenvolver obesidade e sindrome metabdlica (SM) na idade adulta pode ser
influenciado pelo periodo de vida inicial, especialmente pela nutricdo inadequada

disponivel para o feto e o recém-nascido (15-18).

1.1 TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo era considerado um reservatorio passivo de armazenamento
de energia (19). Contudo, é identificado como importante local para o metabolismo de
diversas substancias, expressando e secretando varios peptideos bioativos
(adipocinas) que atuam em nivel local e sistémico, passando a ser considerado um

orgdo enddcrino (20-22). Também esta integralmente envolvido na coordenacgéo de
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uma variedade de processos biologicos, incluindo o metabolismo energético, a funcao

neuroenddcrina e a funcéo imunolégica (23-26).

7

O tecido adiposo é constituido principalmente por células chamadas
adipdcitos e também contém matriz de tecidos conjuntivo e nervoso, fracdo vascular
estromal e células imunes (27,28). Pode ser dividido em dois tipos principais: tecido
adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom (TAM). O TAB representa a maior
parte do tecido adiposo no organismo e é o local de armazenamento de energia,
enquanto o principal papel do TAM € a termogénese em pequenos mamiferos e

neonatos humanos (29).

Os fatores psicoldgicos, género, etnia, consumo alimentar e o estilo de vida
sdo importantes para a quantidade e distribuicédo do tecido adiposo (7,30). O acumulo
de gordura é determinado pelo equilibrio entre a sintese (lipogénese) e a quebra de
gordura (lipolise / oxidacdo de acidos graxos) (30,31). A lipogénese € um processo
gue promove a sintese de acidos graxos que sdao usados como reserva energeética,
ocorrendo no figado e preferencialmente no tecido adiposo, sendo sensivel as
mudancas na dieta (30,31). Esse processo € estimulado por uma dieta rica em
carboidratos, levando as altas concentracfes de triglicérides no plasma pos-prandial,

enguanto é inibida por acidos graxos poli-insaturados e pelo jejum (31).

A medida que o individuo fica com obesidade, o tecido adiposo se altera com
aumento da deposicao de gorduras intra-abdominal e subcuténea e, em fases mais
avancadas, ocorre a deposicéo de gordura ectdpica nos musculos, figado e pancreas
(31,32). Os adipdcitos armazenam energia na forma de triacilglicerol e podem
aumentar de tamanho (hipertrofia) para atingir um limiar que desencadeia o

recrutamento e a diferenciacdo dos pré-adipdcitos (hiperplasia) (31,32).

Na obesidade ocorre um estado de inflamacdo em varios estagios
sequenciais, caracterizados por uma modificacdo da composicao celular do TAB. A
hiperplasia e hipertrofia dos adipdcitos, a infiltracdo de macréfagos e a fibrose
caracterizam o TAB em condi¢cdes humanas de obesidade (33—38). A hipertrofia dos
adipacitos é induzida pelo aumento do armazenamento de gordura dos adipocitos
totalmente diferenciados e aumento da expressdo de mediadores pro-inflamatoérios
(36—38). De outro modo, os adipdcitos hipertréficos mudam o equilibrio imunoldgico

para a producdo de moléculas pro-inflamatorias (34,39-42).
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Dessa forma, a producdo desequilibrada de adipocinas pré6 e anti-
inflamatorias no tecido adiposo pode contribuir para muitos aspectos da SM (43). A
secrecdo excessiva de adipocinas potencialmente prejudiciais, como visfatina,
interleucina 6 (IL-6), inibidor do fator ativador de plasminogénio (PAl), resistina, fator
de necrose tumoral (TNF-a) e leptina, e a hipossecrecdo de adipocitocinas
potencialmente benéficas, como adiponectina, podem ser 0s principais mecanismos
envolvidos em doencas relacionadas ao estilo de vida, incluindo diabetes mellitus tipo
2 (DM2), hiperlipidemia, hipertensao e aterosclerose (35,44,45).

Nesse contexto, a obesidade é entendida como um estado de inflamacéao
sistémica cronica de baixo grau (46) e tem um forte impacto na secrecéo de adipocinas
e na resisténcia a insulina (47). Sendo assim, o desequilibrio na secrecdo dessas
adipocinas podem promover impactos negativos de funcdes corporais e riscos a
saude e, a reducdo da gordura visceral, portanto, pode ser uma medida preventiva

essencial para a SM e suas consequéncias.

Nos ultimos anos, houve um interesse crescente em compreender o papel do
tecido adiposo no organismo e, em especial, no sistema reprodutor. Esta bem descrito
gue tanto o excesso de tecido adiposo como sua deficiéncia resultam em disfuncao
reprodutiva (4,48-51). O aumento da secrecédo de adipocinas do TAB na obesidade
altera muitas funcBes do sistema reprodutor (52). Nas mulheres, a obesidade esta
associada a disturbios menstruais, infertilidade e complicacdes obstétricas, enquanto
mulheres magras apresentam baixo crescimento fetal, amenorreia e aborto
espontaneo (53-56). Um dos disturbios reprodutivos mais comuns em mulheres
associadas a obesidade é a sindrome do ovario policistico (SOP), caracterizada por

excesso de massa, amenorreia e anovulagao (56,57).

As adipocinas também tém potencial envolvimento na reprodu¢do masculina
e a atividade bioldgica da célula germinativa depende significativamente da acao

proliferativa e diferenciadora das citocinas (58).

Dentre as adipocinas produzidas pelo tecido adiposo, vale ressaltar a

importancia das principais no sitema reprodutor:



1.1.1 Leptina

A leptina € um hormonio peptidico expresso pelos adipdécitos, sendo
responsavel pelo controle da ingestdo alimentar com agédo no sistema nervoso
central (SNC), principalmente no ndcleo arqueado do hipotalamo (ARC),
promovendo a reducdo da ingestdo alimentar e o aumento do gasto energético,
além de regular a funcéo neuroenddcrina e o metabolismo da glicose e de gorduras
(59-61). Existe uma correlacdo fortemente positiva entre as concentragdes
circulantes de leptina e a quantidade de gordura corporal, indicando que a secrecao

de leptina € um reflexo da hipertrofia dos adipécitos (61-63).

O aumento da leptina sérica, tipico de individuos com obesidade, leva ao
quadro de resisténcia a leptina, sendo caracterizada por reducéo da expressao do
receptor de leptina ou deficiéncia em seu sistema de transporte pela barreira
hematoencefalica, que é mediada por um receptor especifico para o horménio
(59,60). A leptina também tem fun¢des importantes em outros sistemas, tais como,

sistema hematopoiético, ésseo, imune, cardiovascular e reprodutor (59—-61,64,65).

No hipotdlamo, a leptina acelera a pulsacdo de liberacdo do hormdnio
liberador de gonadotrofina (GnRH), e na glandula pituitaria estimula a producéo do
horménio luteinizante (LH) e do hormoénio foliculo estimulante (FSH) (66). Nos

ovarios, regula a producao de hormonios esteroides (66,67).

Os camundongos com deficiéncia de leptina ou Ob-R apresentam
concentracbes reduzidas de LH e desenvolvimento parcial dos o6rgaos
reprodutivos. O tratamento exdégeno com leptina em camundongos ob/ob (com
obesidade knockout para gene leptina) induz o desenvolvimento puberal e a
maturacdo dos Orgdos reprodutivos, assim como aumenta a secrecao de LH e
restaura a fertilidade, mostrando a importancia da sinalizagdo da leptina na

reproducao feminina (68,69).

A leptina também possui acao sobre células epiteliais do érgdo masculino
e nos espermatozoides (70), a qual atua na diferenciacdo testicular e na
proliferacdo de células germinativas por meio da producédo de testosterona em

células de Leydig (71).

Estudos mostram que a leptina também é produzida pela placenta humana

e desempenha um papel importante no crescimento fetal e neonatal (72), sendo
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gue as concentracdes de leptina do corddo umbilical estdo associados a massa
fetal, massa gorda e indice de massa corporal (IMC) (73,74). Também esta
presente no leite materno e pode ser produzida por varios tipos de células do tecido
mamario. Smith-Kirwin et al. (75) mostraram que o0 gene ob é expresso na glandula
mamaria de mulheres lactantes e que as células epiteliais mamarias produzem
leptina. Casabiell et al. (76) e outros autores (73,77) mostraram que a leptina é
conduzida da circulagdo materna para o leite e que pode exercer efeitos bioldgicos
sobre a crianga. A absor¢cdo da leptina pelo estbmago imaturo durante os
momentos iniciais de vida do neonato pode enfatizar a importancia da quantidade
de leptina fornecida durante o periodo lactacional no controle da massa corporal e

no desenvolvimento ontogenético posterior (78).

1.1.2 Adiponectina

A adiponectina € uma proteina secretada por adipdcitos, células musculares
e hepaticas (79,80), sua acdo € mediada pelos receptores da superficie celular,
AdipoR1 e AdipoR2, expressos em tecidos reprodutivos femininos, incluindo ovario,
placenta, endométrio e oviduto (81). Gavrila et al. (82) relataram reducdo da
concentracdo sérica de adiponectina na obesidade e aumento com a reducdo da

massa corporal.

A principal funcdo da adiponectina inclui o aumento da sensibilidade a
insulina, estimulando a captacédo de glicose no figado e no musculo, reduzindo a
gliconeogénese hepética e estimulando a B-oxidacdo de acidos graxos no musculo
esquelético (81). Estudos de Lu et al. (83) e Wen et al. (84) mostraram que a
adiponectina inibe a liberacdo de LH e GnRH, apresentando um possivel papel na

regulacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal (HPG) (85).

As concentracbes circulantes reduzidas de adiponectina estdo
correlacionadas negativamente com as concentracdes de testosterona em individuos
com obesidade (86). A testosterona apresenta efeito inibitdrio na secrecdo de
adiponectina de alto massa moleular a partir de adipdcitos (87), e mulheres com SOP
apresentam declinio na adiponectina dependente do IMC e do receptor de insulina
(88).

Em 2006, estudos de Martin et al. (89) e Bronsky et al. (90) identificaram a

presenca de adiponectina imunorreativa no leite materno humano e mostraram que
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concentracdes de adiponectina no leite materno estdo associadas negativamente com
a duracao da lactacao e, positivamente, a adiposidade materna (89,91). Newburg et
al. (92) propuseram que a adiponectina pode desempenhar um papel significativo na
regulacao do desenvolvimento infantil durante a lactagdo nas primeiras semanas de

vida.

1.1.3 Resistina

A resistina € uma pequena proteina relatada por Steppan et al. (93) durante o
seu estudo sobre os efeitos dos agonistas dos receptores ativados por proliferadores
de peroxissoma gama (PPARYy) na homeostase da glicose. A resistina tem um papel
inibitério na proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) no figado e
musculo de roedores, reduzindo a gliconeogénese hepatica e aumentando a captacao

de glicose muscular (94).

O papel da resistina em mulheres com SOP ainda € incerto. O estudo de Seow
(95) e Zhang et al. (96) ndo mostrou diferenca significativa na concentracdo de
resistina no soro ou no fluido folicular entre o grupo com SOP e o grupo controle. No
entanto, foi mostrado no estudo de Munir et al.(97) um aumento da concentracédo de
resistina no soro, correlacionando-se positivamente com o IMC e concentracdes de
testosterona em mulheres com SOP. Embora a funcdo da resistina na reproducéo
masculina ainda néo esteja clara, essa adipocina também foi detectada no plasma
seminal humano correlacionando-se com marcadores de inflamacdo, como elastase
e IL-6 (98).

As concentracdes séricas de resistina estdo elevadas na gravidez e podem
aumentar com a idade gestacional e diminuir apds o parto. No entanto, a expressao
da proteina resistina € maior no tecido placentario do que no tecido adiposo (99-101).
Conforme Savino et al. (102), a resistina pode ter um papel no controle do crescimento
fetal, na regulacdo do apetite e no desenvolvimento metabdlico de lactentes. Esse
estudo ainda propde que ela desempenha um papel no controle da massa corporal

pela regulacdo efetiva da adipogénese por feedback negativo.
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1.1.4 Visfatina

A visfatina é uma proteina com efeitos bioldgicos pleiotropicos (103),
expressando alto nivel de mRNA no tecido adiposo visceral humano (104) e em outros
orgdos como figado, masculo esquelético, coragdo, placenta, pulmao, rim e medula
ossea (103).

A visfatina € produzida e secretada por células do sistema imunologico,
especialmente macréfagos (105), que pode desempenhar um papel importante na
obesidade e comorbidades. Exibe importantes efeitos autdcrinos sobre a sensibilidade
das células do figado as acdes da insulina (106), e também pode regular a secrecao
de insulina a partir de células beta pela producdo de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD) (107). Por outro lado, foi mostrado em ratos que a funcdo de

visfatina € comprometida por uma dieta rica em gorduras, contribuindo para a

patogénese do diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (108).

A visfatina esta envolvida na regulacdo do metabolismo da glicose e lipideos
e na resisténcia a insulina, apresentando varios efeitos pro-inflamatorios (109,110).
E capaz de causar hipoglicemia através de um mecanismo combinado envolvendo a
reducao da glicogendlise nos hepatdcitos e a estimulacado da utilizacao da glicose nos
adipécitos e miocitos através da sinalizacdo a jusante (111). Um estudo de
Nourbakhsh et al. (112) mostrou que a visfatina, leptina, insulina e colesterol LDL
apresentaram concentracdes mais elevadas em criancas e adolescentes com
obesidade, com reducdo da adiponectina e uma associacdo positiva com o0s

parametros de resisténcia a insulina e SM.

Alguns dados sugerem um papel da visfatina na funcdo ovariana, estando
envolvida na regulacdo do foliculo ovariano, no crescimento folicular, maturacéo de
o6citos, dominancia e selegdo de foliculo e ovulagdo em mulheres (113,114). Em
combinacdo com o fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) induz a

proliferacéo e esteroidogénese da célula granulosa (CG) no ovario humano (114).

1.1.5 Fator de necrose tumoral alfa (TNF- a)

O TNF-a é constitutivamente expresso por muitos tipos de células, incluindo
macrofagos, linfocitos e adipdcitos (115). Sua fonte principal s&o os macrofagos, cujo
namero aumenta com o aumento da massa de gordura (42,116,117).
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A gquantidade de massa de tecido adiposo pode ser parcialmente determinada
pelo TNF-a devido a sua capacidade de impedir a diferenciacdo de pré-adipécitos
humanos, aumentar a apoptose de adipocitos e a lipdlise (118—-120). O TNF-a inibe a
sinalizacdo da insulina pela inibicdo da atividade da tirosina quinase e favorece a
fosforilacdo da serina do substrato 1 do receptor da insulina (IRS-1) (116,121,122).
Além disso, o TNF-a diminui a secrecao de adiponectina pelos adipdcitos in vitro e

suprime transportadores de glicose GLUT-4 e receptores de insulina (119,123,124).

Os esteroides sexuais também podem influenciar a producdo de TNF-a, como
mostra o estudo de Bismar et al. (125), no qual a liberacdo de TNF-a foi
significativamente aumentada nas células da medula Ossea cultivadas na pos-
menopausa precoce em comparagdo com as mulheres mais jovens, e diminuido,
provavelmente, pelo tratamento com estrogeno. O TNF-a pode ser parcialmente
responsavel pela deficiéncia de gonadotrofinas com reducédo da secrecdo de GnRH e

LH, como mostra o estudo de Watanobe & Hayakawa (126).

1.1.6 Interleucina-6 (IL-6)

Tal como outras adipocinas, a IL-6 liga-se a um receptor transmembranar (IL-
6R) homadlogo ao receptor da leptina, expresso pelo tecido adiposo (127-129), e sua
concentragéo sérica corresponde ao tamanho dos adipécitos e & massa gorda (127).
Embora na obesidade as concentracdes de IL-6 estejam elevadas, camundongos com
baixos valores de IL-6 desenvolvem obesidade e a administracao intracerebral de IL-
6 diminui a gordura corporal e aumenta o gasto energético, sugerindo acées em sitios

centrais e periféricos (127). A IL-6 também é aumentada pelo TNF-a (130).

A IL-6 reduz a sinalizacdo dos receptores de insulina, a adipogénese e a
liberacdo de adiponectina (127,130,131). Nas células pancreaticas de ratos, a IL-6
regula negativamente a liberacdo de insulina estimulada pela glicose, mas quando
administrada em individuos humanos normais aumenta a glicose plasmatica sem

alterar as concentracdes de insulina (122,132).

A IL-6 também pode contribuir para a infertilidade. Deura et al. (133)
mostraram reducdo na producdo de estrogénio pelas CG humana devido a IL-6.
Yoshida et al. (134) descreveram uma diminuigdo significativa na motilidade

espermatica e no rapido movimento dos espermatozoides de maneira dose-
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dependente quando a combinacado de IL-6 e IL-6R soluvel foi adicionada as culturas

de espermatozoides (134,135).

1.1.7 Inibidor do Fator Ativador de Plasminogénio 1 (PAI-1)

Os ativadores do plasminogénio tem papéis importantes na fibrindlise e séo
regulados por inibidores dos ativadores do plasminogénio (PAI), sendo classificados
em 3 tipos: endotelial (PAI-1), placentério (PAI-2) e urinario (PAI-3) (136).

O PAI-1 é o principal inibidor da fibrindlise e é expresso no figado, células

endoteliais, plaquetas, células musculares lisas e tecido adiposo (137-139).

As concentracfes elevados de PAI-1 estdo associadas a trombose venosa,
doenca cardiovascular, abortos e complicacbes na gravidez (127,140-142). Também
estdo associados a obesidade, resisténcia a insulina, DM2, dislipidemia, hipertensao
e SM (143,144).

O inibidor do fator ativador do plasminogénio 2 (PAI-2), também chamado de
PAI placentario devido a elevada expressao no epitélio trofoblastico, € encontrado no
plasma somente durante a gravidez (138). Um aumento na relacdo PAI-1 / PAI-2 no

plasma materno € um marcador bioquimico de pré-eclampsia (145).

1.2 METABOLISMO E REPRODUCAO

A reproducdo € uma funcéo fundamental do organismo, sendo regulada por
interacBes complexas entre o hipotalamo, a hipéfise e as gbnadas, o chamado eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal (HPG) (146). Todavia, a reproducdo e a
sobrevivéncia da prole também é um processo energeticamente exigente, e as
reservas de energia dependem nado apenas da disponibilidade de fontes energéticas,
mas também do gasto de energia (147). A obtencdo do sucesso na reproducao
depende da capacidade do organismo em monitorar o estado energético. A energia é
armazenada principalmente como gordura e glicogénio e junto com a glicose, permite

gue 0s organismos cres¢cam e se reproduzam (147,148).

No ciclo reprodutivo feminino, o ciclo ovariano e uterino é regulado por acdes
hormonais. O hipotadlamo, estimulado por substancias (horménios, citocinas, entre
outras), libera pulsos de GnRH, que por sua vez estimulam a liberagdo dos horménios

FSH e (LH) pela hipdfise (149). O FSH e o estrogénio promovem o crescimento e a
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maturacdo dos foliculos ovarianos e, para que ocorra a liberagcdo do odcito, é
necessario altas concentracfes de LH, o chamado “pico de LH”, no qual o foliculo se
rompe e o odcito é liberado para a fecundacédo (150,151). O estrogénio € produzido
pelas CG e, com o rompimento do foliculo e perda dessas células, ha uma reducéo
significativa na concentracao de estrogénio (151). Posteriormente, a concentracao de
estrogénio é retomada pela formacé&o do corpo lateo, também chamado de corpo
amarelo, que é fonte de estrogénio e progesterona (152). O estrogénio e a
progesterona promovem a proliferacdo endometrial, com aumento dos vasos
sanguineos e das glandulas endometriais no Utero, preparando-o para a implantacéo
do embrido que possivelmente sera formado. Nao havendo fecundacéo, o corpo lateo
regride e o Utero passa pelo processo de degeneracao que, sequencialmente, seguird
para a fase da menstruagdo (153).

A secrecdo de insulina € fundamental para a regulacdo da homeostase
energética em animais e sua funcdo principal é interagir e ativar os principais
receptores ligados & membrana em células que armazenam carboidratos excedentes
na forma de glicogénio ou como acidos graxos (148,154). Por outro lado, o pancreas
€ parcialmente responsavel pelo aumento da concentracéo de glicose em estados de
deficiéncia de nutrientes, secretando o horménio glucagon (148,154). A glicose € o
principal estimulante da liberacdo da insulina, sendo fundamental para o controle
normoglicémico, e o desequilibrio desse processo resulta em distarbios metabdlicos
como o DM (155,156).

A insulina, além de atuar no hipotdlamo interagindo com neurotransmissores
envolvidos no mecanismo de controle da fome-saciedade (157), também atua sobre
o figado, musculos, glandulas mamérias e ovario (158-160). Tanto em humanos como
animais, os receptores de insulina sdo amplamente distribuidos em todos os
compartimentos ovarianos, incluindo CG, células da teca (CT), estroma e odcito (161—
163).

A ligacdo da insulina ao seu receptor resulta em uma série de efeitos
metabalicos, sendo 0 mais importante a estimulacdo do transporte de glicose para o
interior das células, utilizada como a principal fonte energética para o ovario (164). No
ovario, a insulina modula o desenvolvimento folicular, a esteroidogénese, a maturacao

oocitaria e o0 subsequente desenvolvimento embrionario (165), resultando em
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aumento no numero de foliculos primarios, menor taxa de atresia folicular e,

consequentemente, aumento da taxa de ovulacéo (166).

Em condi¢gBes patologicas, como na sindrome metabdlica, a hiperinsulinemia
promove a liberacdo de pulsos rapidos do GnRH pelo hipotalamo, que por sua vez
superestimula a liberacdo do LH em detrimento do FSH (167,168). Com excesso de
colesterol circulante e LH, as CT do ovario passa a produzir uma quantidade excessiva
de androgenos (testosterona e androstenediona). O FSH tem papel importante na
acao da aromatase e sua deficiéncia promove baixas concentracbes de aromatase
para converter a androstenediona em estrona e a testosterona em estradiol (169,170).
A deficiéncia de estradiol e FSH, consequentemente, ndo conseguira promover o
crescimento e maturagdo dos foliculos ovarianos, que por sua vez, interrompe seu
desenvolvimento numa fase antral. Sendo assim, promove um maior numero de
foliculos imaturos (foliculos cisticos), caracterizando, dessa forma, a chamada SOP
(167-169,171).

A SOP é um disturbio da disfuncé@o ovariana, geralmente caracterizada por
concentragcfes relativamente altas de andrégenos, anormalidades metabdlicas e
muitas condicbes da SM (172). As caracteristicas reprodutivas da SOP incluem
aumento da producdo de androgénio e secrecdo de gonadotrofinas desordenadas,
levando a irregularidade menstrual, hirsutismo e infertilidade (172). Além dessas
importantes manifestacbes reprodutivas, a SOP apresenta caracteristicas
metabdlicas que incluem defeitos proeminentes na acdo da insulina e na funcao das
células B, defeitos que conferem risco substancialmente aumentado de intolerancia a
glicose e DM2 (168,172).

Nandi et al. (173), observaram que mulheres com hiperandrogenismo
apresentavam resisténcia a insulina e, a partir disso, foi levantada a hipétese de que
concentracfes elevadas de insulina circulante podem causar excessiva producéo de
androgenos em pacientes (174). Chang et al. (175) mostraram que odcitos de
camundongos com diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e hiperglicemia se desenvolve
pouco devido a reducédo da foliculogénese, oogénese e maturacdo do odcito. Os
camundongos com diabetes induzida apresentaram foliculogénese alterada e
aumento da incidéncia de apoptose folicular, reduzindo, assim, as taxas de ovulacao,
e 0s oocitos de foliculos pré-ovulatérios foram 30% menores em comparagdo com

o0citos de animais controle.
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O estrogénio € um hormdnio importante e sua deficiéncia esta associada a
obesidade, osteoporose e resisténcia a insulina em mulheres na menopausa (176).
Suas agfes biologicas sdo mediadas principalmente por dois receptores estrogénicos
(ERs) ERa e ERB, que sao codificados pelos genes ESR1 e ESR2, respectivamente
(177). O ERa é expresso no utero, estroma da prostata, CT ovariana, células de Leydig
no testiculo, epididimo, mama e figado (177). O ERB é expresso principalmente no
epitélio da prostata, testiculos, CG do ovario, medula éssea e cérebro (177). No ovario,
o ERa é expresso principalmente em células intersticiais, e sua principal fungcéo € a
regulacdo da esteroidogénese nas CT. Por outro lado, o ERB é predominantemente
expresso em CG, tendo como principais funcdes: diferenciacdo de CG, maturacéo

folicular e ovulacéo (178).

A obesidade tem influéncias prejudiciais em todos os sistemas, inclusive na
saude reprodutiva. Pasquali (48) relata alteracées da obesidade sobre o sistema
enddcrino, incluindo concentracBes anormais de hormonios sexuais decorrentes de
mudancas nos padrdes de secrecao e/ou metabolismo, no transporte hormonal e em

sua acao em nivel tecidual.

O excesso ou deficiéncia do TAB resulta em distlrbios da maturacdo sexual,
puberais e de fertiidade (49-51). Para o funcionamento normal do sistema
reprodutivo, incluindo o desenvolvimento puberal, a produ¢do de hormonios sexuais
e gametas, assim como a manutencdo da gravidez e lactacdo, ha necessidade de
armazenamento energético, sendo que o principal reservatorio dessa energia é o
tecido adiposo (147,179). Contudo, o excesso desse reservatério acarreta em
distarbios reprodutivos, como instalacdo precoce da puberdade feminina,
irregularidades menstruais, disfuncdo ovariana, infertiidade na idade adulta,
resisténcia a insulina, hiperandrogenia, SOP, aumento do risco de aborto,
complicacBes obstétricas, morbidade neonatal, mortalidade e defeitos congénitos na
prole (51,54,179-181).

Com o excesso de gordura corporal, a secrecéo de gonadotrofinas é afetada
devido a maior aromatizacdo periférica de androgenos pela resisténcia a insulina
(146,173,174). As concentracdes de globulina ligadora de horménios sexuais (SHBG),
hormdénio do crescimento (GH) e proteinas de ligacdo ao fator de crescimento
semelhante a insulina (IGFBP) estdo reduzidas e a da leptina estd aumentada. Sendo
assim, a neurorregulacdo do eixo HPG é prejudicada. Essas alteracbes podem
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justificar o comprometimento da funcdo ovariana e, consequentemente, a saude
reprodutiva (4,48,57,66,67,183).

O excesso de massa corporal também reduz a libido e prejudica o
desempenho sexual. Os hormoénios ovarianos estradiol e progesterona tém influéncias
modulatdrias nos circuitos neurais que regulam o comportamento sexual (184,185).
Kirchengast et al. (186) observaram uma reducéo significante do interesse sexual em
mulheres com aumento da massa corporal e do IMC, e, apds a reducao de massa em
mulheres jovens, antes com obesidade, houve uma melhora da fungdo sexual,
provavelmente devido as alteracdbes nos hormoénios sexuais, estrégenos e
androgenos, somado a fatores psicolégicos e sociais com melhora da autoestima
(185-188).

Apos a fertilizag@o e durante a gravidez, mudancas draméticas ocorrem no
metabolismo materno, pois ela acomoda demandas energéticas para si e para o feto
(189). Essas mudancas permitem o desenvolvimento do feto e o acimulo de reservas

de energia em antecipacéo a lactacdo (190).

As concentragfes da glicemia de jejum na gravidez permanecem menores do
que as de jejum pré-gravidico, e as de glicose pés-prandiais estdo elevadas em
relacdo ao estado pré-gestacional (191). A sensibilidade periférica a insulina se altera
na gestacdo, aumentando ap6s a implantacdo do embrido e diminuindo
marcadamente no final da gestacao (192), o que ajuda a manter a homeostase normal
da glicose para adequada nutricdo materna e fetal (193). O aumento da utilizacao de
glicose pelo feto através da placenta, removendo glicose da circulacdo materna,
também contribui para o declinio e diminuicdo da sensibilidade a insulina materna
(194,195).

Esta bem estabelecido que a hiperglicemia materna induzida por DM1 e DM2,
dieta pobre ou obesidade, resulta em reduc¢éo da fecundidade, aumento das taxas de
aborto e aumento do risco de anomalias congénitas (196). Além disso, esta se
tornando cada vez mais evidente que o ambiente materno durante o periodo de preé-

concepcao é importante para a programacéao de longo prazo da prole (197).

Kwong et al. (198) sugerem que a exposicdo de embridbes aos sinais de
estresse metabolico podem desencadear a programacdo materna do embrido. Esta

exposicao foi mostrada para restringir a proliferacdo embrionaria precoce, induzir a
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expressdo de genes que dificultam o crescimento (199,200) e, em alguns casos,

induzem apoptose (200).

As alteracdes na disponibilidade de componentes lipidicos podem ter
implicagcbes no desenvolvimento fetal e pds-natal e adaptacbes do metabolismo
lipidico materno, ocorrendo durante toda a gestacdo, tendo consequéncias
importantes para o crescimento (201). Sabe-se que a hiperlipidemia na gestacao,
mesmo quando temporaria e limitada a esse periodo reprodutivo, promove alteragfes

na aorta fetal e pode levar a aterosclerose na vida adulta (202—-207).

O acumulo de gordura corporal no inicio da gravidez foi associada a hiperfagia
e aumento da lipogénese materna. A hiperfagia esta presente tanto em mulheres
(208,209) quanto em ratas durante a gestacdo (210,211) , e aumenta a medida que o
tempo gestacional avanga. Este aumento progressivo na disponibilidade de substratos
contribui ativamente para o acumulo de depdsitos de gordura materna. Tanto a
condicdo de resisténcia a insulina como 0 aumento das concentracdes plasmaticas
de estrogénio que ocorrem no final da gravidez sédo fatores hormonais responsaveis
pelo desenvolvimento da hipertrigliceridemia materna (212-215). Herrera et al. (216)
e Herrera (201) encontraram uma correlacdo linear entre os triglicérides do plasma
materno e fetal em ratos, e Kitajima et al. (217), Knopp et al. (207) e Skryten et al.
(218) observaram uma relacao direta entre triglicérides maternos e massa corporal do

recém-nascido em humanos.

Apbs o parto, 0 organismo necessita continuamente de um aporte energético
para o cuidado da prole. A amamentacdo é o padrao normal para a alimentacéo e
nutricdo infantil (219,220) e, segundo a OMS, é a maneira perfeita de fornecer
nutrientes ideais para um crescimento e desenvolvimento infantil saudavel (221)
Assim, durante a gravidez, varias mudancas metabdlicas ocorrem para apoiar 0

crescimento fetal e a producao de leite (222,223).

Nas lactantes, os efeitos positivos na homeostase da adiposidade, lipidios e
glicose sao inversamente associados a SM, hiperlipidemia e risco de infarto (222),
tendo assim um consideravel efeito protetor sobre o risco de doenca cardiovascular
(224-226). A amamentagdo promove uma redugdo da pressédo arterial em resposta a
liberacdo de ocitocina, que é estimulada pela succdo do leite pelo neonato (227), e
esta inversamente associada ao risco de DM2, independente de outros fatores de
risco para diabetes, como IMC, dieta, exercicio e tabagismo (228,229).



34

Esses efeitos metabdlicos favoraveis da lactacdo podem ser explicados pela
possibilidade de haver um maior consumo energético da propria producado de leite e
pela maior utilizacdo de carboidratos pelas glandulas mamarias (222,223). Assim,
contribuem para o retorno do metabolismo pré-gestacional podendo persistir a longo
prazo (224), com aumento da sensibilidade a insulina na glandula mamaria e reducao

no musculo e no tecido adiposo, diminuindo, assim, a lipogénese periférica (116).

Para os lactentes, os lipidios do leite materno fornecem uma importante fonte
de calorias e acidos graxos essenciais necessarios ao seu desenvolvimento
(230,231). Todavia, estudos mostram que a alimentacdo rica em gordura e/ou
obesidade materna podem retardar o desenvolvimento da glandula mamaria(232—
234), alterar a concentracao lipidica do leite, reduzir a transferéncia de acidos graxos
essenciais para a prole e aumentar o risco de alteracbes prejudiciais ao

desenvolvimento da prole amamentada (232—-234).

Associado a obesidade, estudos evidenciaram menor sucesso no
aleitamento materno e reducdo do desempenho da lactacdo, com retardo do inicio
e reducao na duracao da lactacdo (235—-240). Diversas hipéteses foram sugeridas
para elucidar o menor sucesso da lactacdo em mulheres com obesidade, como
respostas menos intensas da prolactina a succdo, concentracdes reduzidas de
progesterona no periodo pdés-parto, reducdo de lactogénio placentario humano
circulante, alteracbes nos padrbes de succdo em bebés nascidos de maes com
desequilibrios metabdlicos na gestacdo, distirbios psicolégicos, aumento da
sintese de serotonina na glandula mamaria, levando a um processo inflamatorio e
problemas mecanicos devido a deposicao excessiva de tecido adiposo no tecido
mamario. Todavia, mais estudos sdo0 necessarios para analisar essas
possibilidades (235-241).

1.3 EPIGENETICA E PROGRAMACAO METABOLICA

As mudancas nutricionais e ambientais no periodo gestacional e neonatal
podem produzir alteracbes que interferem com a formacéo dos sistemas nervoso
central, enddcrino e imunolégico do feto, promovendo distlrbios funcionais e
comportamentais que perduram na vida adulta (242,243). Estes efeitos

transgeracionais sao descritos por alteracbes epigenéticas e estabelecem
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associacdes entre a nutricdo intrauterina e neonatal e o desenvolvimento de doencas

cronicas nao transmissiveis na vida adulta (242,244,245).

Em 1942, o embriologista Conrad Waddington introduziu o termo “epigenética”
na biologia moderna definindo-a como o “complexo de processos de desenvolvimento
que se encontra entre gendtipo e fendtipo” (246). Segundo Tang e Ho (39), a
epigenética € definida como “mudancas herdaveis na expressdo de gene que nao
alteram a sequéncia do DNA, mas que s&do herdaveis pela mitose e ao longo das

geracoes”.

A metilacdo do DNA é uma das alteracbes epigenéticas mais amplamente
estudadas e bem caracterizadas que remontam a estudos feitos por Griffith e Mahler
em 1969 (40), sugerindo ter influéncia na funcdo da memdéria genética de longo prazo.
Outras alteragOes importantes incluem o remodelamento da cromatina, acetilagéo de
histonas e mecanismos de RNA ndo codificadores (247,248). Esses mecanismos
regulam funcdes celulares essenciais com a reprogramacdo de genes atuando no
desenvolvimento da plasticidade fenotipica, e as exposicdes a fatores enddégenos ou
exogenos durante os periodos criticos alteram permanentemente a estrutura e a

funcao especifica de érgdos e sistemas (247-250).

Os estimulos aplicados no periodo poés-natal podem gerar alteracdes
permanentes que persistem ao longo da vida. Tal fenbmeno, chamado de
“programacgao”, pode ocorrer no ambiente intrauterino e pds-natal, onde os diferentes
orgaos e sistemas continuam a adaptar-se aos diversos estimulos (18,242,243). Em
1986, o Dr. David Barker descreveu esse conceito com a hipétese de origem fetal das
doencas na idade adulta, baseada no desenvolvimento da plasticidade na qual um
anico genotipo pode originar diferentes fenotipos, influenciados por estimulos
ambientais ou insultos intrauterinos (251,252). Posteriormente, outros estudos
comprovaram a hipétese de Barker, indicando que um ou mais fatores que ocorrem
no ambiente perinatal podem estar relacionados a nutricho materna e sao
responsaveis pelo maior risco de desenvolvimento de doencgas crdnicas nao
transmissiveis (242,252-255).

O estado nutricional da mée influencia na quantidade e qualidade de
nutrientes que chegam ao feto ou ao neonato pelo leite, sendo causa potencial da
programacao metabdlica e da mudanca da composicdo corporal (256-258). As

alteracdes nutricionais na gestacao, tais como, alta oferta de carboidratos e gorduras,
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provocam modificacbes permanentes no feto que podem levar a obesidade na vida
adulta (259). Dessa forma, o feto apresenta o fenotipo mais adequado a sua
sobrevivéncia. Observa-se mudancas no metabolismo, na produgcéo de hormdnios e
a sensibilidade dos tecidos a eles, levando ao desenvolvimento de adaptacdes
anatdmicas, enddcrinas e metabdlicas irreversiveis, com consequéncias tardias que

podem se manifestar na infancia e na vida adulta (242,260,261).

Consequentemente, a presenca de obesidade ou de DM durante a gestacéo
foi associada a hiperinsulinemia fetal, aumento da morbimortalidade perinatal,
aumento da adiposidade corporal, desenvolvimento de obesidade, intolerancia a

glicose, hipertensao arterial, dislipidemia e SM (262—-264).

A obesidade materna também foi relacionada as alterac6es no metabolismo
e transporte dos acidos graxos atraveés da placenta, sem prejudicar o crescimento fetal
(257,265,266). No entanto, essas modificacdes podem alterar o metabolismo do feto
interferindo na formacéo e distribuicdo do tecido adiposo e na sua predisposicdo para

o desenvolvimento de doencas cardiometabdlicas futuras (257,265,266).

Estudos tém correlacionado a massa corporal ao nascer e fatores de risco
para doenca cardiovascular (267-271). Tanto 0 baixo peso ao nascer quanto a
macrossomia fetal, tipica do diabetes gestacional, foram associados ao
desenvolvimento tardio de um conjunto de distlirbios que inclui adiposidade
abdominal, hipertensao arterial, dislipidemia, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia,

intolerancia a glicose, DM2 e doenca cardiovascular (267-271).

Em consequéncia, o rapido ganho de massa corporal na infancia esta
associado com retardo do crescimento, aumento do risco de morbimortalidade e,
portanto, ao aumento do risco futuro de doencas cronicas nao transmissiveis
(272,273)

A responsividade aos fatores ambientais também esta relacionada ao nivel de
maturacdo do sistema nervoso e 0s testes de andlise neurolégica confirmam
retardamento ou precocidade dos reflexos sensoriais e motores (274—-276). A analise
neurolégica pode, assim, medir os efeitos de fatores ambientais na maturacdo do
sistema nervoso e também detectar mudancgas nas fun¢des cerebrais na presenca ou

auséncia de respostas (276,277).
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Os fatores dietéticos podem produzir alteracdes sinapticas durante o
desenvolvimento, semelhantes as neurotoxinas, possivelmente contribuindo para o
aumento da incidéncia de distarbios do neurodesenvolvimento (278). As alteracdes
no desenvolvimento neonatal sugerem comprometimento do sistema sensério-motor
e podem ser reflexos da vulnerabilidade do cérebro em desenvolvimento a mudancas
na dieta materna. Consequentemente, a sobrenutricdo materna pode influenciar o
desenvolvimento do cérebro fetal e o desenvolvimento sensorio-motor da prole
(279,280).

1.4 MODELOS DE OBESIDADE

Varios modelos experimentais para o estudo da obesidade foram criados para
entender melhor as alteracbes provocadas por essa doenca. Os modelos de
organismos geneticamente modificados, como o Zuker, ob/ob e db/db sdo exemplos

de animais com obesidade por fatores genéticos (281).

Outro modelo é obtido por meio de lesdo do ARC, que leva o animal ao
desenvolvimento da obesidade na vida adulta. Nesse modelo o neonato é tratado com
doses elevadas de Glutamato Monossédico (MSG), que lesiona os neurdnios do SNC,
localizados principalmente no ARC (282-284). A lesédo desta regido na fase neonatal
implica em efeitos na funcéo neuroenddcrina, como hipertrigliceridemia, reducdo da

secrecdo do GH, hiperinsulinemia, hiperfagia, dentre outros (285,286).

Também existem modelos de obesidade com dietas especificas. O modelo de
dieta cafeteria, hipercaldrica ou hiperlipidica é caracterizado pelo fornecimento de
alimentos altamente palataveis que fazem parte dos habitos alimentares nos paises
ocidentais. Essa dieta pode ser composta de chocolate, amendoim, bacon, leite
condensado, bolo, paté, refrigerante, manteiga, 6leos e banhas, podendo estes serem
associados a dieta padrdo de roedores ou ainda a substituirem totalmente. Nesse
modelo os animais apresentam aumento de massa corporal, aumento do tecido

adiposo e alteragbes metabdlicas (287,288).

J& 0 modelo de dieta com restricdo proteica na gestacao resulta em restricdo
de crescimento intrauterino (RCIU). Apesar da dieta normal pos-desmame, a prole
desenvolve SM atribuida ao conceito do “fenétipo poupador”, permitindo rapido ganho

de massa apdés o0 nascimento e hipertrofia do tecido adiposo. Esses animais
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desenvolvem hiperfagia, resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, dislipidemia e
hiperleptinemia (289).

7

Por fim, outro modelo de obesidade muito utilizado € o de programacéo
metabdlica por meio da reducao de ninhada. Nesse modelo, no terceiro dia pés-natal
(PN3), realiza-se uma reducéo de ninhada, na qual apenas trés filhotes permanecem
com a mée durante o periodo de lactacdo (290,291). A padronizacdo do modelo no
PN3 se justifica pelo fato de que, nos primeiros dias ap0s 0 nhascimento,
concentracdes séricas de prolactina se elevam, correlacionando-se com o tamanho

da ninhada, influenciando, dessa forma, na producao de leite (292).

O hipotalamo possui importantes funcbes na modulacdo do consumo
alimentar e gasto energético e, durante a lactacéo, encontra-se em formacgéo, sendo
muito sensivel a acdo de horménios neurotréficos que podem conduzir a persistente
desorganizacao estrutural e consequente disfuncéo (180,293,294). Esse desequilibrio
do controle alimentar hipotalamico é caracterizado pela reducao do efeito inibitorio da
leptina sobre neurdnios relacionados a regulacao do apetite no ARC, além de menor
sensibilidade a insulina (180,293).

Sendo assim, com uma maior oferta de leite, ocorre uma programacao
hipotalamica, tornando os filhotes hiperfagicos e supernutridos, promovendo um
aumento de gordura corporal e hiperinsulinemia no periodo da lacta¢éo (180,181,293—
295). O sobrepeso continua na vida adulta e é acompanhado por muitas alteracées
comuns a SM como aumento da pressao sistélica, resisténcia periférica a insulina,

hiperinsulinemia, dislipidemia, hiperfagia e obesidade (16,180,255,296-298).
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1.5 JUSTIFICATIVA

Os mecanismos genéticos envolvidos na génese da obesidade ainda néo
estdo totalmente compreendidos. No entanto, os principais propositos das pesquisas
em relacdo a obesidade consistem em buscar compreender os fatores ambientais que
podem modular a expresséo génica e afetar marcadores epigenéticos dessa condi¢ao

metabdlica. Assim, considerando que:

- No cenério mundial no qual a obesidade esta presente como um problema
de saude publica, atingindo niveis de pandemia, estando associada ao

desenvolvimento de diversos disturbios enddécrinos, cardiovasculares, entre outros;

-A programacao metabdlica presente no periodo perinatal esta associada ao

desenvolvimento de obesidade infantil e também na fase adulta;

- A obesidade esté relacionada a problemas reprodutivos, sejam de fertilidade,

de comportamentos sexuais ou maternais;

- Estudos sobre obesidade, reproducdo e comportamento em animais
provenientes do modelo de sobrenutricdo neonatal durante a lactacdo ainda nao foram

realizados;

- Estudos sobre obesidade, reproducéo e desenvolvimento fisico e sensorio-
motor na prole de mées provenientes do modelo de sobrenutricdo neonatal ainda nao

foram realizados;

O presente estudo se justifica tendo como enfoque explorar os efeitos da
programacao metabdlica neonatal, por meio do modelo de reduc¢éo de ninhada, sobre
a reproducdo e metabolismo em duas geracbes (F1 e F2) assim como as
consequéncias na geracdo F2 sobre o desenvolvimento fisico e sensdério-motor.
Dessa forma, busca-se contribuir para o entendimento dessa intricada rede de fatores
que constituem o controle metabdlico sobre a reproducdo, bem como os efeitos da

programacao metabdlica e reprodutiva nessas geracoes.

Em termos translacionais, os resultados que serdo apresentados podem
contribuir para melhor compreenséo dos efeitos da sobrenutricdo pds-natal sobre os
parametros metabdlicos, reprodutivos, comportamentais e de desenvolvimento em

outras espécies, sobretudo em humanos, e também para avaliar o impacto da
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alimentacdo infantil no aumento do risco de obesidade e outras doencas associadas

nas geracdes subsequentes, contribuindo também para embasar estudos adicionais.



41

2 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos metabolicos e reprodutivos da sobrenutricdo pos-natal
precoce em ratas Wistar (F1) obtidas por reducéo de ninhada durante a lactagéo e as
consequéncias na segunda geracao (F2).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.1.1 Fémeas da geracao F1

- Avaliar parametros biométricos e metabdlicos: ganho de massa

corporal, ingestao alimentar e massa das gorduras.
- Avaliar parametros bioquimicos: glicemia, lipidograma, estradiol.

- Avaliar parametros reprodutivos e comportamentais: instalacdo da
puberdade, frequéncia do ciclo estral, comportamento sexual, fertilidade e

comportamento maternal.

- Avaliar morfologia e histologia das glandulas mamarias, ovarios e Utero.

2.1.2 Fémeas e machos da Geracéao F2

- Avaliar parametros biométricos e de consumo alimentar: ganho de

massa corporal e consumo de leite.

- Avaliar o desenvolvimento fisico e sensério-motor: reflexo postural,
esquiva ao abismo, geotaxia negativa, queda livre, abertura dos olhos, erupcao

dos incisivos, desdobramento das orelhas, olfato e sobressalto auditivo.

- Avaliar parametro reprodutivo: instalacédo da puberdade.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Este estudo foi conduzido de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal, determinados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), pela Lei 11.794/08 e pelo Decreto 6.899/09,
sendo aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFG) de protocolo
043/2017.

Ratos Wistar fémeas e machos (geragéo FO) com 60-70 dias de idade (200 —
250 gramas) originados do Biotério Central da Universidade Federal de Goias (UFG)
foram acomodados no biotério setorial do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas
(DCIiF) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), Campus Samambaia, Goiania, GO.
Durante todo o periodo experimental os animais permaneceram em caixas de
polipropileno (45 cm /30 cm / 15 cm) sob condi¢cBes controladas de luminosidade [12
h claro-escuro (06:00-18:00 h)] e temperatura (22 + 2° C) com suprimento a vontade

de 4gua e racéo.

Apds uma semana de adaptacédo os animais foram submetidos ao cruzamento
na proporcdo de duas fémeas (n = 22) para um macho (n = 11), com restricdo da
insercdo de novos machos durante o periodo gestacional para evitar o efeito Bruce
(299,300), que consiste em blogueio gestacional quando uma fémea prenhe € exposta
ao odor de um macho que néo corresponde ao seu par. Constatada a prenhez, pela
presenca de espermatozoides em laminas de lavado vaginal, as fémeas foram
alocadas em caixas individuais polipropileno (45 cm / 30 cm / 15 cm) sob condi¢ces
controladas de luminosidade [12 h claro-escuro (06:00-18:00 h)] e temperatura (22 *

2° C) com suprimento a vontade de agua e ragao.

No terceiro dia ap6s o parto, 11 fémeas tiveram suas ninhadas reduzidas a
trés filhotes cada, constituindo o grupo reducdo de ninhada (small litter — SLF1), as
outras 11 ratas tiveram suas ninhadas padronizada para 9 filhotes, constituindo assim
0 grupo controle (normal litter — NLF1) (Fig. 1). Foi deixado o maior numero possivel
de filhotes fémeas por mée para néo haver alteragéo significativa no cuidado materno
entre filhotes machos e fémeas (301), e ndo foram utilizados filhotes de outras
ninhadas para evitar o cross fostering, ou seja, colocar outros filhotes com maes néo
biolégicas (302).
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A identificacdo do sexo foi realizada pela observacéo da distancia anogenital
do animal (Fig. 2). As ninhadas com menos de 9 filhotes foram descartadas e os

filhotes excedentes foram submetidos a eutanasia por decapitacao.

Figura 1- Modelo reducéo de ninhada (geracéo F1). Grupo controle (NLF1) com 9 filhotes (A) e grupo
obesidade (SLF1) com 3 filhotes (B).
Fonte: a autora

Figura 2 — Identificacdo do sexo dos filhotes. Filhote fémea com distancia anogenital menor (esquerda),
macho, com distancia anogenital maior (direita).
Fonte: a autora

Apbs a lactacdo (PN21), as fémeas F1 foram mantidas em ndmero maximo
de 3 animais (escolhidas, aleatoriamente da ninhada, aquelas com massa corporal
dentro da média) em caixa de polipropileno (45 cm / 30 cm / 15 cm) sob condi¢des
controladas de luminosidade [12 h claro-escuro (06:00-18:00 h)] e temperatura (22 +
2° C), com suprimento a vontade de agua e racao. Os filhotes excedentes foram

submetidos a eutanasia por decapitagéo.

Para evitar o efeito ninhada sobre os parametros avaliados, a cada grupo com
3 fémeas, identificadas por marcacédo na cauda, separamos uma rata de cada ninhada
(F1), a qual foi destinada para um protocolo especifico, ndo sendo usada em outros
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protocolos. O estudo foi delineado da seguinte forma:

- Animal 1 (Al): avaliacdo de parametros experimentais, tais como
biométricos, metabdlicos e bioquimicos (massa corporal, consumo alimentar, massas
das gorduras, do figado e do pancreas, perfil lipidico, glicemia, estrogénio sérico),
reprodutivos (puberdade, frequéncia do ciclo estral) e histologicos (Utero, ovario e
glandula mamaria), na fase estro do ciclo estral, aos 70 — 80 dias de idade e todas as

ratas virgens.

- Animal 2 (A2): avaliagdo de parametros experimentais na gestacgao, tais
como biométricos, metabdlicos e bioquimicos (massa corporal, consumo alimentar,
massas das gorduras, do figado e do pancreas, perfil lipidico, glicemia), reprodutivos
e comportamentais (puberdade, frequéncia do ciclo estral, comportamento sexual,
fertilidade);

- Animal 3 (A3): avaliacdo de parametros experimentais na lactacao, tais como
biométricos, metabdlicos e bioquimicos (massa corporal, consumo alimentar, massas
das gorduras, do figado e do péancreas, perfil lipidico, glicemia), reprodutivos e
comportamentais (fertilidade e comportamento maternal) (Fig. 3).

As fémeas A2 e A3 (70-85 dias de idade) foram submetidas ao cruzamento
com machos fornecidos pelo Biotério Central da UFG (80 -90 dias de idade, 250—- 300
gramas) para execucao do protocolo experimental, com restricdo da insercdo de
novos machos durante o periodo gestacional para evitar o efeito Bruce (299,300). No
grupo das fémeas A3, foi permitido o nascimento a termo dos filhotes (F2) e as
ninhadas foram padronizadas no PN3 para 6 filhotes (3 fémeas e 3 machos) para
melhor eficiéncia lactacional (303). Na prole F2, foram realizados testes de avaliacao
do desenvolvimento fisico, sensorio-motor, consumo de leite e instalacdo da

puberdade. Os filhotes excedentes foram eutanasiados por decapitagéo.

Apos o desmame (PN21), os filhotes F2 foram mantidos em caixa de
polipropileno (45 cm /30 cm / 15cm) no biotério do Laboratorio de Fisiologia Endécrina
e Metabolismo, do DCiF, ICB, UFG, sob condi¢gbes controladas de luz (12 horas
claro/12 horas escuro) e temperatura (22 = 2° C), com suprimento a vontade de agua
e racdo, e mantidos separados por grupo, provenientes de mées com obesidade
(GOF2) e maes controle (GCF2), e sexo (machos e fémeas), para experimentos

subsequentes.
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3.2 PARAMETROS BIOMETRICOS E METABOLICOS
3.2.1 Avaliacdo da massa corporal e consumo alimentar

Nas fémeas F1, a massa corporal foi mensurada semanalmente desde o
nascimento e nos periodos PN21 a PN70, gestacional e lactacional. O consumo
alimentar foi mensurado desde o PN21 a PN70, durante a gestacéo e lactacdo. Nos
filhotes F2, a massa corporal foi medida semanalmente desde o nascimento até o
PN21.

3.2.2 Avaliacdo da massas de gorduras, do figado e do pancreas

Nas fémeas F1, as gorduras retroperitonial, periovariana e periuterina foram
extraidas e pesadas em balanca analitica para o fornecimento da estimativa do
acumulo de gordura tecidual desses animais. O figado e o pancreas também foram

extraidos e pesados em balanca analitica.

3.2.3 Consumo de leite pelos filhotes F2

Os filhotes F2 no dia PN8 foram separados da mée por um periodo de 2 horas
para jejum, mantidos aquecidos por bolsa térmica. Apds esse periodo, foram pesados
em balanca analitica, acomodados em algodao para melhor conforto do filhote e
facilitar a pesagem (Fig. 4). Na sequéncia, foram recolocados junto a mae por 30

minutos e retirados para nova pesagem.

No manuseio dos filhotes, teve-se o cuidado de primeiro separar a mae e
coloca-la em uma caixa de polipropileno pequena com grade para depois manusear
os filhotes. Os mesmos foram manuseados com as maos usando luvas previamente
sujas na maravalha do ninho para ndo haver rejeicdo dos mesmos pela mae (304).
Depois de retirar os filhotes para uma caixa limpa com bolsa térmica, a mae era
recolocada em sua caixa de origem. ApGs 0 manuseio e pesagem dos filhotes, estes

eram recolocados no ninho.

O consumo de leite foi estimado pela subtragdo da massa final pela massa

inicial dos filhotes.
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Figura 4 - Pesagem de filhote em balan¢a analitica.
Fonte: a autora

3.3 PARAMETROS REPRODUTIVOS E COMPORTAMENTAIS DE F1
3.3.1 Instalagcdo da puberdade

O inicio da funcdo reprodutiva ocorre com a instalacdo da puberdade,
processo que leva a maturidade sexual com capacidade reprodutiva (305), podendo
ser influenciada por varios fatores, tais como, genéticos (306—308), quimicos
(309,310), nutricionais (311-315) e psicoldgicos (316). Em ratas, a instalacdo da
puberdade é caracterizada pela abertura vaginal acompanhada da primeira ovulagéo,
gue ocorre entre 35 e 45 dias (317). A partir do PN21, foi verificado diariamente a
ocorréncia ou ndo da abertura vaginal das fémeas F1 para verificacdo da data da

instalacdo da puberdade.

3.3.2 Frequéncia do ciclo estral

7z

A rata € um excelente modelo experimental para pesquisa devido sua
semelhanca com o perfil hormonal da mulher e muitos estudos sobre o ciclo ovariano
sdo baseados nos estudos do ciclo estral de ratas. No ciclo reprodutivo, a rata
apresenta ovulagéo ciclica espontanea, sendo que as gonadotrofinas e os esteroides
ovarianos coordenam e modulam os processos de crescimento e maturacao folicular,
assim como o funcionamento do corpo Iuteo (318). O ciclo reprodutivo da rata é
chamado de ciclo estral, caracterizado por alteragcdes hormonais e morfolégicas no
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Gtero, ovarios e vagina, com duracao de 4 a 5 dias (Tabela 1). A citologia do esfregaco
vaginal € utilizada para a determinacéo fases do ciclo estral sendo caracterizado por
quatro fases: proestro, estro, diestro e metaestro (Fig. 5). A ovulagdo ocorre desde o
inicio do proestro ao final do estro (319-322). A frequéncia do ciclo estral foi realizada
por meio da verificagdo das fases do ciclo, obtida por lavado vaginal e visualizacdo a

fresco em microscépio de luz com objetivas de 10x e 40x, no periodo de PN50 a PN70.

Tabela 1 - Caracteristicas das fases do ciclo estral de ratas

FASES CARACTERISTICAS

Apresenta predominancia de células epiteliais arredondadas nucleadas (Fig. 5 A
PROESTRO e B). Concentracdes elevadas de estradiol e ocorréncia do pico de LH,
prolactina e FSH. Inicio da ovulacédo. Dura 12 a 14 horas.

Apresenta predominancia de células cornificadas anucleadas, com intensa
queratinizacdo e descamacdao do epitélio vaginal (Fig. 5 C e D). Reducéo da

ESTRO concentracao de estradiol e formacao do corpo luteo. Final da ovulagao. Dura
25 a 27 horas.
DIESTRO Maior predominancia de leucdcitos (Fig. 5 E e F). Baixa concentracdo de
estradiol. Fase nao fértil. Dura 55 a 57 horas.
Mesma predominancia de células epiteliais nucleadas, cornificadas e leucdcitos
METAESTRO (Fig. 5 G e H). Baixa concentragéo de estradiol. Fase nédo fértil. Dura 6 a 8

horas.

Fonte: Long & Evans, 1922; Young et al., 1941; Schwartz, 1964; Marcondes et al., 2002.
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Figura 5 - Fases do ciclo estral. Proestro (A-B), estro (C-D), diestro (E-F) e metaestro (G-H). Lavado

vaginal a fresco com solugéo salina. Fotomicrografia com aumento de 100x e 400x, respectivamente.
Fonte: a autora
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3.3.3 Comportamento sexual

Quanto ao comportamento sexual, embora seja o resultado de uma interacéo
continua entre o macho e a fémea, cada sexo exibe comportamentos quantificaveis e
especificos a fim de atrair o sexo oposto. O comportamento sexual feminino é
frequentemente associado a sinais morfologicos e fisioldgicos, apresentando trés

componentes tipicos: atratividade, proceptividade e receptividade (323).

A atratividade sexual da rata é determinada por certos comportamentos
apetitivos que o rato exibe em resposta a sinais emitidos pela fémea. O macho aborda
e investiga a fémea em resposta a sinais olfativos e visuais, sendo esse
comportamento essencial para a sobrevivéncia da espécie, pois aumenta a

probabilidade de cépula quando a fémea esta fértil (323).

A proceptividade foi definida como “uma reagdo em direcdo ao macho que
constitui sua suposicao de iniciativa no estabelecimento ou manutencao da interacao
sexual” (323), despertando e estimulando o macho a montar (324). Quando as fémeas
estdo férteis, ndo sdo apenas atraentes para o macho, mas também séo atraidas por
ele, sendo esse comportamento caracterizado por componentes, tais como
aproximacao do macho, pulos e saltos, fugas, vocalizacfes, apresentacdo da genitaria

e mexidas das orelhas com agitacao rapida da cabeca (323,325).

A receptividade foi definida como “respostas femininas necessarias e
suficientes para o sucesso do macho em conseguir a ejaculagao intravaginal” (323),
caracterizada pela postura de lordose, que facilita a insercao peniana e a ejaculacao.
Além disso, a classificacdo de lordose, definida como a intensidade média de cada
dorsiflexdo espinhal com base em uma escala de quatro pontos, € usada para medir
a magnitude da resposta de lordose. Constitui a fase consumatéria da sequéncia de
acasalamento (323,326).

A receptividade da rata fémea diminui progressivamente, resultado da
estimulacdo repetida do macho (326); eventualmente, a fémea mostra um periodo
refratario durante o qual ela ndo ird mais acasalar com o macho. A rata, quando esta
na fase nao fértil (diestro e metaestro), apresenta comportamento de agressividade,

ela foge e nao aceita 0 macho monta-la.

Cada fémea A2 dos grupos com idade aproximada de 70 a 80 dias na fase do

proestro foram colocadas em uma caixa de observacéo (70 cm / 70 cm / 35 c¢cm) por
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10 min para ambientacdo e logo foi colocado um macho sexualmente ativo e
experiente para iniciar o registro (entre 18:00 e 21:00 h), por 15 min. O registro foi
realizado com uma filmadora para analisar os pard@metros comportamentais das
fémeas.

O nivel de proceptividade (NP) da fémea foi obtido a partir da
presenca/auséncia e frequéncia de parametros, tais como, corridas e saltos,
aproximacédo do macho, apresentacao da genitalia, balanco da cabec¢a tremendo as
orelhas e vocalizacdes (Fig. 6 e 7) (Tabela 2, 3 e 4), obtido pelo calculo (326,327):

Y GPo nPo
= X —— X% 100

NP
> GPt nPt

Onde:

NP = Nivel de Proceptividade

2GPo = soma dos graus dos parametros obtidos
>GPt = soma dos graus dos parametros totais = 15
nPo = nimero de parametros obtidos

nPt = nimero de parametros totais = 5

E: aproximacéao do macho.
Fonte: a autora
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Figura 7 - Comportamento sexual: rata ndo receptiva e ndo proceptiva apresentando comportamentos
de fuga e chutes (circulos em destaque).
Fonte: a autora

Tabela 2 - Parametros da proceptividade
PROCEPTIVIDADE - PARAMETROS

A. Aproximag&o do macho

B. Apresentacdo da genitalia

C. Vocalizactes

D. Balanco da cabeca tremendo as orelhas

E. Aproximar e afastar. Pulos e saltos

Fonte: Hardy & DeBold, 1972; Sédersten & Hansen, 1977.

Tabela 3 - Grau do parametro de proceptividade

GRAU DO PARAMETRO (GP) FREQUENCIA DE CADA PARAMETRO
0 0
1 la3
2 4a7
3 Acima de 7

Fonte: a autora
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Tabela 4 - Nivel de Proceptividade

NIVEL DE PROCEPTIVIDADE

menor que 1 Auséncia proceptividade
1a39,99 Baixa proceptividade
40 a 79,99 Média proceptividade
80 a 100 Alta proceptividade

Fonte: a autora

O nivel de receptividade (NR) foi obtido a partir do calculo do coeficiente de
lordose e a média das intensidades de lordoses (Fig. 8 e 9) (Tabelas 5 e 6) (326,327):

CL = nL x 100
nM
Onde:
CL = coeficiente de lordose
nL = nimero de lordoses
nM = nimero de montas
_ So

Onde:
L = média das intensidades das lordoses
>So = somatodria dos escores obtidos

> St = somatéria dos escores totais maximos

NR =L x CL
Onde:
NR = nivel de receptividade
L = média das lordoses

CL = coeficiente de lordose
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Figura 8 - Comportamento sexual: receptividade - acasalamento de ratos, vista lateral, mostrando
sequéncia de lordose da fémea.

Fonte: a autora

A

Figura 9 - Tipos de lordose, segundo Hardy & DeBold (1972). Sem lordose (A), lordose marginal (B),
lordose normal (C), lordose exagerada (D).
Fonte: a autora
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Tabela 5 - Escore da intensidade de lordose

ESCORES INTENSIDADE DA LORDOSE
0 Auséncia de lordose — chuta, foge, agressiva. Dorso arqueado para cima (Fig. 7 e
9A)
1 Lordose marginal, ligeira flexdo da coluna vertebral, cabeca levemente levantada e

guadris, com base da cauda elevada do chéo (Fig. 9B)

Lordose normal, flexdo espinhal, cabe¢a com angulo aproximado de 30° com o
2 chéo, patas dianteiras colocadas ligeiramente para a frente e pernas posteriores
endireitadas (Fig. 9C)

3 Lordose exagerada, flexdo espinhal pronunciada, cabeca com angulo maior de 45°
com o chéo (Fig. 9D)

Fonte: Hardy & DeBold, 1972

Tabela 6 — Nivel de Receptividade

NIVEL DE RECEPTIVIDADE

menor que 1 Auséncia receptividade
1a49,99 Baixa receptividade
50 a 79,99 Média receptividade
80 a 100 Alta receptividade

Fonte: a autora

No dia seguinte ao acasalamento, a prenhez foi confirmada pela presenca de

espermatozoides no lavado vaginal a fresco com solugéo salina (Fig. 10).
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Figura 10 - Lavado vaginal para confirmacédo da prenhez. Presenca de espermatozoides e clusters de
células epiteliais. Aumento de 100x.
Fonte: a autora



56

3.3.4 Comportamento maternal

Quanto ao comportamento maternal, modelos eficientes foram desenvolvidos
para uso em pesquisa basica. Tais protocolos incluem aqueles empregados por
Lonstein (328), baseados na laténcia, frequéncia e duracdo de diversos padrdes
comportamentais; por Felicio (329), a partir da laténcia de comportamentos
especificos e da presenca de comportamento materno completo; e por Myers (330),
que permite classificar o comportamento materno considerando a frequéncia de

lambidas nos filhotes.

As maes lactantes (A3) foram colocadas em uma caixa (45 cm /30 cm / 15
cm) por 5 minutos para ambientacdo sem sua ninhada. Apés esse periodo, os filhotes
(F2) foram inseridos na caixa de modo que ficassem espalhados em lados opostos ao
gue se apresentavam antes. O processo foi filmado por 35 minutos para avaliagdo do
comportamento maternal e foram analisados o tempo que as maes demoravam para
retornar seus filhotes para o ninho e/ou abandono do ninho, o tempo da mée no ninho
e fora dele e o cuidado com a prole, que consistia em limpar/lamber os filhotes,
carrega-los para o ninho e amamenta-los (Fig. 11 e 12). O teste foi realizado nos dias
PN3, PN7 e PN11 e o cuidado materno foi obtido a partir do escore mostrado na
Tabela 7 (331-333).

Tabela 7 - Escore do Cuidado Materno

ESCORE CUIDADO MATERNO
0 N&o recupera os filhotes. Nao cuida dos filhotes.
1 Recupera os filhotes, cuida menos de 50% tempo
2 Recupera os filhotes, cuida dos filhotes em mais de 50% e menos de 75% do tempo
3 Recupera os filhotes, cuida dos filhotes de 75% a 100% do tempo.

Fonte: a autora
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Figura 11 - Comportamento materno. Laténcia de retorno do1° filhote (A), 2° filhote (B), 3¢ filhote (C) e
todos os filhotes no ninho (D). Observe a mae com o filhote na boca (circulo) levando-os para o ninho
(seta)

Fonte: a autora
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Figura 12 — Comportamento materno. Mde amamentando os filhotes no ninho (A), mé&e explorando a
caixa com filhotes no ninho(B), méde explorando a caixa com filhotes fora do ninho (C), m&e se auto
limpando (seta) com filhotes no ninho (D).

Fonte: a autora
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3.3.5 Fertilidade

No 19° dia da gestacdo (DGes19) as ratas do subgrupo A2 da geracdo F1
foram anestesiadas com tiopental sddico (45 mg/kg, IP, Thiopentax®, Cristdlia, Itapira,
Sé&o Paulo, Brasil), para realizacdo da laparotomia. Os fetos foram separados da
placenta e do corddo umbilical, pesados e identificados por sexo (Fig. 13). A
viabilidade fetal (VF) foi determinada por um batimento cardiaco visivel ou resposta
ao toque. Posteriormente, os fetos foram eutanasiados por decapitagdo. No Utero,
foram avaliados e contados os sitios de implantacdo (SI) e sitios de reabsor¢éo (SR),
gue consiste em perda fetal apos a implantacdo. Os ovarios foram coletados para

contagem de corpos luteos (cl) (Fig. 13).

E F

Figura 13 - A: laparatomia em fémea gravida. B: Gtero gravidico com fetos e placentas. C: feto (1)
ligado a placenta (2) pelo corddo umbilical (3). D: utero gravidico aberto mostrando locais de
implantagdo (setas finas) e reabsorgéo (setas grossas). E: ovario mostrando corpos luteos (cl). F:
corpos luteos (cl) extraidos para contagem.

Fonte: a autora
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3.4 DOSAGENS BIOQUIMICAS DE F1

Apos jejum de 12 horas e anestesia com tiopental sédico (45 mg/kg, IP,
Thiopentax®, Cristélia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil), o sangue foi coletado da veia cava
inferior com agulha e seringa estéreis e previamente heparinizadas (Fig. 14) e
transferido para tubos tipo eppendorfs previamente heparinizados. O plasma foi
separado por centrifugacdo (2000 rpm por 15 min) e congelado a -80 °C para

posteriores dosagens sanguineas de estradiol, glicose e lipidograma.

Figura 14 - Pungéo em veia cava para coleta de sangue.
Fonte: a autora

As concentracfes plasmaticas de estradiol foram determinadas por
radioimunoensaio utilizando-se kit especifico (Architect® Estradiol 7K72) fornecido
pelo Abbott Laboratories, EUA. As concentracdes de glicose foram determinadas por
espectrofotometria com a técnica da glicose-oxidade (Gold Analisa® Belo Horizonte,
Minas Gerais, Brasil). O colesterol total, colesterol de alta densidade (HDL) e
triglicérides (TG) foram medidos por método enzimatico colorimétrico (Gold Analisa®

Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil).

3.5 EUTANASIA E COLETA DE ORGAOS DE F1
3.5.1 Nuliparas (A1)

As ratas foram submetidas ao lavado vaginal na tarde do dia anterior a coleta
para confirmar a fase do ciclo estral, confirmando o proestro para que a coleta dos
ovarios ocorresse no estro. Apés jejum de 12 horas, as fémeas foram anestesiadas

com tiopental sédico (45 mg/kg, IP, Thiopentax®, Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil)
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para coleta e pesagem de amostras de pancreas, figado, utero, ovarios, glandula

mamaria e gorduras retroperitoneal, periovariana e periuterina.

3.5.2 Gestantes (A2)

No DGesl9, ratas prenhas foram submetidas ao jejum por 12 horas e
anestesiadas com tiopental sédico (45 mg/kg, IP, Thiopentax®, Cristalia, Itapira, Sdo
Paulo, Brasil). Foi realizada laparotomia abdominal e retirada do Utero gravidico. Em
seguida, foram coletadas e pesadas amostras de pancreas, figado e gorduras

retroperitoneal, periovariana e periuterina.

3.5.3 Lactantes (A3)

ApoOs o desmame da prole F2, as méaes foram submetidas ao jejum de 12
horas, anestesiadas com tiopental sodico (45 mg/kg of BW, i.p., Thiopentax®,
Cristalia, Itapira, S&o Paulo, Brasil) para coleta e pesagem de amostras de pancreas,

figado e gorduras retroperitoneal, periovariana e periuterina.

3.6 ANALISES HISTOPATOLOGICAS E MORFOMETRICAS DE F1

As amostras de glandula mamaria abdominal direita, ovario esquerdo e utero
foram coletadas de fémeas nuliparas em estro e fixadas em formalina 10% por 48h,
desidratadas em série de concentracdes crescentes de alcool, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina histologica. Cortes de 5 pm de espessura foram dispostos sobre
laminas de vidro e secas em estufa a 37 °C. As laminas contendo os cortes foram
desparafinizadas, hidratadas, coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e montadas

com laminulas coladas com Ethelan.

A analise histopatoldgica do tecido mamario, dos ovarios e do utero foram
realizadas utilizando imagens digitais (TIFF, 24 bits, 1338 x 1040 pixels) obtidas em
microscopio de luz Zeiss Axioscope Al (Zeiss, Alemanha). A espessura (um) da
camada de tecido adiposo subcutaneo foi obtida utilizando 150 mensuracdes por
grupo (aumento de 50x); a area de adipdcitos (um?) foi obtida usando 150 adipécitos
por grupo (aumento de 200x), a contagem do numero total de adipdcitos foi realizada
contando o numero total de adipdcitos por campo fotomicrografico. Para essas
medidas foram utilizadas seis imagens digitais de cada animal (n =5 animais / grupo).

As analises morfométricas foram realizadas utilizando o software Image-Pro Plus 6.1
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para Windows (Cibernética, Silver Spring, MD, EUA).

Nos ovarios, foram quantificados, por campo fotomicrografico, o nimero de
foliculos em crescimento (foliculo primario unilaminar, foliculo primario multilaminar,
foliculo secundario e maduro ou pré-ovulatério), foliculos cisticos, foliculos atrésicos
(foliculo em degeneracdo com apoptoses evidentes) e corpos luteos. Para esta
analise foram utilizados 20 campos fotomicrograficos, sendo 5 animais por grupo e 4

imagens por animal.

3.7 WESTERN BLOT DE OVARIOS

As proteinas totais foram extraidas de amostras de ovarios. As amostras
foram desnaturadas em solugéo tamp&o Laemmli (50 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10% de
glicerol, 2% de SDS, 1% de 2-mercaptoetanol, 0,001% de azul de bromofenol). As
proteinas foram separadas por SDS-PAGE e transferidas para membranas de
nitrocelulose (Amersham Protran, GE Healthcare, Little Chalfont, BUX, UK). As
membranas foram incubadas com anticorpos primarios (visando ERa, ERB e GAPDH
em diluicbes 1: 1000, da Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA), e depois com anticorpo
secundario especifico conjugado com HRP (anti-coelho a 1: 2000 diluicdo) por 90
minutos, e coberta com solucao de detec¢éo de quimiluminescéncia (Amersham ECL,
GE Healthcare, Little Chalfont, BUX, Reino Unido). A quimiluminescéncia foi detectada
por um sistema de documentacdo de imagens (ImageQuant LAS 4000 series, GE
Healthcare, Chicago, IL, EUA). A concentracdo relativa da expresséo proteica foi

calculada comparando os valores de proteinas alvo com as bandas do controle.

3.8 AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO FiSICO, SENSORIO-MOTOR E
REPRODUTIVO NA PROLE F2

A avaliacao do desenvolvimento fisico e sensério-motor é realizada por meio
do acompanhamento diario do surgimento dos parametros listados abaixo. Os testes
foram realizados a partir do PN2, no qual os dados foram anotados para cada filhote
de acordo com o dia em que 0s respectivos parametros apareceram e realizados
sempre no mesmo periodo do dia (matutino). Os filhotes foram identificados com
marcagdo nas patas anteriores e posteriores utilizando tinta nanquim. Antes de
manusear os filhotes e proceder os testes, a mae era retirada do ninho e mantida em

caixa de polipropileno pequena com grade. Os filhotes eram manuseados



63

cuidadosamente com as maos usando luvas previamente sujas na maravalha do

ninho para evitar rejeicao dos filhotes pela méae apoés a realizacao dos testes (304).

e Reflexo Postural: a partir do PN2, o filhote é colocado em decubito dorsal
em uma superficie lisa e observa-se durante 10 segundos a resposta reflexa do animal
em se virar, com o ventre voltado para a superficie, recuperando a postura. Anota-se
o dia de vida pos-natal em que o animal conseguiu realizar de forma perfeita no tempo
determinado. O teste pode ser realizado com até duas tentativas. (Fig. 15).

'gml

Figura 15 Avallaq,ao do desenvolwmento fISICO e sensorio-motor: Reflexo postural fllhote colocado
em superficie lisa em decubito dorsal recuperando a postura.
Fonte: a autora

e Esquiva ao Abismo: a partir do PN2, o filhote é colocado com as patas
anteriores tocando a borda da mesa e a resposta a esse reflexo € o movimento do
animal em se afastar da borda, dentro do tempo determinado de 10 segundos. O teste

pode ser realizado com até duas tentativas (Fig. 16).

Figura 16 — Avaliacao do desenvolvimento fisico e sensério- motor Esquwa ao abismo. Filhote sem
reflexo (A-C) e filhote com reflexo (D-F).
Fonte: a autora
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e Geotaxia Negativa: a partir do PN2, o filhote € colocado em uma superficie
lisa, em angulo de 35°, voltado com a cabeca para baixo. A resposta a esse parametro
consiste em o animal virar-se de cabeca para cima em 20 segundos. O teste pode ser

realizado com até duas tentativas (Fig. 17).

Figura 17 — Avaliacdo do desenvolvimento fisico e sensério-motor: Geotaxia negativa. Filhote
realizando o teste com éxito.
Fonte: a autora

e Abertura dos olhos: ap6s o PN2 é observado o dia da abertura completa

dos olhos, com fissura longitudinal nas palpebras dos dois globos oculares (Fig. 18).

Figura 18 — Avaliacé@o do desenvolvimento fisico e sensd@rio-motor: abertura de olhos. Filhote com olho
fechado (A) e filhote com olho aberto (B).
Fonte: a autora
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e Erupcao dos dentes incisivos: ap6s o PN2 é realizada a abertura da boca
dos filhotes delicadamente na qual se permite observar a erupcdo dos dois dentes

incisivos superiores (Fig. 19).

Figura 19 — Avaliacdo do desenvolvimento fisico e sensdrio-motor: erupcdo dos dentes incisivos.
Filhote sem dentes incisivos (A) e filhote com dentes incisivos (B).
Fonte: a autora

e Desdobramento das orelhas: apds o PN1, é verificado se a parte superior
das duas orelhas se afastou da cabeca (Fig. 20).

Figura 20 — Avaliacdo do desenvolvimento fisico e sensério-motor: Desdobramento das orelhas. Filhote
com orelha dobrada (A) e filhote com orelha desdobrada (B).
Fonte: a autora
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e Olfato: apds o PN7, o filhote é posicionado no meio de uma caixa limpa ou
superficie lisa, com maravalha nova em um canto da caixa, e de lado oposto
maravalha proveniente do ninho do animal. E cronometrado o tempo de 20 segundos,
sob observagéo para onde o animal se locomove. No dia em que o animal se move
para o canto com maravalha proveniente do ninho, anota-se o dia pos-natal
correspondente. Esse teste pode ser realizado com até duas tentativas para

confirmagéo do parametro (Fig. 21).

Figura 21 - Avaliagao do desenvolvimento fisico e sensdério-motor: olfato. Filhote se orientando para a
maravalha do ninho (direita) e limpa (esquerda).
Fonte: a autora

e Sobressalto auditivo: apds o PN7, o filhote € colocado na palma da méo
e em seguida o pesquisador solta um estalo com a boca, como 0 som de um beijo
estalado, e observa-se a reacdo do animal. A reacdo de aparecimento da funcao
auditiva consiste no sobressalto do filhote, ou seja, uma parada subita seguida de um

salto de alguns milimetros, como se fosse um pequeno susto.
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e Quedal livre: apos o PN7, o animal € segurado pelas quatros patas com o
dorso voltado para a base da caixa contendo maravalha. Solta-se o animal a uma

altura de 30 cm e verifica-se se 0 animal cai com as quatro patas voltadas para base

da caixa (Fig. 22).

Figura 22 — Avaliacao do desenvolvimento fisico e sensoério-motor: Queda livre. Filhote sem reflexo
caindo com ventre voltado para cima (A-B) e com reflexo, caindo com as quatros patas voltadas para
a base da caixa (C-D).

Fonte: a autora
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e Descida dos testiculos: a partir do PN14 verifica-se o dia em que os dois
testiculos do animal podem ser apalpados no escroto (Fig. 23). No macho, a descida

dos testiculos inicia a partir de PN15 (317) .

Figura 23 — Avaliacao da instalagdo da puberdade em machos. Descida dos testiculos em B (seta).
Fonte: a autora

e Abertura vaginal: a partir do PN25 verifica-se o dia em que houve a

completa abertura vaginal da fémea. (Fig. 24).

o e S

Figura 24 — Avaliacdo da instalacdo da puberdade em fémeas. Fémea com vagina (circulos) fechada
(A), inicio da abertura (B) e com abertura vaginal completa (C).
Fonte: a autora
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3.9 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

As analises estatisticas dos dados e a construcdo dos graficos foram
realizadas com o software GraphPadPrism® versédo 6 (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA, USA). Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo da média
(EPM). Para a comparacdao das diferencas entre os grupos experimentais foi usado o
teste ANOVA duas vias seguido do pos-teste Tukey para analises das curvas de
massa corporal e ingestédo alimentar, e o teste t de Student ndo pareado para analise
dos demais dados. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITOS DA SOBRENUTRICAO POS-NATAL PRECOCE SOBRE
PARAMETROS BIOMETRICOS E METABOLICOS DA GERACAO F1

Os resultados indicam que a redugéo de ninhada no grupo SLF1 promoveu
aumento significativo da massa corporal nas ratas ja no PN7 (Fig 25) (NLF1 13,6 +
0,27 g vs SLF1 16,1 £ 0,41 g; p = 0,0001; Fig. 26A), que se manteve durante a vida
adulta PN70 (NLF1 186,3 + 2,12 g vs SLF1 196,7 + 2,83 g; p = 0,005; Fig. 26B), no
final da gestagcédo (NLF1 299,1 £ 8,12 g vs SLF1 333,7 + 11,92 g; p = 0,03; Fig. 26C)
e da lactacdo (NLF1 233,9 + 7,05 g vs SLF1 266,1 + 11,08 g; p = 0,04; Fig. 26D).

Durante o PN21 a PN70, o consumo alimentar (Area Sob a Curva — ASC) foi
maior no grupo SLF1, comparado ao grupo NLF1 (NLF1 312,7 + 17,08 vs SLF1 366,7
+ 16,93 p = 0,04; Fig. 26E). No entanto, ndo houve diferenca significativa nos periodos
gestacional (NLF1 2,9 + 0,35 vs SLF1 4,8 + 1,19; p = 0,15; Fig. 26F) e lactacional
(NLF1 25,4 +1,10 vs SLF1 27,3 £ 0,74; p = 0,15; Fig. 26G).

A tabela 8 mostra o efeito da sobrenutricdo pds-natal precoce sobre a gordura
corporal. A massa das gorduras periuterina, perigonadal e retroperitoneal foi maior no
grupo SLF1, comparado ao grupo NLF1, em todas as fases (nulipara, gestacional e
lactacional) (Fig. 27). Na mesma tabela observamos que o grupo SLF1 apresentou
aumento significativo nas massas do figado na fase da lactacdo e do pancreas em

todas as fases (nulipara, gestacional e lactacional).

14 dias
21 dias

70 dias

Figura 25- Imagens representativas comparando o tamanho de fémeas NLF1 (esquerda) e SLF1
(direita) desde o nascimento até 70 dias de idade.
Fonte: a autora
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Figura 26 — Efeito da sobrenutricdo pos-natal precoce sobre a massa corporal e ingestao de alimentos
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durante a lactacao (D). E-G: ingestéo alimentar - area sob a curva (ASC). E: ASC - Ingestéo alimentar
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***n<0,001; ****p<0,0001.
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Tabela 8 - Efeito da sobrenutricdo pds-natal precoce sobre gorduras, figado e
pancreas de ratas nuliparas, gestantes e lactantes da geracao F1

ORGAOS

MASSAS DOS ORGAOS/FASE (mg)

NULIPARA

GESTACAO LACTACAO
NLF1 SLF1 NLF1 SLF1 NLF1 SLF1
Gordura 1483 2111 2771 3765 1445 2388
e +114,3 + 158,7** +259,0 +311,3* +250,7 + 284 4*
periuterina (n=10) (n=11) (n=10) (n=8) (n=7) (n=7)
Gordura 874 1709 1519 2275 620 1469
. dal +68,9 + 256,5** +156,5 + 269,9* £722 +282,5*
perigona (n=10) (n=10) (n=8) (n=6) (n=7) (n=8)
Gordura 1005 1884 1915 2768 827 2109
retroperitoneal +88,3 + 240,8** +145,8 + 328,7* +142,1 + 524,0*
(n=10) (n=9) (n=10) (n=9) (n=7) (n=7)
6595 6600 10147 10435 9778 11605
Figado + 2438 +241,2 +485,2 +316,1 +581,9 + 602,9*
(n=10) (n=11) (n=10) (n=9) (n=7) (n=7)
413 473 426 537 460 545
Pancreas +18,8 +20,0* +13,2 +27,3% +12,8 +23,3*
(n=9) (n=9) (n=10) (n=9) (n=6) (n=8)

Os resultados sdo expressos em média +tEPM; *p<0,05; **p<0,01.

Figura 27-Imagens representativas de 6rgédos e gorduras dos grupos NLF1 (esquerda) e SLF1 (direita)
de ratas nuliparas (A-B) e lactantes (C-D). Fi: figado. Pa: pancreas. Cé: cérebro. Ut: Gtero. Ov: ovario.
GPO: gordura periovariana. GRP: gordura retroperitonial. GPU: gordura periuterina.

Fonte: a autora
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4.2 EFEITOS DA SOBRENUTRICAO POS-NATAL PRECOCE SOBRE
PARAMETROS BIOMETRICOS E CONSUMO DE LEITE DA GERACAO F2

A prole F2 do grupo SLF1 (GOF2), machos e fémeas, teve aumento
significativo na massa corporal em relacdo a do grupo NLF1 (GCF2), desde o
nascimento até PN21. Em PN21 os filhotes machos do grupo GOF2 apresentaram
maior ganho de massa comparado a prole GCF2 (GCF2 38,9 £ 0,55 g vs GOF2 45,5
+ 0,66 g; p < 0,0001; Fig.28A); resultado semelhante foi observado nas fémeas GOF2
(GCF2 38,5 + 0,48 g vs GOF2 42,8 + 0,95 g; p = 0,0007; Fig. 28B). Além disso, 0
consumo de leite foi maior na prole GOF2, comparado a prole GCF2, em machos
(GCF2 0,19 £ 0,040 ml vs GOF2 0,45 + 0,036 ml; p = 0,0003; Fig. 28C) e em fémeas
(GCF2 0,18 + 0,018 ml vs GOF2 0,41 + 0,044 ml; p = 0,0002; Fig. 28D).
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210 =T 810
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0o 7 14 21 o 7 14 21
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Figura 28 — Efeito da sobrenutricdo pds-natal precoce sobre a massa corporal e ingestao de leite da
prole F2 dos grupos GCF2 e GOF2. A: Massa corporal da prole F2 macho. B: Massa corporal da prole
F2 fémea. C: consumo de leite pelos filhotes machos. D: consumo de leite pelos filhotes fémeas. Os
dados sao expressos em média + EPM. Teste t de Student. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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4.3 EFEITOS DA SOBRENUTRICAO POS-NATAL PRECOCE SOBRE
PARAMETROS REPRODUTIVOS E COMPORTAMENTAIS DE RATAS F1

As ratas do grupo SLF1 apresentaram instalacdo da puberdade antecipada
(NLF1 36,1 + 0,61 dia vs SLF1 34,4 + 0,44 dia; p=0,03; Fig. 29A) e menor nimero de
estros durante o periodo de 20 dias (NLF1 4,5 + 0,12 vs SLF1 4,1 + 0,13; p = 0,03;
Fig. 29B), comparadas ao grupo NLF1.

No parametro comportamento sexual, as fémeas SLF1, comparadas ao grupo
NLF1, apresentaram menor proceptividade (NLF1 92 + 4,0% vs SLF1 46 = 7,2%;
p<0,0001; Fig. 29C), receptividade (NLF1 92 + 7,0% vs SLF1 57 £ 9,6%; p = 0,01; Fig.
29D) e coeficiente de lordose (NLF1 96 + 3,7% vs SLF1 77 + 7,4%; p = 0,03; Fig. 29E).

N&o houve alteracdo no percentual de pré-implantacdo (Fig. 30A) e perdas
pés-implantacdo (Fig. 30B), no entanto, houve redu¢do no numero de corpos liteos
do grupo SLF1, comparado ao grupo NLF1 (NLF1 13,3 + 0,42 vs SLF1 11,6 £0,33; p
= 0,01; Fig. 30C). Nao houve diferenca significativa no numero de fetos vivos machos
e fémeas (Fig. 30D e Fig. 30E). Todavia, o numero de filhotes nascidos vivos foi menor
no grupo SLF1 em machos (NLF1 4,9 + 0,47 vs SLF1 3,5 £ 0,33; p = 0,04; Fig. 30G)
e fémeas (NLF1 7,1 £ 0,51 vs SLF1 5,9 = 0,23; p = 0,04; Fig. 30H). Nao houve
diferenca significativa no namero total de fetos vivos (Fig. 30F), mas o numero total
de filhotes nascidos vivos foi menor no grupo SLF1 (NLF1 11,4 + 0,53 vs SLF1 9,8 +
0,46; p = 0,03; Fig. 30I).

Quanto ao comportamento maternal, a tabela 9 mostra que no primeiro dia de
teste (PN3) as fémeas SLF1, comparadas ao grupo NLF1, apresentaram maior
laténcia de recuperacdo do segundo e terceiro filhote, no entanto, a laténcia de
recuperacdo do ultimo filhote foi menor no primeiro e no segundo dia de teste (PN7).
No terceiro dia de teste (PN11) ndo houve diferenga significativa na laténcia de
recuperacao dos filhotes. As fémeas ficaram mais tempo no ninho no primeiro dia de
teste. Contudo, ndo houve diferenca significativa no segundo e terceiro dia de teste
nesses parametros, mas o numero de entradas e saidas no primeiro, segundo e
terceiro dia de teste foi menor no grupo SLF1. Por fim, as fémeas SLF1 apresentaram
escore de cuidado materno maior somente no primeiro dia de teste, comparado ao
grupo NLF1 (Tabela 9).
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Tabela 9 — Efeito da sobrenutricdo pds-natal precoce sobre o comportamento
maternal de ratas lactantes F1

COMPORTAMENTO MATERNAL

1° dia de teste (PN3)

2°dia de teste (PN7)

3°dia de teste (PN11)

PARAMETROS
NLF1 SLF1 NLF1 SLF1 NLF1 SLF1
Laténcia 1° 24,1 27,7 60,4 60,3 73,0 73,7
filhote (s) +5,61 +5,40 + 16,98 + 14,57 + 24,03 + 19,86
(n=6) (n=7) (n=7) (n=8) (n=7) (n=9)
Laténcia 2° 36,7 68,1 81,0 89,6 57,6 65,9
filhote (s) +6,11 +12,48* + 15,99 + 18,32 + 16,11 + 14,99
(n=7) (n=7) (n=8) (n=8) (n=8) (n=9)
Laténcia 3° 43,3 83,7 105,8 129,2 79,9 94,1
filhote (s) +6,21 +12,79* +17,01 + 25,67 + 17,96 + 20,28
(n=7) (n=8) (n=8) (n=6) (n=8) (n=10)
Laténcia altimo 223,7 131,9 245,4 155,3 168,0 2479
filhote (s) +22,19 + 25,36* + 30,45 + 27,46* + 28,60 + 41,08
(n=7) (n=7) (n=8) (n=7) (n=7) (n=8)
Tempo dentro 471,3 701 607,9 698,5 595,4 617,7
do ninho (s) + 42,00 + 77,50*% + 86,62 + 113,90 + 36,79 + 93,56
(n=8) (n=5) (n=8) (n=8) (n=10) (n=10)
Entradas e 18 11,5 17 11 14,2 8
saidas do + 1,59 +1,93* +2,22 +0,98* +1,54 + 1,07
ninho (n) (n=8) (n=8) (n=7) (n=8) (n=10) (n=10)
Escore 11 2 1,6 1,9 1,4 1.8
cuidado +0,12 +0,36* +0,26 + 0,35 +0,16 +0,24
materno (n=8) (n=6) (n=8) (n=8) (n=10) (n=10)

Os resultados sé@o expressos em média + EPM; *p<0,05; **p<0,01.
s:segundos  n: nimero

PN: dia pés-natal
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4.4 EFEITOS DA SOBRENUTRICAO POS-NATAL PRECOCE SOBRE
PARAMETROS BIOQUIMICOS DE F1

No grupo SLF1l, comparado ao grupo NLF1, houve aumento das
concentracdes de glicose sanguinea na fase nulipara (NLF1 125,7 £ 5,94 mg/dl vs
SLF1 157,2 £ 8,31 mg/dl; p = 0,01; Fig. 31A) e de triglicérides séricos nas fases
gestacdo (NLF1 315,6 + 30,13 mg/dl vs SLF1 462,5 + 56,97 mg/dl; p = 0,04; Fig. 31E)
e lactacdo (NLF1 73,8 + 4,06 mg/dl vs SLF1 131,7 + 19,29 mg/dl; p = 0,03; Fig. 31F).
Esse grupo também apresentou redugcdo das concentracbes de HDL sérico na
gestacdo (NLF1 23,5 £ 3,93 mg/dl vs SLF1 13,8 + 0,61 mg/dl; p = 0,05; Fig. 31K) e
lactacdo (NLF1 49,1 + 3,21 mg/dl vs SLF1 35,5 + 4,37 mg/dl; p = 0,05; Fig. 31L) sem
diferenca significativa nas concentracdes de colesterol total, e reducdo da
concentracdo sérica de estradiol na fase nulipara (NLF1 59,3 + 3,73 pg/ml vs SLF1
41,5 + 4,05 pg/ml; p = 0,01; Fig. 31M).



A B
200+ 200+
ook
S 150 S 150.
T 150 _ D150
E E
o 1001 @100
w in
o [=]
o 2
0 50_ 0 50_ -
NLF1 SLF1 NLF1 SLF1
D E
__200- 600
= = *
3 s
[ ]
150+
E E 400
$ 3 ——
- 100 o
5 3
k= —= ©2001
5 501 )
| |
= =
NLF1 SLF1 NLF1 SLF1
G H
5100 5100
£ 80- £ 80|
E E _—r
60+ 60-
g 2
S 40- T 40-
5 S
% % 20-
© o
[&] (3] 0
NLF1 SLF1 NLF1 SLF1
J K
60 60-
> 40 > 40
E E
g 9 T
o 20- B 20- *
I I -
NLF1 SLF1 NLF1 SLF1
M
80 -
-y
E 60 - -
=
=
5 40-
=
&
o 20
[11]
NLF1 SLF1

Triglicérides {mg/dl)

HDL¢ (mg/dI)

-

Glicosi{mg-'dlj

-

Colesterol total (mg/dl)

LACTANTES

]
=]
g0

o 4]
(=] o

4]
(=]

o

200+

150

-

o

(=]
|

4]
(=]
1

[=]

NLF1

SLF1

3

)
o o
|

NLF1

£ [ 1 ] o
(=] o o o
I | I |

SLF1

60+

40+

20+

NLF1

SLF1

.*

NLF1

SLF1

79

Figura 31 — Efeito da sobrenutricdo pds-natal precoce sobre parametros bioquimicos dos grupos SLF1
e NLF1. Dosagens de glicose (A-C), triglicérides (D-F), colesterol total (G-I), colesterol HDL (J-L) nas
fases nulipara, gestacdo e lactagdo. M: dosagem de estradiol na fase nulipara. Os resultados sdo
expressos em média + EPM. Teste t de Student, *p<0,05; **p<0,01.
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4.5 EFEITOS DA SOBRENUTRICAO POS-NATAL PRECOCE DE F1 SOBRE O
DESENVOLVIMENTO FiSICO, SENSORIO-MOTOR E REPRODUTIVO DA PROLE
F2

A tabela 10 mostra os resultados obtidos da prole dos grupos NLF1 e SLF1.
Nota-se que a prole GOF2 apresentou antecipacdo dos parametros sensorio-motor
(reflexo postural, geotaxia negativa, esquiva ao abismo) em machos e fémeas.
Todavia o reflexo de sobressalto auditivo foi mais tardio em machos e fémeas, néao
tendo diferenga significativa nos parametros de olfato e queda livre. Quanto aos
parametros fisicos, foram antecipados a erupcdo dos incisivos e a instalacdo da
puberdade, e mais tardio a abertura dos olhos, sem diferenca significativa no

desdobramento das orelhas.



Tabela 10- Efeito da sobrenutricdo pds-natal
desenvolvimento fisico, sensdrio-motor e reprodutivo da prole F2

81

precoce de F1 sobre o

AVALIACAO FiSICA, SENSORIO-MOTOR E
REPRODUTIVA (idade p6s-natal - PN)

PARAMETROS GCE2 GOE?
MACHO FEMEA MACHO FEMEA
1,4 1,7 1,0 1,0
Reflexo postural +0,16 +0,14 + 0,05* + 0,04xx**
(n=19) (n=23) (n=22) (n=24)
7,5 7,3 6,7 6,5
Geotaxia negativa +0,35 + 0,27 + 0,20* +0,22*
(n=16) (n=22) (n=25) (n=22)
8,0 8,6 7,4 7,4
Esquiva ao abismo +0,19 + 0,26 +0,21* +0,23**
SENSORIO- (n=16) (n=21) (n=23) (n=21)
MOTOR 10,1 10,9 10,0 11,4
Olfato +0,47 + 0,40 +0,39 +0,19
(n=18) (n=23) (n=28) (n=22)
Sobressalto 12,8 12,5 13,5 13,2
auditivo +0,18 +0,16 + 0,22* +0,21**
(n=18) (n=23) (n=26) (n=23)
13,8 13,9 14,2 14
Queda livre +0,29 + 0,27 +0,18 + 0,22
(n=18) (n=23) (n=25) (n=22)
3,3 3,3 3,5 3,5
gfeslﬁgbrame”to da o010 +0,09 +£0,10 +,010
(n=19) (n=23) (n=25) (n=22)
10,2 9,9 9,5 9,2
Fisico Erupgéo incisivos +0,21 +0,21 +0,18* +0,15*
(n=17) (n=23) (n=26) (n=23)
Abertura dos 14,0 14,0 14,4 14,7
olhos +0,14 +0,16 +0,11* +0,17*
(n=18) (n=23) (n=26) (n=21)
Instalaco da 20,2 35,6 18,5 33,7
REPRODUTIVO uberdade +0,43 +0,33 + 0,27** + 0,37***
P (n=18) (n=26) (n=22) (n=24)

Os resultados sé@o expressos em média + EPM; *p<0,05; **p<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001
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4.6 EFEITOS DA SOBRENUTRICAO POS-NATAL PRECOCE SOBRE GLANDULA
MAMARIA, OVARIO E UTERO DE F1

As andlises morfométricas das glandulas mamarias das ratas nuliparas
mostraram aumento da espessura da camada adiposa (NLF1 385,6 £ 7,97 um vs
SLF1 632,1 £ 14,75 um; p<0,0001; Fig. 32 A, B e E) e da area dos adipocitos (NLF1
1265,0 + 22,21 um? vs SLF1 2885,0 + 43,71 um?; p<0,0001; Fig. 32 C, D e G) nos
grupos SLF1 quando comparados aos grupos NLF1. Todavia, ndo houve diferenca
significativa no numero de adipdcitos entre os grupos (Fig. 32F).

As analises histopatologicas e morfométricas dos ovarios de ratas nuliparas
foram realizadas classificando os foliculos de acordo com o estagio de
desenvolvimento. Essas analises mostraram uma redu¢do no niumero de foliculos em
crescimento (NL 13,8 + 0,76 vs SL 10,9 + 0,60; p = 0,005; Fig. 33G) e de corpos luteos
(NL 11,6 £ 0,62 vs SL 9,3 + 0,26; p = 0,002; Fig. 33J), com aumento do numero de
foliculos cisticos (NL 0,3 + 0,10 vs SL 3,7 £ 0,60; p < 0,0001; Fig. 33H) e atrésicos (NL
1,5+0,15vs SL 3,5 +0,46; p = 0,0002; Fig. 33I) no grupo SLF1 comparado ao grupo
NLF1. O grupo NLF1 apresentou predominantemente foliculos secundéarios ou
maduros, enquanto no grupo SLF1 predominou foliculos em estagio inicial de

desenvolvimento (primario unilaminar e multilaminar).

No Utero, as analises histopatoldgicas mostraram que o grupo SLF1 apresentou

glandulas endometriais com células inflamatorias e degenerativas (Fig. 34).
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Figura 32 — Efeito da sobrenutricdo pés-natal precoce sobre glandulas mamarias de ratas F1 nuliparas.
A: fotomicrografia de cortes histolégicos transversais das glandulas mamérias de ratas F1 nuliparas
mostrando qualitativamente a espessura da camada de tecido adiposo branco (TAB) e tamanho dos
adipdcitos nos grupos NLF1 (esquerda) e SLF1 (direita) (coloragcdo HE; aumento 50x e 400x,
respectivamente). B: medida da espessura da camada adiposa das glandulas mamérias de ratas F1
nuliparas. C: ndmero de adipdcitos das glandulas maméarias de ratas F1 nuliparas. D: area dos
adipdcitos das glandulas mamaérias de ratas F1 nuliparas. Os resultados sdo expressos em média +
EPM. Teste t de Student; (n=5/grupo); ****p<0,0001.
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Figura 33 — Efeito da sobrenutricdo pds-natal precoce sobre ovérios de ratas F1 nuliparas. Cortes
histolégicos transversais de ovéario corados pelo método da hematoxilina-eosina. A-B: Aspectos
teciduais dos ovérios de fémeas do grupo NLF1. Varios corpos luteos (cl) e foliculos em crescimento
(setas longas) sao observados no cértex ovariano. Foliculo primario multilaminar contendo um odcito
primario integro (seta curta). C-F: Estrutura histolégica dos ovarios de fémeas SLF1. C: viséo geral de
um ovério policistico exibindo foliculos cisticos (*), foliculos em crescimento (setas longas) e corpos
liteos (cl) no cértex ovariano. D: foliculos em crescimento (setas longas) proximos a um foliculo cistico
(*). E: detalhe de um corpo lateo (cl) bem desenvolvido. F: Detalhe de um foliculo atrésico com evidente
degeneragéo das células da granulosa (g) e do odcito (0). G: numero de foliculos ovarianos (priméario
unilaminar e multilaminar, secundério e maduro). H: numero de foliculos cisticos. I: numero de foliculos
atrésicos. J: numero de corpos liteos. Os resultados sdo expressos em média + EPM. Teste t de
Student; (n=5/grupo); **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Figura 34 — Efeito da sobrenutricdo pds-natal precoce sobre Utero de ratas F1 nuliparas. Cortes
histolégicos transversais do Utero de fémeas dos grupos NLF1 (A-B) e SLF1 (C-D), submetidos ao
método de coloracdo pela hematoxilina-eosina. A-B: fémeas NLF1 apresentaram endométrio (€) com
glandulas desenvolvidas (gl). Lamen uterino (l), miométrio (m). C: fémeas SLF1 apresentaram focos
inflamatérios na lamina propria endometrial (seta curta). D: observe as glandulas endometriais
apresentando células inflamatérias (seta curta) e células em degeneracao (seta longa).
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4.7 EFEITOS DA SOBRENUTRICAO POS-NATAL PRECOCE SOBRE A
EXPRESSAO DOS RECEPTORES ERa e ERB EM OVARIOS DE F1

A expresséao da proteina ERa foi maior nos animais SLF1 em comparagao aos
animais NLF1 (NLF1 100 * 25,4 vs SLF1 185 * 16,2; p < 0,05; Fig. 35A). Nao foi
observada diferenca na expressao de ER[ no ovario de animais SLF1 em comparacéo
com animais NLF1 (NLF1 100 + 7,2 vs SLF1 113 £ 10,1; p = 0,35; Fig. 35B).
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Figura 35. Efeitos da sobrenutricdo pds-natal precoce sobre os receptores de estrogénios no ovario.
Analises Western Blot de ERa (A) e ERB (B). Imunoblots representativos sdo mostrados abaixo dos
graficos. Os resultados sdo expressos em média + EPM de cada grupo, normalizado para densidade
de GAPDH. Teste t-Student; (n=4/grupo em A-B; *p<0,05.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo utilizou-se o0 modelo de reducéao de ninhada para avaliar
os efeitos de curto e longo prazo da programacdo metabdlica pos-natal. Houve
alteracdes na primeira e segunda geracdo, sendo que a programacdo metabdlica
neonatal promoveu modificacdes a curto e a longo prazo.

Apés o nascimento, as fémeas SLF1 apresentaram maior massa corporal
desde a primeira semana, se mantendo na gestacdo e lactacdo, com aumento dos
tecidos adiposos em todas as fases, dislipidemia mais acentuada na gestacdo e
lactacédo, hiperglicemia e hiperfagia na pré-concepcao. Esses resultados corroboram
com aqueles obtidos por Collden et al. (296), em que camundongos machos
provenientes de ninhada reduzida apresentaram sobrepeso durante a lactacéo e
maior adiposidade e sobrepeso na vida adulta. Também observaram que esses
animais eram hiperfagicos e hiperglicémicos quando adultos.

Enes-Marques & Giusti-Paiva (297) observaram em seu estudo que ratos
machos e fémeas também apresentaram maior ganho de massa e adiposidade,
hiperglicemia e dislipidemia quando adultos. Outros estudos também evidenciaram
gue alteracfes nutricionais no periodo gestacional ou pos-natal podem desencadear
modificacdes no desenvolvimento e maturacdo de diversos Orgaos, podendo, em
longo prazo, estar associadas ao contexto da atual epidemia da obesidade
(15,16,334).

A reducdao de ninhada promove alteragcdes na quantidade e qualidade do leite,
levando a uma maior producao de lipidios no leite (338,339). Também promove
malprogramacdo precoce no sistema hipotalamico, levando a resisténcia de leptina
central e a insulina, aumentando 0s sinais orexigenos, sendo essas alteracdes
responsaveis pela ocorréncia de hiperfagia, sobrepeso, hiperglicemia e
hiperinsulinemia ao longo da vida (180,293,294,340,341). Nossos achados
corroboram os estudos anteriores, sugerindo que a sobrenutricdo pos-natal precoce
durante a lactacdo promove alteragcbes comuns a sindrome metabdlica na idade
adulta. Assim, novos estudos devem ser delineados visando analisar a resisténcia a

leptina nesse modelo de obesidade.

O presente estudo também mostrou que a instalacdo da puberdade em ratas
F1 oriundas de ninhadas reduzidas foi antecipada, embora dentro dos padrdes de

normalidade para a espécie (317), assim como apresentaram menos estros, indicando
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menor capacidade ovulatéria. Wu et al. (342) observaram que fémeas provenientes
de pequenas ninhadas apresentaram antecipacéo da instalacado da puberdade, assim
como menor numero de estros. Castellano et al. (343) também observaram
antecipacao da instalacéo da puberdade com niveis mais elevados de leptina e mRNA

do Kiss1 hipotalamico.

Embora influéncias genéticas e mutacdes génicas possam estar relacionadas
com a puberdade precoce, 0 excesso de gordura também influencia na maturacéo
sexual (344,345). Esse excesso promove aumento das concentracdes de leptina, que
sinaliza precocemente o inicio da puberdade e pode contribuir para a ativacao do eixo
HPG, resultando em aumento na sintese de esteroides e desenvolvimento folicular
anormal (49,50,346-348). Em humanos, o aumento excessivo de tecido adiposo
precoce em meninas antecipa o periodo de instalacdo da puberdade, favorece o
aparecimento de irregularidades menstruais e aumenta a disfuncdo ovulatéria,
podendo causar infertilidade na idade adulta (50,54,183,346). Esses achados
demonstram que o excesso de gordura corporal persistente durante o periodo de

desenvolvimento inicial pode contribuir para a ativagédo puberal precoce.

Muitos modelos de inducdo da obesidade em animais ja foram descritos para
avaliar as alteracdes produzidas pelo excesso de gordura corporal. No entanto,
poucos estudos sobre reproducao no modelo de reducédo de ninhada foram propostos.
No modelo usado neste estudo, fémeas com obesidade apresentaram menor
desempenho no comportamento sexual, que pode ser parcialmente justificado pela
reducdo da concentracdo de estradiol plasmatico no grupo SLF1 comparadas ao
grupo NLF1. Bazzano et al. (349) observaram em fémeas tratadas com dieta
hipercal6rica ap6s o desmame que elas apresentaram reducao nas concentracdes de
estradiol. Zemlan et al. (187) e Dominguez-Ordofiez et al. (350) mostraram que a
administracdo de estrogénio em ratas ovariectomizadas facilita o comportamento de
lordose, promovendo aumento do grau de argueamento das costas durante o
movimento e na laténcia para responder com lordose ao macho, estendendo a

duracédo da postura de lordose.

Outra possivel justificativa sobre a redu¢do do comportamento sexual refere-
se ao estado de hiperleptinemia que ratas com obesidade apresentam, embora néao
estudado nesse modelo no presente estudo. Garcia-Juarez (351) mostrou que a

administracdo intracerebroventricular (icv) de leptina em ratas ovariectomizadas,
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previamente tratadas com estradiol facilita a lordose por meio da ativacdo do receptor
de GnRH-1 e progestina, todavia, inibe a proceptividade e aumenta o comportamento

de rejeigao.

Estudos in vitro mostram que a leptina diminui a liberagdo de noradrenalina
(NA) no hipotdlamo de maneira dose-dependente e essa inibicdo aumenta
significativamente os comportamentos sexuais de rejeicao (352,353). A administracéo
icv de leptina pode ativar simultaneamente duas vias: a liberagcado de GnRH, resultando
em facilitagdo da lordose, e a inibicdo da liberacdo de NA, induzindo a exibicdo de

comportamentos de rejeicdo e inibindo o comportamento de proceptividade (352,353).

Os hormonios esteroides ovarianos estradiol e progesterona tém profundas
influéncias modulatérias nos circuitos neurais que regulam o comportamento sexual
(184,185). Alguns autores observaram que mulheres com obesidade apresentam
concentracfes mais elevadas de estradiol do que pacientes com massa normal (354),
enguanto outros mostraram que pacientes com obesidade tém concentra¢cdes mais
baixas de estradiol (355-357) com um possivel efeito inibitério direto da massa
corporal na producdo de gonadotrofina e estradiol (358). Kirchengast et al. (186)
observaram que o aumento do massa corporal e do IMC em mulheres reduziram
significativamente o interesse sexual. Os autores defendem que a melhoria da funcéo
sexual apds a reducdo de massa em mulheres jovens com obesidade deve-se
provavelmente a alteracdes nos hormdnios sexuais, estrogenos e andrégenos e a

melhora da autoestima.

Outro fator a ser considerado € que o estradiol pode inibir a ingestdo de
alimentos, ingestdo de agua e reduzir a massa corporal em modelos animais (359),
bem como em mulheres (360). Em roedores, a ovariectomia leva ao desenvolvimento
da obesidade, enquanto a suplementacdo com estradiol antagoniza esses efeitos
(361,362). Levando em consideracdo todos esses achados, sugerimos que a
sobrenutricdo pos-natal precoce induz a obesidade e concentracfes mais baixas de
estradiol podem ser uma caracteristica importante no desenvolvimento dessa

patologia.

Nas analises morfométricas dos ovarios, as fémeas SLF1, apresentaram menor
namero de foliculos ovarianos em crescimento e corpos lateos e maior nimero de
foliculos cisticos e atrésicos. Vale destacar também que, os ovarios das fémeas SLF1,

coletados no periodo fértil, apresentaram mais foliculos ovarianos em estagios iniciais
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(priméario unilaminar e multilaminar), enquanto nas fémeas NLF1 os foliculos
predominantes eram secundarios ou maduros. As fémeas SLF1 também
apresentaram aumento da glicose sanguinea na fase adulta virgem. Bazzano et al.
(349) observaram em seu estudo o aumento do numero de foliculos cisticos e
atrésicos em ovarios de fémeas tratadas com dieta hipercalérica. No entanto, néo
houve diferenca no namero de foliculos ovarianos em crescimento nos grupos

estudados.

A composicdo do fluido folicular de pacientes submetidos a reproducéo
assistida com diferentes IMC foi analisada por Robker et al. (363), e observaram que
o aumento do IMC resultou em alteragcbes na composi¢cdo do liquido folicular, em
particular, aumentos nas concentracdes de insulina folicular, glicose e lactato. A
exposicdo a altos niveis de glicose pode ser um dos principais contribuintes para a ma

qualidade do oécito em mulheres com obesidade.

Os odcitos derivados de mulheres com obesidade provavelmente estao
expostos a concentracdes mais altas de glicose através de uma combinacdo de
concentracbes de glicose e aumento da atividade dos transportadores de glicose
dentro das células do foliculo ovariano (175,364,365). Chang et al. (175) mostraram
gue odcitos de camundongos com DM1 e hiperglicemia se desenvolve pouco devido
a reducao da foliculogénese, oogénese e maturacéo do odcito. Os camundongos com
diabetes induzida apresentaram foliculogénese alterada e aumento da incidéncia de
apoptose folicular, reduzindo, assim, as taxas de ovulagéo, e os odécitos de foliculos
pré-ovulatérios foram 30% menores em comparacado com o6citos de animais controle.
Mulheres com sobrepeso e obesidade também exibem insulina e triglicérides
intrafoliculares elevados e aumentam a expressao de receptores de lipoproteinas
(366,367).

Além disso, foliculos ovarianos de mulheres com obesidade apresentam
caracteristicas inflamatérias e um elevado indice de atividade androgénica (368). A
fisiopatologia da SOP envolve defeitos primarios no eixo HPG, secrecao e acédo da
insulina e fungéo ovariana, e esta associada a obesidade e a resisténcia a insulina.
Com excesso de insulina, os ovarios respondem produzindo andrégenos, o que pode

levar & anovulagéo (171).
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A reducéo de acbes estrogénicas esta relacionada a atresia folicular, que leva
a degeneracédo precoce dos foliculos (369,370). Além disso, o estrogénio suprime a

apoptose nas CG (371) e mantém a funcdo do corpo luteo (372).

Nosso estudo mostrou, pela primeira vez, que ratas com obesidade tiveram
maior expressdo de ERa no ovario; no entanto, nenhuma diferenga foi observada na
expressao de ERB. Estudos mostraram que ha diferenga na expressao de ERa e ER[
em ovarios de ratas. O ERa é expresso exclusivamente em CT, enquanto ER &
expresso exclusivamente em CG dos foliculos em maturagéo (373). Estes dados sao
consistentes com a hipotese de que o estradiol desempenha um papel na regulacéo
do crescimento e desenvolvimento do foliculo dominante em mulheres. Na SOP, os
foliculos dominantes ndo se desenvolvem adequadamente. Durante os ciclos
ovulatérios, ha uma falha em regular positivamente a expressdo da enzima aromatase
nas CG, e a concentracdo de estradiol no microambiente folicular ndo aumenta

adequadamente (374).

Jakimiuk (178) et al. mostraram que a expressao de mRNA para ERf foi menor
em CG e CT de foliculos derivados de fémeas com SOP em comparagédo com foliculos
de tamanho correspondente de fémeas normais. Em relagdo ao ERa, observou-se
aumento na expressdo nas CT em ovarios policisticos. Esses dados indicam que ha
mudancas na proporc¢ao de isoformas de ERa e ERB em CG e CT de mulheres com
SOP (178).

No ovario policistico, as CG superexpressa os mRNAs para a biossintese de
androgenos e secretam androgenos aumentados em comparacédo as CT dos ovarios
normais (169). Alteracbes na responsividade das CT aos estrogénios podem
desempenhar um papel no hiperandrogenismo ovariano, porque o estrogénio é um
potente inibidor da producdo de androgénio mediada por ER (375). Nesse sentido,
alteracdes nas razdes ERa / ERB podem alterar as respostas das CT aos estrogénios

na producdo de andrégenos no desenvolvimento de foliculos.

Estudos mostram que a expressao de ERp ¢é alta em ovarios normais. Por outro
lado, a expressado de ERa é alta em canceres de ovario (376). No entanto, mostramos
pela primeira vez o envolvimento de ERa com SOP em ratas com obesidade. Este

resultado é consistente com outros dados encontrados por nés neste estudo.
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Cada um destes parametros alterados tem o potencial de influenciar as funcdes
dos ovérios e a qualidade dos o0citos. O mecanismo para 0 aumento do niamero de
foliculos em estégios iniciais no ovario das fémeas de ninhada reduzida pode ser um
mau funcionamento do sistema reprodutivo induzido pela supernutricdo pés-natal
precoce ao nivel do hipotalamo, hipofise ou ovario. Nossos achados sugerem que,
concentracfes reduzidas de estradiol, hiperglicemia e aumento da expressdo dos
receptores ERa nos ovarios podem ser responséveis pelo aumento do nimero de

foliculos atrésicos e cisticos.

Apesar da reducdo do numero de estros e foliculogénese prejudicada,
mostrando menor concentracdo plasmatica de estradiol, o que pode ter diminuido a
receptividade ao macho, as fémeas SLF1, nos parametros de fertilidade analisados,
ndo apresentaram alteracfes no nimero de implantacdes e reabsor¢des, ndo houve
aumento das taxas de aborto ou efeito embriotdxico, sendo que o numero de fetos
vivos obtidos durante a laparotomia foram iguais ao das fémeas NLF1. Por outro lado,
observou-se uma redug¢do no numero de corpos luteos. Outro ponto interessante
reside no numero de filhotes vivos, ou seja, aqueles filhotes que constituiram a
geracdo F2, nesse caso, o numero foi reduzido no grupo SLF1 em comparacdo com

0 grupo NLF1.

Robker (347) demonstrou que a obesidade induzida por dieta hipercalérica
em camundongos prejudica a competéncia de desenvolvimento do odcito. Niveis
alterados de gonadotrofinas e esteroides contribuem para a anovulacéo e estudos de
Van Der Steeg et al. (377) e Jensen et al. (378) mostraram que, mesmo em mulheres
gue ovulam regularmente, o aumento do IMC se correlaciona com reducdo da
concepcao. A obesidade pode afetar a funcdo do corpo luteo e do trofoblasto, e a
receptividade endometrial, tendo muitas implicagbes maternas com forte associagao
com desordens hipertensivas da gravidez, diabetes, infeccdo, tromboembolismo,
alteracdes de humor e complicacdes no parto aumentando, dessa forma, o risco de
abortos (347,379-383).

Adicionalmente, a analise histopatolégica do utero evidenciou alteracdes
celulares sugerindo aumento do processo inflamatorio e degenerativo. Esses achados
sao importantes pois mostram que a obesidade medeia a disfungédo endometrial antes
mesmo da concepc¢ao, podendo ser a causa da reducdo da taxa de implantacéo do

embrido, possiveis perdas fetais e reducdo da taxa de nascidos Vivos
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(54,364,382,384,385). O estrogénio tem papel fundamental na regeneracdo e
crescimento do endométrio, preparando o tecido uterino para responder a acédo da
progesterona pos-ovulagdo. No entanto, a biodisponibilidade sustentada dos
estrogénios, bem como dos receptores, € necesséria para induzir uma resposta
proliferativa uterina completa, e niveis excessivos ou deficientes de estrogénio podem
ter efeitos adversos na implantacdo (386—388). Nesse sentido, nosso estudo sugere
que o processo inflamatoério e degenerativo encontrado deve-se, provavelmente, ao
aumento de citocinas pro-inflamatérias decorrentes da sindrome metabdlica, embora
as dosagens ndo tenham sido realizadas no presente estudo, e da reducdo da

concentracdo de estradiol nos animais SLF1.

Na sequéncia dos resultados obtidos, pela primeira vez nosso estudo sobre o
comportamento maternal da geracdo F1 mostrou que as maes com obesidade
apresentaram um maior cuidado materno com sua prole no primeiro dia de teste,
contudo, esses comportamentos se normalizam com o grupo NLF1 com o passar do
tempo. No entanto, estudos mostram que a obesidade esta relacionada a ansiedade
(389) e menor cuidado materno (390,391).

Uma das hipoteses para explicar nossos resultados obtidos na avaliacédo de
comportamento maternal esta baseada no estudo de Enes-Marques & Giusti-Paiva
(297), que defende que méaes que possuem menos filhotes passam mais tempo no
ninho dedicando-se mais ao cuidar da prole. As maes F1, provenientes de ninhadas
reduzidas, podem ter recebido mais cuidado materno no periodo neonatal e, dessa

forma, repetiram o comportamento materno aprendido.

O fendtipo do comportamento materno pode ser herdado por vias genéticas
classicas ou por um modo comportamental ndo genémico de heranca, baseado em
fatores epigenéticos e ambientais (392-394). Esse pressuposto foi confirmado por
estudos relatando que, em ratos, a prole apresenta os mesmos padrdes de
comportamento manifestado pela mae. As ninhadas de maes muito lambedoras (boa
cuidadoras), quando criadas e estimuladas por maes que lambem pouco os filhotes,
crescem como maes também pouco lambedoras e mostram menor cuidado materno
(297,333,393,395). Contudo, uma analise mais minuciosa dos protocolos de
comportamento materno precisa ser desenvolvida para entender melhor esses

resultados.
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A superalimentacdo poés-natal precoce de F1 promoveu alteracbes nessa
geracao e na prole F2. A obesidade também apresenta risco de desenvolvimento de
doencas aos descendentes na vida adulta. Os filhos de méaes com obesidade sao mais
propensos a desenvolver obesidade, diabetes tipo Il e doenga cardiovascular na vida
adulta (396). Corroborando com esses achados, os resultados obtidos no presente
estudo mostraram que os filhotes F2 de maes com obesidade, machos e fémeas,
apresentaram um maior ganho de massa ja no inicio da vida pds-natal e consumiram

mais leite, comparados ao grupo controle.

Gomes et al. (255) mostraram que a obesidade materna durante a lactacéo
promove o desenvolvimento de obesidade na prole, com comprometimento do
sistema de melanocortina. Em seu estudo, a prole também apresentou alteracao na
homeostase da glicose e resisténcia insulinica periférica e central. Desai et al. (397)
observaram que a prole de mées com obesidade tratadas com dieta hipercalorica na
gestacdo e lactacdo apresentou hiperfagia, maior massa corporal e maior
adiposidade, comparada ao grupo controle. Estudos mostraram que diferentes tipos
de estresse durante a gestacdo e lactacdo podem induzir programacao metabdlica,
sugerindo que esses periodos desempenham um papel importante no

estabelecimento do fenétipo de obesidade na descendéncia adulta (15—-18,398).

E importante destacar que as interacBes entre fatores fetais intrinsecos
(genéticos) e fatores ambientais extrinsecos (massa pré-gestacional materno e
nutricdo) influenciam nas vias de sinalizagéo e podem acarretar no desenvolvimento
anormal de 6rgaos (399,400). Os embriées podem desenvolver a capacidade de se
adaptar as modificac6es do meio em resposta ao ambiente atipico, processo chamado

de plasticidade do desenvolvimento (252,401)

Nesse contexto, Barker e colaboradores propuseram que essa plasticidade
pode se tornar mal adaptativa e causar doenca em longo prazo. Os filhos de méaes
gue passaram por cirurgia para perda de massa corporal tém menos probabilidade de
ter obesidade quando comparado aos seus irmaos que nasceram antes da cirurgia.
Também s&o mais propensos a melhorar a sensibilidade a insulina, reduzir os lipideos
sanguineos e menos propensos a nascer com macrosssomia (402,403). Sendo assim,
os efeitos da obesidade materna sobre o ambiente intrauterino parecem ser muito

importantes para determinar a saude dos descendentes.
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Nas ultimas décadas, estudos tém correlacionado alteracbes da massa
corporal ao nascer e fatores de risco para doenca cardiovascular. Tanto o baixo massa
ao nascer quanto a macrossomia fetal foram associados ao desenvolvimento tardio
de um conjunto de desordens que inclui adiposidade abdominal, hipertenséo arterial,
dislipidemia, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, intolerancia a glicose, diabetes

mellitus tipo 2 e doenca cardiovascular (267-271).

Em experimentacdo animal, filhotes expostos a dieta hiperlipidica materna na
gestacdo tém concentracdes elevadas de leptina na circulacao periférica (404-406).
Chang et al. (407) identificaram que concentracdes elevadas de lipidios e de leptina
no sangue de fetos e neonatos estimulam a proliferacéo e diferenciacdo de células
neuroepiteliais no terceiro ventriculo. Depois de diferenciadas, essas células migram
para o hipotdlamo onde estimulam a producdo de neuropeptideos orexigenos,
podendo causar hiperfagia, ganho de massa e exacerbacdo do processo de

resisténcia a leptina.

O aumento da gordura corporal materna também altera a qualidade do leite.
Estudos mostram que a alimentacao rica em gordura e/ou obesidade materna podem
retardar o desenvolvimento da glandula mamaria, alterar a concentracao lipidica do
leite e prejudicar o desenvolvimento do neonato (232-234). A leptina sanguinea
materna pode ser transferida ao leite através das células epiteliais mamarias e sua
concentragdo no leite esta relacionada com a adiposidade materna (75,408,409).
Dessa forma, os animais que se alimentam desse leite materno sdo expostos a niveis
elevados de leptina, que pode ser absorvida pelo sistema digestorio do neonato. A
prole das fémeas com obesidade, geralmente hiperfagica, possivelmente também
ingerem mais leptina presente no leite que os filhotes de ratas magras. Embora néao
tenha sido avaliada neste estudo, a resisténcia central a leptina pode ser a base para
a hiperfagia encontrada e o aumento do ganho de massa, e estudos adicionais sao

necessarios para verificar os mecanismos envolvidos nessas alteracoes.

Nosso estudo também demonstrou que glandulas mamarias de ratas
nuliparas provenientes de ninhada reduzida apresentaram maior espessura da
camada adiposa subcutanea e hipertrofia dos adipocitos. Kamikawa et al. (410)
observaram que a obesidade induzida em camundongos néo gestantes resulta em um
tipico fenotipo de disturbio nutricional, incluindo glandulas mamaéarias abdominais

aumentadas e aumento significativo na expressao da leptina. Além disso, glandulas
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mamarias de ratas com obesidade exibiram um desenvolvimento anormal do ducto

mamario e continham maiores adip0citos.

Os adipdcitos possuem propriedades moduladoras no desenvolvimento das
glandulas mamadrias através da secrecao e acao de varias adipocinas, determinando,
assim, a extensdo em que o epitélio glandular de um individuo pode se transformar
em uma glandula mamaria funcional com desempenho lactacional (73,411-413). No
entanto, o excesso de tecido adiposo pode alterar a producdo dessas adipocinas e,
consequentemente, prejudicar o desempenho lactacional e/ou alterar a quantidade
dessas substancias que serdo transferidas ao leite, afetando, assim, o
desenvolvimento do neonato (78,89,92,238,239,414).

Nossos achados também evidenciaram varias alteracées no desenvolvimento
fisico e sensério-motor da prole F2 em decorréncia do aumento da disponibilidade de
leite durante o periodo lactacional da geracdo F1. Na avaliacdo do desenvolvimento
fisico e sensodrio-motor, a prole F2 do grupo SLF1 apresentou antecipacdo dos
parametros sensorio-motor em machos e fémeas.Também houve antecipacdo na
erupgao dos dentes incisivos, corroborando com um estudo que associou a
antecipacao da erupcdo dos dentes em criancas com obesidade (415). A erupcéo
dentaria tem sido associada ao estagio de desenvolvimento, que também esta

relacionado a gordura corporal (346,416).

Todavia, a abertura dos olhos e o sobressalto auditivo foram mais tardios. A
obesidade na infancia est4 associada a aumento do risco de déficit visual (417) e
alteracdes auditivas com aumento das chances de perda auditiva unilateral de baixa
frequéncia (418). Soares et al. (419) observaram um menor tempo na maturacao dos
reflexos na prole de maes com obesidade por dieta hiperlipidica na gestacdo e
lactacéo, enquanto Mendes-da-Silva et al. (420) observaram um atraso na maturacao

desses reflexos.

Estudos mostram que a desnutricAo neonatal resulta em atraso no
desenvolvimento somatico e sensorio-motor (421). Entretanto, estudos utilizando
modelo experimental de hiperalimentacdo, como dietas de cafeteria e hiperlipidica,
tém encontrado alterac6es em nivel neuroquimico em resposta ao excesso de oferta
alimentar (180,422,423). Em geral, como os reflexos neonatais podem ser

considerados como um indice de maturacgao cerebral, os presentes achados reforcam
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a ideia de que a nutricAo materna e alteracdes epigenéticas herdadas afetam os
mecanismos pré-natais e pos-natal precoces responsaveis pelo desenvolvimento
normal do cérebro (245,298,424—-426).

O cuidado materno também pode influenciar no desenvolvimento fisico e
sensorio-motor da prole. O contato social precoce entre a mae-filho molda o
desenvolvimento neural e comportamental da prole (427,428). Estudos mostram que
a sensibilidade as influencias maternas precoces servem como excelentes sistemas
modelo para manipular o cuidado materno (429). Os filhotes que recebem mais
cuidado materno mostram maior densidade de neurdnios no hipocampo (430), maior
expressao de neurotrofinas no cérebro (431), alteracdo na expressdo da subunidade
do receptor GABA na amigdala (432,433), alteracdo no desenvolvimento do eixo HPG
(434), alteracdo na expressdo do receptor de ocitocina (435) e consequentes

mudancas nos muitos comportamentos mediados por essas estruturas.

Outros estudos mostraram que o0 cuidado materno induz alteracdes
epigenéticas de longa duragdo, com implicacdes no desenvolvimento de circuitos
neurais e na funcdo desses circuitos na vida adulta (436—438). A plasticidade do
cérebro em resposta a qualidade das interac6es mae-filho durante o periodo pés-natal
sugere a presenca de um periodo sensivel para o desenvolvimento desses sistemas
e seus resultados fisiolégicos e comportamentais associados. Sendo assim, as
alteracOes encontradas na prole de fémeas SLF1 pode ter sido reflexo da obesidade
materna e alteracdes epigenéticas herdadas e/ou da influéncia de um maior cuidado

materno recebido nos primeiros dias de nascimento.

Curiosamente, 0 mesmo padrédo de antecipacao da instalacdo da puberdade
foi observado na prole F2, tanto em machos como em fémeas. Pela primeira vez,
mostramos em nosso estudo que a prole (machos e fémeas) de F1 também
apresentou instalacdo da puberdade antecipada, embora dentro dos padrdes de
normalidade para a espécie (317). Galarza et al. (439) observaram que a prole
feminina de mées tratadas com dieta hipercaldrica na pré-concepcao, na gestacao e
na lactacdo apresentaram sobrepeso, antecipacdo da instalacdo da puberdade e
menos numeros de estros. Sendo assim, a sobrenutricdo precoce pés-natal promoveu
alteragcbes no desenvolvimento sexual de F1 e de seus descendentes. Nossos
resultados, inéditos no modelo de reducéo de ninhada, reforcam que esses periodos

sao criticos para a programacao metabdlica e reprodutiva, uma vez que, influéncias
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ambientais precoces, obesidade materna e distirbios hormonais ou nutricionais
induzem variacao epigenética, afetando permanentemente o metabolismo e o risco

de doencas cronicas (14).

A obesidade materna pode levar a efeitos adversos sobre o crescimento e
desenvolvimento e 0s momentos iniciais da vida sao criticos para o desenvolvimento
dos sistemas fisiolégicos, principalmente o SNC (261,440). Insultos durante o inicio
da vida podem modificar o desenvolvimento somatico e sensorio-motor (275,441,442).
Alteragcdes no desenvolvimento neonatal sugerem comprometimento do sistema
sensorio-motor e podem ser reflexos da vulnerabilidade do cérebro em
desenvolvimento a mudancas na dieta ou condi¢cdes nutricionais maternas. Nesse
sentido, nosso estudo mostrou que a sobrenutricdo pos-natal precoce de F1 pode
influenciar o desenvolvimento do cérebro fetal, promovendo alteracdes no

desenvolvimento fisico e sensério-motor da prole F2.

A partir desses achados, mostramos que o modelo de reducdo de ninhada e
a sobrenutricdo pos-natal precoce no periodo da lactacao foi eficaz para promover
alteracdes biométricas e metabdlicas (maior ganho de massa corporal, hiperglicemia,
dislipidemia, hiperfagia e aumento das massas das gorduras), reprodutivas e
comportamentais (antecipacdo da instalacdo da puberdade, menos estros, reducéo
da fertilidade, reducédo do desempenho sexual e maior cuidado materno no periodo
da lactacao) em F1. Nao esta claro como de fato isso acontece, mas observa-se que
as alteragBes encontradas nesses animais, comuns a sindrome metabdlica, podem
contribuir para reducédo da fertilidade. Na sequéncia, mostramos que a prole F2,
machos e fémeas, também apresentou alterac6es biométricas (hiperfagia e maior
ganho de massa corporal), reprodutiva (antecipacéo da instalacdo da puberdade) e

no desenvolvimento (fisico e sensorio-motor).

Embora a salde materna durante a gravidez e lactacdo tenha um impacto
sobre a saude a longo prazo da prole e esteja bem estabelecida, torna-se cada vez
mais evidente que o periodo pré-concepcional também é importante. Nosso estudo
mostrou que mudangas nutricionais e ambientais no periodo neonatal provocam
alteracdes endocrinas, comportamentais e reprodutivas maternas que perduram até a
vida adulta, e que algumas dessas alteragcdes, mostradas neste estudo, foram
transmitidas para sua prole na infancia e na idade pré-puberal. Dessa forma, este

trabalho mostra a importancia das fases iniciais da vida como janelas de programacéo,
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gue podem determinar o estado de saude ou doenca na vida adulta e em geracdes

subsequentes.

Estudos adicionais sdo necessarios para melhor compreensdo dessas
alteracdes, visando identificar os mecanismos responséveis por essa cascata de

efeitos deletérios promovida pela programacéo metabdlica neonatal.
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