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RESUMO

O periodo peripuberal € uma janela ontogenética determinante para o
desenvolvimento de condi¢des metabdlicas deletérias na vida adulta. Tendo em
vista 0 aumento da incidéncia do fenétipo obeso em criancas e adolescentes em
todo o mundo, ainda existe uma lacuna a respeito da puberdade como uma
janela ontogenética para o desenvolvimento de doengas no decorrer do
envelhecimento. O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos metabdlicos a
longo prazo de dietas ricas em gordura e agucares em camundongos, ingeridas
durante o periodo peripuberal. Camundongos C57BL-6 foram distribuidos em
quatro grupos: controle (CO), dieta hiperlipidica (high-fat, HF), dieta hiper
glicidica (high-sugar, HS) e a combinagao de ambas (HSHF). Os animais foram
alimentados com as respectivas dietas dos 30 aos 60 dias. Foram realizadas
coletas de amostras e teste de comportamento aos 60 e 180 dias de idade e o
teste de tolerancia a insulina (ITT) apenas aos 180 dias. Como principais
achados desse estudo temos que aos 60 dias os animais machos HSHF
apresentaram menos tempo na periferia € mais tempo no centro do campo
aberto e as fémeas néo apresentaram diferengas significativas. Nenhum dos
grupos de machos e fémeas apresentou aumento estatistico no peso corporal,
no tecido adiposo retroperitoneal (TARP) ou no tecido adiposo perigonadal
(TAPG) aos 60 dias. Porém, houve diminuigdo do tecido adiposo marrom (TAM)
nas fémeas HS, HF e HSHF. O peso do figado também n&o alterou tanto em
machos quanto em fémeas. Aos 180 dias, na analise do comportamento néo
houve diferengas significativas em ambos os sexos. De igual modo ndo houve
diferencas no peso corporal e nem no TARP. Contudo, somente os animais
machos HSHF apresentaram aumento do TAPG e do TAM e menor peso
hepatico. As fémeas ja ndo apresentaram alteragdes nos pesos das gorduras,
com menor peso hepatico nos grupos HF e HSHF. Porém, somente as fémeas
HF apresentam resisténcia a insulina durante o ITT. A partir desses dados, foi
observado que as alteracdes alimentares na puberdade promovem alteracdes
metabdlicas na idade adulta, no entanto ainda é necessario estudar vias de

sinalizagao que possam estar alteradas no quadro de obesidade.

Palavras-chave: Obesidade; Nutricdo; Envelhecimento; Puberdade.
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ABSTRACT

The peripubertal period is a pivotal ontogenetic window for the development of
deleterious metabolic conditions in adulthood. Given the increasing incidence of
the obese phenotype in children and adolescents worldwide, there is still a gap
regarding puberty as an ontogenetic window for the development of diseases
during aging. The aim of this study was to investigate the long-term metabolic
effects of high-fat and high-sugar diets in mice, ingested during the peripubertal
period. C57BL-6 mice were distributed into four groups: control (CO), high-fat diet
(HF), high-sugar diet (HS) and a combination of both (HSHF). The animals were
fed with their respective diets from 30 to 60 days. Samples and behavioral tests
were carried out at 60 and 180 days of age and the insulin tolerance test (ITT)
only at 180 days. The main findings of this study were that, at 60 days of age,
male HSHF animals spent less time in the periphery and more time in the center
of the open field, while females showed no significant differences. None of the
groups of males or females showed statistical increase in body weight,
retroperitoneal adipose tissue (TARP) or perigonadal adipose tissue (TAPG) at
60 days. However, there was a decrease in brown adipose tissue (TAM) in HS,
HF and HSHF females. Liver weight also remained unchanged in both males and
females. At 180 days, there were no significant differences in behavioral analysis
in either sex. Similarly, there were no differences in body weight or TARP.
However, only HSHF males showed an increase in TAPG and TAM and lower
liver weight. The females showed no changes in fat weight, with lower liver weight
in the HF and HSHF groups. However, only HF females showed insulin
resistance during ITT. Based on these data, it was observed that dietary changes
in puberty promote metabolic changes in adulthood; however, it is still necessary

to study signaling pathways that may be altered in obesity.

Keywords: Obesity; Nutrition; Ageing; Puberty
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1. INTRODUGCAO

1.1. Obesidade: definicao, epidemiologia e aspectos patoldgicos

A obesidade é fator de risco primordial para o desenvolvimento de
doencas metabdlicas como Diabetes Mellitus (DM), Doenga do Figado
Gorduroso Nao Alcodlico (NAFLD) e outras Doengas Crbnicas N&o
Transmissiveis (DCNTs). Essa condicdo € multifatorial, podendo ter origem
metabdlica, genética, comportamental, nutricional etc. E definida como actimulo
de gordura corporal em excesso resultante do gasto de energia e ingestdo de
calorias em desequilibrio, principalmente a partir da ingesta de dietas ricas em
lipideos e agucares (Neves et al, 2019). O diagnoéstico da obesidade, segundo a
Organizagédo Mundial de Saude, é feito a partir do indice de Massa Corporal
(IMC), que relaciona a estatura e o peso corporal. As pessoas obesas possuem
IMC igual ou superior a 30 kg/m?, os sobrepesos de 25 kg/m? a 29,9kg/m? (World
Health Organization, 1998). Entretanto, esse calculo apresenta inconsisténcias,
uma vez que nao estima a porcentagem de gordura visceral acumulada no corpo,
importante para a patogénese de doengas metabdlicas (Mancini, 2016).
Atualmente, ha outros métodos capazes de determinar o diagnostico de
obesidade que refletem o percentual de composicédo corporal, como a relagao
cintura-quadril e a bioimpedancia, porém o céalculo do indice de Massa Corporal
ainda se apresenta como a forma mais simples e mundialmente aceita para
estudos epidemioldgicos (Andrade et al., 2003).

A tendéncia mundial ascendente de quadros de obesidade tem causado
preocupacao. De acordo com o Atlas Mundial da Obesidade 2024, 3,3 bilhdes
de adultos apresentarao IMC elevado até 2035, em contraste com 2,2 bilhdes de
obesos e sobrepesos em 2020. Entre criangas e adolescentes de 5 a 19 anos,
havia cerca de 430 milhdes (22%) de jovens com excesso de peso em 2022,
porém a perspectiva € que esse numero aumente para 770 milhdes (39%) até
2035.

Esse cenario € acompanhado pelo aumento de pacientes portadores de
DCNTs e pela crescente de mortes tendo como influenciador o IMC em nimeros
patolégicos. As DCNTs primarias que acometem obesos e sobrepesados sao
aumento da pressao arterial, dislipidemias e resisténcia insulinica, que podem

agravar e progredir para doengas cardiovasculares, DM, NAFLD e esteatose
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hepatica ndo alcodlica, condi¢gdes cujas patogéneses sdo muito influenciadas
pelo quadro inflamatério da obesidade (WOF Obesity Atlas, 2024; Sakane et al,
2021). A pandemia da obesidade gera condi¢des maléficas de inicio silencioso
e progressado crdnica, o que resulta na pouca procura dos pacientes por
assisténcia meédica no inicio dos sintomas ou na auséncia deles. Como
consequéncia, ha cerca de 5 milhdes de mortes por DCNTs causadas por
excesso de peso anualmente, sendo trés quartos delas por doengas evitaveis
(WOF Obesity Atlas, 2024). No Brasil, foram registrados mais de 730 mil ébitos
causados ou agravados por DCNTs em 2019, sendo que cerca de 178 mil deles
foram diretamente relacionados ao IMC alto e 33.811 mortes apenas por DM
(Ministério da Saude, 2020; WOF Obesity Atlas, 2024).

Diante disso, compreende-se a obesidade como problema de saude
publica mundial resultante de efeitos sistémicos amplos, diretamente relacionada
a qualidade nutricional da dieta e do comportamento dos individuos acometidos,
que pode gerar disfungdes fisiologicas e metabdlicas de forma generalizada no

organismo.

1.2. Disturbios alimentares e obesidade

O aumento da obesidade possui origem em inumeros fatores. Dentre eles,
um dos mais estudados é a dieta inserida no estilo de vida ocidental
contemporaneo (Ferreira, 2018). Apdés a urbanizagdo e a solidificagdo da
dindmica do trabalho moderno, ocorreu um aumento do numero populacional
das cidades, resultando na maior disponibilidade de alimentos processados,
justificada pela auséncia de tempo para preparacéao de refeicbes completas e
necessidade de refeigdes rapidas, palataveis e de baixo custo, o que abriu
espaco para o consumo recorrente de fast foods (WOF, World Obesity Atlas,
2024; Arayess et al, 2022).

A grande oferta de produtos industrializados tem como consequéncia a
ingestdo aumentada de alimentos com alto teor de gordura e agucar, em
contraste com a ingestao insuficiente de fibras, cereais e proteinas (Soares et al,
2022). Somado a isso, a falta de atividades fisicas, ma qualidade do sono,
estresse e ansiedade formam o contexto propicio para o estabelecimento de

padrao de dieta obesogénica (Mancini, 2016; Varlamov, 2016).
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Geralmente, individuos com IMC elevado apresentam alteragbes do
padrdo metabdlico com o aumento da ingesta alimentar, devido a perda da
resposta de saciedade gerada por horménios como a insulina e a leptina (WOF,
World Obesity Atlas, 2024). Além disso, dietas com alta densidade caldrica, por
serem mais palataveis, estimulam a perda do controle do apetite por ativar o
sistema de recompensa do sistema nervoso central e gerar prazer relacionado a
ingestao alimentar (Kenny, 2012, Milanski et al., 2012). Esses efeitos podem ter
consequéncias fisiolégicas graves a longo-prazo, principalmente quando
ocorrem nos periodos de desenvolvimento do organismo, seja em humanos ou

em animais de laboratério.

1.3. Conceito DOHaD

O Conceito DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease) esta
estabelecido em evidéncias de que insultos nutricionais, ambientais, enddcrinos,
entre outros, quando ocorridos em fases iniciais do desenvolvimento, tais como
gestacdo, lactacdo e até mesmo a puberdade, podem acarretar doengas
cronicas de forma tardia (Silveira et al., 2007; Bianco-Miotto et al., 2017). Esses
periodos, nos quais ocorre a formagdo e maturagao do organismo de maneira
sensivel as alteragdes epigenéticas, gerando diferentes fendtipos a partir de
modificagdes do meio, sdo denominados janelas ontogenéticas (Bianco-Miotto
et.al., 2017).

Sabendo-se dos efeitos deletérios da alimentacdo rica em lipideos e
acgucares, é imprescindivel compreender como ela induz alteragdes metabdlicas
a partir das citadas janelas ontogenéticas. Muitos estudiosos afirmam a respeito
da importancia dos primeiros 1000 dias de vida que compreende desde a
concepcgao até os 2 primeiros anos de idade. Periodo que pode ser decisivo para
o desenvolvimento posterior de desordens metabdlicas (Guarda et al., 2014;
Conceigao et al., 2013; Franco et al., 2012). Entretanto, pouco se sabe a respeito
da adolescéncia, periodo dos 10 aos 19 anos, e seu impacto no inicio do

envelhecimento (Ministério da Saude, 2012).
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1.4. Puberdade e dietas obesogénicas

A puberdade ¢é o periodo no qual o individuo adquire maturidade fisica
e sexual, com o desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias,
alteragcdes comportamentais e aumento da estatura (Cupian-Silva et al., 2018).
A crescente procura por refeicées prontas, processadas, ricas em gorduras e
agucares somada a auséncia de atividades fisicas na infancia, o uso excessivo
de telas e aumento da ansiedade tém prejudicado a pratica de habitos saudaveis
e causado prejuizo para a saude das criangas e jovens (Arayess et al., 2022).

No Brasil, de acordo com o Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional
(SISVAN), 31,32% dos adolescentes e criangas de 10 a 19 anos acompanhados
pelo Ministério da Saude em 2023 estdo sobrepesados ou obesos. Dos jovens
entrevistados pelo SISVAN, 83% ingerem alimentos processados, 46%
consomem macarrao instantaneo, salgadinhos e frituras e 63% costumam
consumir bebidas adogadas. Em vista disso, os habitos alimentares dos jovens
tém refletido no ganho de peso em faixas etarias cada vez menores e a
incidéncia de sindrome metabdlica tem acompanhado essa tendéncia. Desde
2020, a obesidade infantojuvenil dos 5 aos 19 anos cresce anualmente 4,4% no
Brasil e 3% ao redor do mundo (WOF World Obesity Atlas,2023), o que reflete
0s maus habitos alimentares adquiridos nessa faixa etaria.

A alimentacgao rica em lipideos e agucares tem efeitos maléficos sobre o
metabolismo, especialmente tratando-se das janelas ontogenéticas.
Adolescentes e criangas que adquirem o fendtipo obeso possuem menor
expectativa de vida devido as complicagdes de saude que essa condi¢ao
acarreta (Ministério da Saude, 2017). Apesar disso, pouco é falado sobre a
adolescéncia e suas consequéncias na velhice. Diante da escassez de estudos
dessa tematica, da piora dos padroes alimentares e do aumento da obesidade e
doencas metabdlicas, este trabalho propde-se a compreender melhor os efeitos
causados a longo prazo pelas diferentes dietas administradas durante a
puberdade.
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2. OBJETIVOS

21. Objetivo geral

Investigar os efeitos metabdlicos a longo-prazo das dietas hiperlipidica e
hiperglicidica ingeridas durante a puberdade em camundongos da linhagem

C57BL-6 machos e fémeas.

2.2, Objetivos especificos

Avaliar:
e O peso corporal aos 60 e 180 dias;
e O comportamento do tipo ansioso através do teste de campo aberto;
¢ A homeostase da glicose por meio do teste de tolerancia a insulina;
e A adiposidade corporal;

e O peso hepatico aos 60 e 180 dias.



3. METODOLOGIA

3.1. Animais e Delineamento experimental

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica em Uso de Animais da
Universidade Federal de Goias (numero de protocolo 116/220). Os
camundongos C57BL-6 machos e fémeas provenientes do Biotério do Instituto
de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da UFG foram alojados e
mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias Fisiologicas do
Campus Samambaia da Universidade Federal de Goias em caixas de
polipropileno mantendo o ciclo de luminosidade claro/escuro (12/12 horas)

apropriado, sob temperatura controlada (22,0+2° C).

Figura 1: Delineamento experimental.

cs7Bue T
LQ Intervengao Alimentar
[ i |
) 5 ' « Teste Campo Aberto
i CO: Dieta Padrdo (2,93 kcal/g) = Evolugio do Peso Corporal
! HF: Dieta Hiperlipidica (5,44 keal/g) : + [TT (180 dias)
i HS: Dieta Hiperglicidica (20% sacarose na s Eutandsia e Coleta dos Tecidos
+ dieta liquida) ;
1 HSHF: Dieta Hiperglicidica + Hiperlipidica
.
21 dias 30 dias 60 dias 180 dias

pos-desmame

Grupo Controle alimentado com dieta padrdo (CO). Grupo High-fat alimentado com dieta
hiperlipidica (HF). Grupo High-sugar alimentado com dieta hiperlipidica (HS). Grupo High-fat
High-sugar alimentado com as dietas hiperlipidica e hiperglicidica (HSHF). Teste de Tolerancia
a Insulina (ITT). Fonte: A autora.

Apbs o periodo de adaptacdo de uma semana, os animais foram
realocados para caixas de acasalamento na propor¢cao de um macho para duas
fémeas. Em seguida, constatada a prenhez, as fémeas foram separadas dos
machos e alocadas em caixas individuais onde permaneceram até o fim da
lactagao, alimentadas com dieta padrao e agua ad libitum. Aos 21 dias de vida
da prole foi feito o desmame e aos 30 dias os animais, 72 animais, 36 machos e
36 fémeas, foram distribuidos em quatro grupos experimentais: animais controle
(CO) alimentados com dieta padréo (4,3 kcal/g) e grupos dieta hiperlipidica (HF,
high-fat; 5,9 kcal/g), dieta hiperglicidica (HS, high sugar) composta por uma
solugéo de 20% de sacarose na agua de beber e o quarto grupo foi composto

por animais que receberam a combinagao das duas dietas (HSHF). Cada grupo
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era composto por 18 animais, sendo 9 machos e 9 fémeas. Os camundongos
foram mantidos sob intervencéo alimentar até os 60 dias e entdo foi ofertada

dieta padrao ad libitum para todos os grupos até os 180 dias quando ja estao

idosos.
Tabela 1: Composigao da dieta padrao e da dieta hiperlipidica
INGREDIENTES Dieta Padrao Dieta Hiperlipidica
g/Kg g/Kg

CARBOIDRATOS 6295 261
PROTEINAS 2055 276,59
OLEO DE SOJA 70 34
BANHA(gordura saturada) — 333
GORDURAS TOTAIS 70 367
FIBRAS TOTAIS 50 20
MIX MINERAIS 35 35
MIX VITAMINAS 10 10
CALORIAS 2,93 kcallg 5,44 kcallg

3.2 Teste do Campo Aberto

Aos 60 dias e 180 dias, 8 animais de cada grupo experimental macho e
fémea, foram submetidos individualmente ao teste do Campo Aberto para avaliar
o0 comportamento tipo-ansioso. Cada animal foi colocado no quadrante central
de um aparato quadrado dividido em nove quadrantes e mantido por 2 minutos
a fim de explorar o meio livremente. Nesse periodo, o comportamento do animal
foi gravado por uma camera fixa na parte superior do campo para avaliagao
posterior. Apos cada teste individual, o local foi limpo com alcool 10% com o
intuito de eliminar odor de excrementos e dos proprios camundongos que viesse

a interferir nos testes posteriores (Lima et al, 2005).

3.3. Teste de Tolerancia a Insulina via intraperitoneal (ipITT)

Os animais foram mantidos em jejum por 2 horas, entdao foi medida a

glicemia basal com glicosimetro a partir de um pequeno corte na extremidade da
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cauda. Posteriormente, foi aplicada a insulina de agao rapida (2 U/Kg de massa
corporal, i.p.; Eli Lilly, Sdo Paulo, Brasil) via intraperitoneal. Para obter os outros
pontos da curva, a glicemia dos camundongos foi medida em intervalos de 5
minutos no tempo total do teste de trinta minutos. O teste foi feio no periodo da

tarde, a partir das 15 horas.

3.4. Eutanasia e Coleta dos Tecidos

Aos 60 e 180 dias de idade, animais dos quatro grupos experimentais
foram submetidos, a eutanasia por deslocamento cervical para coleta de
amostras do figado e gorduras retroperitoneal (TARP), perigonadal (TAPG) e
marrom (TAM). Os tecidos foram pesados e separados para analise histologica

ou armazenados para analise molecular a -80°C.

3.5. Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos em média + erro padrao da média
(EPM). As andlises estatisticas foram realizadas utilizando a analise de variancia
de duas vias (two-way ANOVA) seguida pelo pos-teste de Turkey. Todos os
testes e producdo grafica foram efetuadas utilizando o software Prism (v9;
GraphPad, San Diego, CA, USA).



4, RESULTADOS

4.1. Efeitos da intervengao alimentar sobre o comportamento do tipo
ansioso

Na Figura 2, podemos observar que aos 60 dias os animais machos HSHF
apresentaram comportamento menos ansioso, no teste de Campo Aberto,
apresentando mais tempo no centro do aparato do que na periferia (Figura 2A e
2B). No entanto, os animais machos HS e HF ndo apresentaram alteracao
significativa em relagéo ao grupo controle. Tratando-se das fémeas, em todos os
grupos foi observado o mesmo padrdao de comportamento quando comparado
ao grupo controle, portanto, ndo houve aumento do quadro tipo ansioso (Figura
2C e 2D). Na Figura 3, aos 180 dias, os animais de ambos 0s sexos n&o
apresentaram alteragcbes comportamentais significativas (Figura 3A, 3B,3C e
3D).

Figura 2. Efeitos da intervencdo alimentar no comportamento do tipo ansioso aos 60

dias.
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*p<0,05.
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Figura 3. Efeitos da intervencdo alimentar no comportamento do tipo ansioso aos 180

dias.
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Tempo dos machos na periferia (A), tempo dos machos no centro (B), tempo das fémeas na
periferia (C) e tempo das fémeas no centro (D). Os dados estdo expressos em Média + EPM.
*p<0,05.

4.2. Efeitos da intervengao alimentar no metabolismo da glicose

Apenas aos 180 dias de vida, quando analisados os graficos dos Teste de
Tolerancia a Insulina (ITT), foi constatado que os machos de todos os grupos
experimentais ndo apresentaram alteracdo em relacao a sensibilidade insulinica
dos animais controle (Figura 4A, 4B e 4C). Ja em relagéo as fémeas, apenas o
grupo HF apresentou quadro de menor sensibilidade a insulina quando

comparado ao grupo controle (Figura 4D).
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Figura 4: Efeitos da intervencgao alimentar no metabolismo da glicose aos 180 dias.
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estdo expressos em Média + EPM. *p<0,05.

4.3. Efeitos da interveng¢ao alimentar no peso corporal

A evolucdo do peso corporal foi acompanhada nos animais que foram
mantidos até os 60 dias assim como nos que permaneceram até os 180 dias
(Figura 5). Aos 60 dias de idade, nenhum dos grupos experimentais de ambos
0s sexos apresentou aumento significativo do peso corporal ao término da
intervencdo alimentar (Figura 5A e 5C). Esse padrédo foi mantido aos 180 dias,
ja que os machos (Figura 5B) e as fémeas (Figura 5D) de todos os grupos
mantiveram o padréo de peso corporal que o grupo controle, portanto, ndo houve

diferencga significativa entre eles na idade adulta.
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Figura 5: Efeitos da intervengao alimentar no peso corporal.
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Peso corporal dos machos aos 60 dias (A), peso corporal dos machos aos 180 dias (B), peso
corporal das fémeas aos 60 dias (C) e peso corporal das fémeas aos 180 dias (D). Os dados
estao expressos em Média + EPM. *p<0,05.

4.4. Efeitos da intervencao alimentar sobre o peso do tecido adiposo

Quando avaliada a adiposidade corporal dos animais, aos 60 dias, foi
observado tendéncia ao aumento do peso do tecido adiposo retroperitoneal
(TARP) nos machos HF, HS e HSHF, sem diferenga estatistica (Figura 6A). Esse
padrao foi repetido no sexo feminino nos grupos HF, HS e HSHF (Figura 6C).
Aos 180 dias, ndo ha alteragdes nos grupos HS e HF de ambos os sexos, porém
a tendéncia de aumento do TARP foi mantida pelos grupos HSHF (Figura 6B e
6D). Apesar de nao haver alteragéo entre os grupos de um mesmo periodo,
houve aumento da adiposidade em relagao aos periodos de andlise, ja que tanto

nos machos quanto nas fémeas houve aumento do TARP aos 180 dias, quando
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comparado aos 60 dias (Figura 6A, 6B, 6C e 6D). Os machos n&o apresentaram
aumento significativo do TAPG aos 60 dias entre os grupos experimentais
(Figura 7A). Porém, houve diminuicdo do TAPG aos 180 dias quando comparado
aos 60 dias sem alteragao significativa em relagéo ao respectivo controle (Figura
7B). Nas fémeas nao houve aumento de peso do TAPG nos grupos HS, HF e
HSHF aos 60 dias, apesar de apresentarem tendéncia crescente (Figura 7C).
Entretanto, aos 180 dias, todos os grupos experimentais das fémeas mantiveram
peso préximo ao grupo controle, mas houve aumento da massa desse tecido nos

grupos experimentais quando comparados aos 60 dias (Figura 7D).

Figura 6:Efeitos da intervengao alimentar no peso do tecido adiposo retroperitoneal.
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Peso do tecido adiposo retroperitoneal (RP) nos machos aos 60 dias (A), peso do tecido adiposo
RP nos machos aos 180 dias (B), peso do tecido adiposo RP nas fémeas aos 60 dias (C) e peso
do tecido adiposo RP nas fémeas aos 180 dias (D). Os dados estédo expressos em Média + EPM.
*p<0,05.

Com relagéo ao TAM, nao houve redugao do seu peso nos machos HS,

HF e HSHF aos 60 dias de forma significativa em relagdo ao controle (Figura
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8A), porém, aos 180 dias ocorreu diminuicdo do peso do tecido em todos os
grupos com diferenca significativa no grupo HSHF (Figura 8B). As fémeas HF,
HS e HSHF apresentaram diminuigdo do TAM aos 60 dias (Figura 8C), mas aos
180 dias também houve diminui¢ao do peso em relagao ao periodo anterior, mas

mantiveram peso proximo ao grupo controle (Figura 8D).

Figura 7:Efeitos da intervengao alimentar no tecido adiposo perigonadal.
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Peso do tecido adiposo perigonadal (PG) nos machos aos 60 dias (A), peso do tecido adiposo
PG nos machos aos 180 dias (B), peso do tecido adiposo PG nas fémeas aos 60 das (C) e peso
do tecido adiposo PG nas fémeas aos 180 dias (D). Os dados estao expressos em Média + EPM.
*p<0,05.
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Figura 8: Efeitos da intervencgao alimentar no peso do tecido adiposo marrom.
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Peso do tecido adiposo marrom (TAM) nos machos aos 60 dias (A), peso do TAM nos machos
aos 180 dias (B), peso do TAM nas fémeas aos 60 dias (C) e peso do TAM fémeas aos 180 dias
(D). Os dados estéo expressos em Média + EPM. *p<0,05.

4.5. Efeitos da intervengao alimentar sobre o peso do tecido hepatico

Quando avaliado o peso do figado em relagdo ao peso corporal, aos 60
dias, tanto nos machos quanto nas fémeas nao foi observada variacao
significativa (Figura 9A e 9C). Porém, esse padréo n&o se repetiu aos 180 dias,
uma vez que houve diminuicdo do peso hepatico nas fémeas dos grupos HF e
HSHF (Figura 9D) e apenas os machos HSHF mantiveram o peso abaixo do
observado no grupo controle (Figura 9B). Todos os outros grupos nao mostraram

diferengcas em relagcao ao controle.
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Figura 9: Efeitos da intervengao alimentar no peso hepatico.
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5. DISCUSSAO

A ingestdao de alimentos ultraprocessados com altas quantidades de
gorduras e acucares tem causado preocupacao, principalmente durante
periodos do desenvolvimento como a puberdade. Entretanto, ainda é necessario
elucidar a respeito das consequéncias metabdlicas a longo prazo quando
ingeridas as dietas hiperlipidica e hiperglicidica.

Nesta pesquisa, foram ofertadas as dietas hiperlipidica, hiperglicidica e a
juncédo de ambas, com inicio aos 30 dias e finalizada aos 60 dias de vida dos
animais. Apos esse periodo, os camundongos foram alimentados com dieta
padrao até os 180 dias, quando foram feitas as analises finais. O periodo de
intervencao alimentar feito neste estudo corresponde a puberdade e inicio da
fase adulta em humanos (dos Santos, 2002). Em camundongos, a puberdade
consiste entre os 30 e 40 dias de vida, entretanto a maturidade sexual é
finalizada entre os 50 e 60 dias de vida (dos Santos, 2002). Os animais foram
submetidos a experimentos até os 180 dias quando ja estavam idosos,
naturalmente apresentavam metabolismo diferente dos animais aos 60 dias
(Fuchs et al., 2018). Assim, alguns resultados como a adiposidade corporal € 0
peso hepatico que nao demonstraram alteragdes significativas entre os grupos
aos 60 dias e mantem esse padrao aos 180 dias indicam que a alimentacéo rica
em lipidios e acucares acelerou o envelhecimento nesses animais.

Os animais que sofreram intervengdo alimentar ndo apresentaram
alteragdes comportamentais nem aos 60 e nem aos 180 dias, com excegao dos
machos HSHF que adquiriram padrées comportamentais que indicam menor
ansiedade. Entretanto, houve mudanga do comportamento entre os 60 e 0s 180
dias, ja que neste os animais permaneceram mais tempo na periferia que no
periodo anterior. O comportamento natural de roedores € a tigmotaxia, ou seja,
caminham préximo as paredes como forma de protecdo e reacido ao estresse
causado pelo novo ambiente. Portanto, quando o animal se mantém ao centro,
apresenta comportamento de menor ansiedade (Prut.,2003), semelhante ao
observado no presente trabalho. No entanto, nossos achados contrastam com
os ja descritos na literatura, pois individuos que passam por dietas hiperlipidicas
ou hipercaléricas normalmente apresentam comportamento tipo-ansioso (da

Silva et al., 2018; Braga, 2020). De Noronha et al, 2024, mostraram que ratos
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Wistar alimentados com dieta HF durante o periodo peripuberal dos 20 dias até
a fase adulta aos 90 dias apresentam quadro inflamatério no cérebro, vale
ressaltar que ja € bem estabelecido na literatura o quadro de neuroinflamacao
hipotalamica em individuos obesos, em areas que estao envolvidas nas repostas
comportamentais do tipo-ansioso. As vias intracelulares ou possiveis
mecanismos envolvidos ainda nao estao claros, porém sabe-se que mudangas
nutricionais podem interferir no microbioma intestinal, no qual foram observadas
alteragdes na sinalizagdo serotoninérgica do eixo microbioma-intestino-cérebro
em ratos obesos que desencadearam comportamentos semelhantes a
ansiedade (de Noronha et al., 2024).

Na analise do metabolismo da glicose, os machos de todos os grupos
mantiveram a normalidade em relacao a sensibilidade insulinica. Por outro lado,
apenas as fémeas HF apresentaram menor sensibilidade. Apesar disso, apenas
com o iTT ndo é possivel determinar se ha um quadro diabético estabelecido, ja
que os indices glicémicos normais de camundongos variam entre 90 mg/dl no
jejum e 200 mg/dl quando alimentado (Almeida et al., 2008). Assim, apesar de
haver menor sensibilidade do grupo HF em relagdo ao grupo controle, séo
necessarios outros testes para avaliar mais profundamente o metabolismo da
glicose nesses animais. Outras pesquisas também n&o encontraram alteragdes
significativas nos testes relacionados ao metabolismo da glicose, quando
comparados aos grupos controle de animais sob intervengédo alimentar tanto
hiperlipidica quanto hiperglicidica (Pereira et al.,2018). Entretanto, Pereira et al.
(2018) perceberam a tendéncia que os camundongos machos WT-FVBM
estudados adquiriram de desenvolver resisténcia a insulina a partir da glicemia
de jejum. Outro grupo (Yamanaka, 2016) concluiu uma pesquisa na qual ratas
Wistar foram submetidas a dieta hiperlipidica desde o desmame até a vida
adulta. Como uma das conclusbdes, foi observado que as fémeas HF
apresentavam maior resisténcia insulinica, o que vai de encontro com os
resultados obtidos nesta pesquisa, porém nao houve intervengao alimentar do
tipo glicidica e nao foram usados animais machos.

As dietas hipercaldricas promovem com mais facilidade as modificacoes
do metabolismo da glicose por resultarem em disfungdes das células betas
pancreaticas, portanto as auséncias dessas alteragoes nos graficos de tolerancia

a insulina parecem ser contraditérias (Rosini et al., 2012). Visto isso, €&
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necessario que sejam feitos os testes complementares para que possa ser
concluido se as intervengdes alimentares na puberdade causam propens&o ao
quadro diabético a longo prazo, apesar de haver resisténcia insulinica nas
fémeas HF.

Quando avaliado o peso corporal, foi demonstrado que nao houve
alteracao significativa em nenhum dos grupos. Resultados que nao apresentam
alteracdes conclusivas a respeito da massa corporal ndo sao incomuns.
Yamanaka (2016) que submeteu ratas Wistar a intervengao alimentar durante o
periodo do desenvolvimento pdés desmame e encontrou variagdo dos pesos dos
grupos experimentais em numero absoluto, mas sem diferencga significativa. De
forme contraria, Dos Santos et al., (2023) encontraram aumento do peso em
ratos Wistar que sofreram intervencao HF dos 30 aos 60 dias a partir dos 70 dias
com estabilizagdo a longo prazo. Entretanto, ambos estudos concluiram que a
ingestao alimentar dos animais estudados foi menor ao longo do tempo, o que
ndo foi avaliado na nossa pesquisa. Esses resultados sugerem que apés o
desmame, pode haver resposta de adaptagdo corporal ao estresse energético
causado pelo excesso caldrico, o que contribuiu para que o peso fosse mantido
(Yamanaka, 2016).

Por outro lado, a dieta hiperlipidica e hiperglicidica de forma conjunta
alterou o estoque de gordura visceral especialmente nos grupos HSHF, pois,
apesar de ndo haver aumento do peso corporal, houve aumento da massa do
TARP e TAPG em relagdo ao controle em numeros absolutos. White et al. (2013)
submeteram camundongos Swiss a dieta indutora de obesidade durante dez
semanas de tratamento e perceberam que os animais apresentavam resisténcia
a insulina e aumento do tecido adiposo epididimal, retroperitoneal e perirrenal.
Também, Pereira et al. (2018), concluiram que camundongos C57BL/6
adquiriram maior adiposidade corporal com o aumento das gorduras viscerais,
entretanto, o peso corporal variou significativamente apenas apds a quinta
semana de intervencgio. Ja o aumento do peso do TAM nos machos HSHF nao
indica maior funcionalidade do tecido. O excesso de lipideos pode causar
embranquecimento e disfuncdo do tecido adiposo marrom, causando
desregulagao da sua principal fungédo que é a termogénese (Sakane et al., 2021).
Dessa forma, ha prejuizo na liberacdo de calor e queda do metabolismo

energético (Sakane et al., 2021). Também a diminuigdo do TAM nas fémeas HS,
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HF e HSHF aos 60 dias pode ser um indicativo que diminuicdo das fungdes
metabdlicas do tecido, assim como a reducéo do peso do tecido nos grupos aos
180 dias em relagao aos 60 dias, devido ao envelhecimento que causa reducgao
da atividade metabdlica, o que afeta especialmente tecidos de alta atividade
(Sakane et al., 2021; dos Santos, 2008).

O peso hepatico, por sua vez, apresentou diminuigdo proeminente a longo
prazo nos machos HSHF e nas fémeas HF e HSHF. O estudo de Pereira et al.
(2018) contradiz os nossos achados, ja que nenhum dos grupos sob intervengéo
alimentar hiperlipidica apresentou variagao significativa do peso hepatico. Outros
estudos demonstram que dietas hipercaléricas acarretam o aumento do tecido
hepatico, entretanto deve-se considerar o periodo no qual o animal &€ submetido

a elas para que ocorra dano tecidual (Miranda et al.,2018).
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6. CONCLUSAO

Este estudo indicou consequéncias importantes a longo prazo que
podem ocorrer a partir de intervencdes alimentares deletérias durante o periodo
peripuberal, que consiste no inicio da puberdade até a maturagdo sexual. A
alimentacgao hiperglicidica e hiperlipidica nesse periodo mostra sua relevancia
para o surgimento de alteragdbes metabdlicas que trazem queda da
funcionalidade do organismo de forma a diminuir a qualidade de vida do individuo
obeso na velhice, indicado pelo aumento da adiposidade corporal, possivel
comprometimento da funcionalidade do tecido adiposo marrom e alteragdées no
peso hepatico.

E importante ressaltar que um diferencial desta pesquisa é a
interferéncia feita tanto em machos quanto em fémeas, uma vez que ha poucos
estudos que falam das alteracdes nas fémeas. Entretanto, ainda ha necessidade
de avaliagdes das vias metabdlicas que sofrem alteracbes quando unidos os
quadros de obesidade e envelhecimento, principalmente a via autofagica e o

envolvimento da termogénese alterada nesses processos.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS “
PRO-BE[TOR]A DE PESQUISA E INOVACAO U FG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Puberdade como janela ontogenética: envolvimento da autofagia
e do envelhecimento em distirbios endécrinos e cardiovasculares”, registrada com o protocolo n*
116/22, sob a responsabilidade de Keilah Valéria Naves Cavalcante que envolve a produ¢éio, manutencdo
ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), ¢ foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federal de Goias (UFG), em reunido de 27/02/2023.
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Finalidade: ( ) Ensino (X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagao (inicio e fim): 27/02/2023 a 31/12/2027

Espécie/linhagem/raca: camundongos da linhagem C57BL-6

N°® de animais autorizados: 665

Peso/ldade: 105 camundongos com 8 semanas ¢ 30-40 gramas; 560 filhotes

Sexo: 315 machos e 350 fémeas

Instalagdio onde serdo mantidos os animais: Biotério setorial dos departamentos de Ciéncias

Fisiologicas e Farmacologia

0

Origem (fornecedor): Biotério do IPTSP

Comissio de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pro-Reitoria de Pesquisa e Inovacdo/PRPI-UFG, Alameda Flamboyant, Qd. K, Edificio K2, 1° andar, Prédio da Agéncia de
Inovagdo, Parque Tecnologico, sala da CEUA, Campus Samambaia — Goidnia-GO, Fone: (53-62) 3521-1876.
Email:ceuagoiania.prpif@ufg.com
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