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RESUMO

A prevaléncia de doengas metabdlicas em criangas e adolescentes esta aumentando
de maneira rapida e significativa, sendo apontado pela Organiza¢do Mundial de Saude
como um dos maiores problemas de saude publica no mundo. O crescimento
expressivo destas patologias esta relacionado, principalmente, as mudancas
ocorridas no comportamento da sociedade em geral, que passou a consumir dietas
com elevado teor de acucares de adicdo (sacarose) e alimentos ultraprocessados,
além do aumento do sedentarismo. Nessa conjuntura, o conceito DOHaD tem como
propésito elucidar como mudancas pontuais ocorridas precocemente em organismos
em desenvolvimento podem resultar em alteragcdes metabdlicas tardias e um risco
aumentado de doengas cronicas na vida adulta. Levando esses aspectos em
consideracao, o objetivo deste trabalho € investigar o impacto da exposi¢do excessiva
a acucares de adicdo durante as fases pré-gestacional, de gestacdo e de lactacdo
sobre a instalacéo e progressao precoce da sindrome metabolica na prole. Para tanto,
ratas Wistar adultas (n = 15), com aproximadamente 75-90 dias de vida, foram
divididas em dois grupos: as que foram expostas ao estresse nutricional (n = 7) e as
gue nao foram expostas (n = 8). Esse estresse nutricional se deu através de uma dieta
contendo 25% de sacarose (DRS), em comparacao a uma dieta controle, que continha
10% de sacarose (CTR). Apés o periodo de indugcédo de 7 semanas, as ratas foram
acasaladas com ratos da mesma idade (n = 15), com confirmag&o da prenhez a partir
do esfregaco vaginal matinal. As ratas continuaram com suas respectivas dietas (CTR
ou DRS) durante toda a gestacao e lactacdo. Ao nascimento dos filhotes, a ninhada
foi ajustada para 8 filhotes por rata, devido ao aporte de aleitamento materno. Aos 21
dias de vida, os filhotes foram desmamados e separados das maes e divididos em
dois grupos experimentais: o grupo CTR (prole de machos e fémeas das maes
alimentadas com racdo CTR durante a gestacéo e lactacdo) e o grupo DRS (prole de
machos e fémeas das maes alimentadas com racdo DRS durante a gestacdo e
lactacdo). Todas as proles foram alimentadas com dieta CTR ad libitum desde o
desmame e foram igualmente acompanhados até os 30 dias de vida, quando ocorreu
a eutanasia. Foi realizado o célculo do indice de Lee e teste de tolerancia a glicose,
além da coleta de sangue para as analises bioquimicas e 0Orgaos-chave para a
morfometria e histologia. A partir desses procedimentos, pode-se afirmar que os
principais resultados obtidos foram o prejuizo significativo na homeostase glicolipidica
das proles DRS, através da intolerancia a glicose, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia e aumento significativo do TyG, que indica o inicio do
desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 e consequente instauracao da sindrome
metabdlica tdo logo durante a infancia tardia desses animais. Além disso, houve
aumento significativo da esteatose, inflamacdo e ballooning no figado dos animais
experimentais, o que culmina na esteato-hepatite, estagio antecessor do cancer
hepatocelular. Por fim, conclui-se que o periodo da gestacdo e lactacdo sdo uma
janela metabdlica suscetivel aos estresses nutricionais e a reprogramacao metabolica
dos descendestes, e que essa reprogramacao ocorre de forma diferente entre os
Sexos.

Palavras-chave: DOHaD; Programacdo metabdlica; Sindrome metabdlica; Dieta

materna rica em sacarose.



ABSTRACT

The prevalence of metabolic diseases in children and adolescents is increasing rapidly
and significantly, being pointed out by the World Health Organization as one of the
biggest public health problems in the world. The expressive growth of these
pathologies is mainly related to changes in the behavior of society in general, which
started to consume diets with a high content of added sugars (sucrose) and ultra-
processed foods, in addition to the increase in sedentary lifestyle. In this context, the
DOHabD concept aims to elucidate how punctual changes that occur early in developing
organisms can result in late metabolic alterations and an increased risk of chronic
diseases in adult life. Taking these aspects into account, the aim of this study is to
investigate the impact of excessive exposure to added sugars during pregnancy and
lactation on the onset and early progression of metabolic syndrome in offspring. For
this purpose, adult Wistar female rats (n = 15), with approximately 75-90 days of life,
were divided into two groups: those exposed to nutritional stress (n = 7) and those that
were not exposed (n = 8). This nutritional stress was through a diet containing 25%
sucrose (DRS) compared to a control diet, which contained 10% sucrose (CTR). After
the 7-week induction period the rats were mated with age-matched rats (n=15) and
pregnancy confirmed from the morning vaginal smear. The rats continued with their
respective diets (CTR or DRS) throughout pregnancy and lactation. At the birth of the
pups, the offspring was adjusted to 8 pups per rat, due to the mother's breastfeeding
contribution. At 21 days of age, the pups were weaned and separated from their
mothers and divided into two experimental groups: the CTR group (offspring of males
and females of the mothers fed with CTR diet during pregnancy and lactation) and the
DRS group (offspring of males and females of the mothers fed with DRS diet during
pregnancy and lactation). All offspring animals were fed with a CTR diet ad libitum from
weaning and were equally followed up to 30 days of life, when euthanasia occurred.
The calculation of the Lee Index and glucose tolerance test were performed, in addition
to blood collection for biochemical analysis and key-organs for morphometry and
histology. From these procedures, it can be stated that the main result obtained was
the significant impairment in the DRS offspring's glycolipid homeostasis, through
glucose intolerance, hypertriglyceridemia, hypercholesterolemia and the significant
increase in TyG, which indicates the beginning of the development of type 2 diabetes
mellitus and the consequent establishment of the metabolic syndrome as early as
during the late childhood of these animals. In addition, there was the significant
increase in steatosis, inflation and ballooning in the liver of experimental animals,
which culminated in steatohepatitis, the predecessor stage of hepatocellular cancer.
Finally, it is concluded that the period of pregnancy and lactation are a metabolic
window susceptible to nutritional stresses and metabolic reprogramming of offspring,
and that this reprogramming occurs differently between sex.

Key-words: DOHaD; Metabolic programming; Metabolic syndrome; Maternal high-

sugar diet.



CCBS
CTR
DCNT
DHGNA
DM2
DOHaD
DRS
GLUT-4
GTT
IDF

OMS
PPGCS
RNA
RPM
SM
UFMA
VLDL

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
Controle

Doenca cronicas ndo-transmissiveis

Doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica
Diabetes mellitus tipo 2

Origens Desenvolvimentistas da Saude e Doenca
Dieta rica em sacarose

Transportador de glicose 4

Teste de tolerancia a glicose

International Diabetes Federation

indice de Lee

Organizacao Mundial de Saude

Programa de pos-graduacéao em Ciéncias da Saude
Acido ribonucleico

Rotacéo por minuto

Sindrome metabdlica

Universidade Federal do Maranh&o

Lipoproteina de densidade muito baixa



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Metabolizagéo da frutose e glicose no organismo. Fonte: ELLIOTT et al
02400 2 TP PPPPRTTPPPPRRPP 20

Figura 2. Relacdo entre o consumo de frutose no inicio da vida e o processo de
programacdo metabdlica fetal. Os elevados consumos de frutose aumentam a
vulnerabilidade aos fendtipos relacionados a sindrome metabdlica na vida adulta.
Fonte: LEE €t Al. (2018).....uueeiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt e e e e e e e 21

Figura 3. Insultos causados durante a gestacdo e lactacdo, suas consequéncias
teciduais e na vida adulta. Fonte: RODRIGUEZ-GONZALEZ et al. (2018)............... 25

Figura 4. indice de prolificidade das ratas mdes CTR e DRS de acordo com o tamanho
de sua ninhada no parimento. Os valores foram expressos com média + e.p.m., sendo
6 fémeas CTR e 7 fémeas DRS. A analise estatistica foi realizada através do teste t
de Student ndo pareado. *p<0,05 quando comparado ao grupo

(o{0] 01101 [T 33

Figura 5. Peso e comprimento nasoanal ao nascer das proles CTR e DRS,
machos e fémeas. Os valores foram expressos com meédia + e.p.m., sendo 33 e 23
machos nos grupos CTR e DRS, respectivamente, e 13 e 17 fémeas nos grupos CTR
e DRS, respectivamente. A andlise estatistica foi realizada através do teste t de
Student ndo pareado. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. **p<0,01 quando

comparado ao grupo controle. ***p<0,0001 quando comparado ao grupo controle...34

Figura 6. Peso e comprimento nasoanal aos 30 dias de vida das proles CTR e
DRS, machos e fémeas. Os valores foram expressos com média = e.p.m., sendo 13
e 9 machos nos grupos CTR e DRS, respectivamente, e 10 e 13 fémeas nos grupos
CTR e DRS, respectivamente. A andlise estatistica foi realizada através do teste t de

Student ndo pareado. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle........................ 35



Figura 7. indice de Lee ao nascer e aos 30 dias de vida das proles CTR e DRS,
machos e fémeas. Os valores foram expressos com média + e.p.m., sendo 13 e 9
machos nos grupos CTR e DRS, respectivamente, e 10 e 13 fémeas nos grupos CTR
e DRS, respectivamente. A analise estatistica foi realizada através do teste t de
Student n&do pareado. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle........................ 35

Figura 8. Parametros morfométricos dos tecidos adiposos das proles aos 30
dias. (A): gordura epididimal; (B): gordura periovariana; (C): gordura periuterina; (D):
gordura retroperitoneal; (E): gordura mesentérica; (F): tecido adiposo marrom. Os
valores foram expressos em g/100g de peso corporal, com média + e.p.m., sendo 13
e 9 machos dos grupos CTR e DRS, respectivamente, e 10 e 13 fémeas nos grupos
CTR e DRS, respectivamente. A andlise estatistica foi realizada através do teste t de
Student nao pareado. *p<0,05 guando comparado ao grupo

(o10] 11 {0 (TN UTT T TP PTTRTRORTRRI 36

Figura 9. Parametros morfométricos de 6rgéaos e tecidos das proles aos 30 dias.
(A): figado; (B): pancreas; (C): gbnadas - testiculos e ovarios; (D): musculo
gastrocnémio; (E): musculo soleo. Os valores foram expressos em g/100g de peso
corporal, com média = e.p.m., sendo 13 e 9 machos dos grupos CTR e DRS,
respectivamente, e 10 e 13 fémeas nos grupos CTR e DRS, respectivamente. A
analise estatistica foi realizada atraves do teste t de Student ndo pareado. *p<0,05

guando comparado a0 grupo CONLIOIE. .........uuuiiiieeiiiiiree s ee e e e e e e e e e e 37

Figura 10. Parametros bioquimicos das proles aos 30 dias. (A): glicose em jejum;
(B): triglicerideos total; (C): colesterol total; (D): TyG. Os valores foram expressos com
média + e.p.m., sendo 13 e 9 machos dos grupos CTR e DRS, respectivamente, e 10
e 13 fémeas nos grupos CTR e DRS, respectivamente. A andlise estatistica foi
realizada através do teste t de Student ndo pareado. *p<0,05 quando comparado ao

grupo controle. **p<0,01 quando comparado ao grupo CoNtrole...........ccceeeeeeeeeeeennnn... 39



Figura 11. Teste de tolerancia a glicose aos 30 dias de vida das proles CTR e
DRS, fémeas e machos, apds jejum de 8h. Os valores foram expressos com média
+ e.p.m., sendo 10 animais no grupo CTR e 9 animais no grupo DRS na prole de
machos, e 10 e 12 animais nos grupos CTR e DRS, respectivamente, na prole de
fémeas. A andlise estatistica foi realizada através do teste t de Student ndo pareado.
*p<0,05 quando comparado ao grupo controle. **p<0,01 quando comparado ao grupo
controle. ****p<0,0001 quando comparado ao grupo CoONtrole...........cccvveeeeeeeeeeeeennenn 41

Figura 12. Imagens representativas das laminas histolégicas do figado no
aumento de 40x das proles aos 30 dias. As setas em amarelo indicam o ballooning
hepatocelular e as setas em preto indicam os focos inflamatorios. Os valores foram
expressos com media £ e.p.m., sendo 13 e 9 machos dos grupos CTR e DRS,

respectivamente, e 10 e 13 fémeas nos grupos CTR e DRS, respectivamente........... 44



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt ettt te s st es et eneeaeenans 14
2. REFERENCIAL TEORICO ...ttt 17
2.1 Doencgas cronicas nao-transmissiveis: obesidade, diabetes e sindrome
MELADOIICA. ... 17
2.2 Dieta rica em sacarose: as mudangas nos padrdes alimentares ..................... 18
2.3 Conceito DOHaD: Origens Desenvolvimentistas da Saude e Doenca............. 22
2.4 Gestacao e lactagdo: janelas criticas de programacao metabdlica.................. 23
G T O 1= | I LY 1 T 27
3.1 ODJELIVO GEITAI ...ceiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt 27
3.2 ODJetiVOS ESPECITICOS ...eevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt ettt e e ee e e e e eeeeeeeees 27
4. DESENHO EXPERIMENTAL ....uiiiiie e e e e e e e e e e e e e 28
5. METODOS ...ttt ettt sttt ettt ettt e ettt s et e e 30
5.1 Dieta enriqueCida COM SACAIOSE .......cuuuriirrereereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeereeeeeereeeeeeeeeeee 30
5.2 Obteng&o e manutengao dOS aNIMAIS.........ceuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 31
5.3 Homeostase glicEmica e resisténcia a insulina..........cccccceeeiivii v, 31
Yo g (o] 0 4= 1 = PP PPPPPPPPPPPP 31
5.5 ANAlISE DIOQUIMICA ....uuuiiii e e e e e e e e 32
5.6 Andlise histologica do figado.........ccoviieiiiiiiiiiiice e 32
5.7 Analise estatistica d0S reSUltadOS ...........eevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 32
6. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ........cciiiiitiiieite et ee e ee et ste et ste st 33
6.1 Pesos e parametroS MOIrfOMELIICOS .....coveeeeiiieiiiiiiie e e e e 33
6.2 ANAlISE DIOQUIMICA ......cuveiiii i e 38
6.3 ANAlISE NISTOIOQICA .....cevvviiiii i 42
7. CONSIDERACOES FINAIS ....ocviiviiieciecieee ettt sttt sttt sae e 47
REFERENCIAS .....couiiiiteieiet ettt ettt ee et et ee s s e e 48
o N 2 61
o N T = 62
Y N I 63

ANEXO D oo 64



1. INTRODUCAO

As condi¢des metabdlicas adversas que afligem a sociedade moderna séo
um desafio para os érgaos publicos de saude, uma vez que estdo associadas ao risco
aumentado de doencas crbnicas ndo-transmissiveis (DCNT). Dentre as DCNTs, as
principais sdo as doencas cardiovasculares, o diabetes mellitus tipo 2 (DM2), as
doencas respiratorias obstrutivas e as neoplasias (MINISTERIO DA SAUDE, 2019),
além da obesidade (OOl et al., 2020). As DCNTs sao condi¢des multifatoriais que sédo
afetadas por fatores genéticos e ambientais (OOl et al., 2020), e sdo responsaveis por
mais de 60% das mortes no mundo e causam cerca de 80% das mortes na regido das
Américas (DE PEDIATRIA, 2020).

No Brasil, de forma preocupante, a obesidade ja afeta 19,8% da populagéo
adulta. Esse numero eleva-se consideravelmente quando se observa a frequéncia de
55,7% de sobrepeso nos individuos adultos, ou seja, mais da metade da populacéo
adulta brasileira (BRASIL, 2019). A obesidade, determinada pelo desequilibrio crénico
entre a energia gasta e ingerida, é resultante de um saldo energético positivo, o qual
€ armazenado na forma de triglicerideos nas células, principalmente nos adipécitos
(POPKIN et al., 2012). E um fator de risco para a sindrome metabolica, considerada
um problema de saude publica, sendo o seu crescimento expressivo relacionado,
principalmente, as mudancas ocorridas nas dietas contemporaneas, que possuem um
elevado teor de acucares de adicdo (ex: sacarose) (TAPPY et al., 2010).

Dentre essas mudancas, destaca-se o consumo exacerbado de alimentos
contendo grande quantidade de acgUcar e bebidas acucaradas de alto teor caldrico,
alimentos processados, aumento da ingestdo de alimentos fora de casa e do uso de
Oleos comestiveis mais baratos, além da reducédo na pratica de atividades fisicas e
aumento do sedentarismo (POPKIN et al., 2012). Um estudo demonstra que 23,4%
da populacédo adulta brasileira e 14,4% da maranhense consomem diariamente esses
acucares de adicdo em excesso, especialmente na forma de alimentos
ultraprocessados (CLARO et al., 2015). Além disso, outro estudo demonstra que 25%
da dieta de criancas e adolescentes € composta de acucares simples (NEWENS &
WALTON, 2016), e de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a

recomendacdo de ingestao diaria desses acucares livres por adultos e criangas é de
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menos de 10% da ingestdo diaria total de calorias (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2015).

Nessa conjuntura, o conceito DOHaD (Origens Desenvolvimentistas da
Saude e Doenga, do inglés: Developmental Origins of Health and Diseases), tem como
objetivo investigar como mudancas pontuais ocorridas de forma precoce em
organismos em desenvolvimento podem resultar em respostas adaptativas e ajustes
inadequados nos sistemas homeostéaticos na vida pos-natal. Além disso, investigar
como essas mudancas podem acarretar em alteragcdes metabdlicas tardias e como
podem contribuir para um risco aumentado de doencas cronicas e/ou problemas
translacionais entre geracdes (JAZWIEC & SLOBODA, 2019).

Uma vez que o organismo em desenvolvimento € plastico, esses insultos
tidos em periodos cruciais no inicio da vida influenciam na regulacédo da expressao
génica e das vias de sinalizacéo celular, tornando-o sensivel e adaptavel a estimulos
ambientais, resultando em “compensagdes bioldgicas”. Esta plasticidade € mais
prevalente durante as principais janelas de desenvolvimento, sendo estas: a gestacéao,
a lactacao, a primeira infancia e a puberdade (JAZWIEC & SLOBODA, 2019).

Os estudos DOHaD tem sido de grande relevancia, seja a partir da
descricdo dos mecanismos fisiopatolégicos das doencas cronicas, seja através de
perspectivas intervencionistas futuras (BAY et al., 2012; BAY & VICKERS, 2016;
GIORDANO & BENYSHEK, 2015). Sao, portanto, essenciais para elucidacdo dos
agravos metabdlicos tardios que um individuo esta sujeito, sendo imprescindivel que
se aprofunde o conhecimento sobre as consequéncias da exposicdo precoce deste
individuo aos acucares de adicdo, muito presentes nas dietas contemporaneas, e
como isso repercutira a longo prazo.

Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa tem se voltado aos
efeitos que uma dieta rica em sacarose pode ter no metabolismo. Um deles demonstra
gue o consumo precoce de sacarose causa diminuicdo da capacidade cognitiva e
motora em ratos (PINTO et al., 2016), além de contribuir para o desenvolvimento do
estresse do reticulo endoplasmatico, o qual € considerado uma das causas mais
precoces da esteatose hepatica ndo alcoodlica (FLISTER et al., 2018). Esse consumo
exacerbado e precoce de sacarose também contribui para a inducdo de vias

lipogénicas hepaticas e para a disfungéo do tecido adiposo (FRANCA et al., 2020).
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Além disso, mostrou-se que a intervencao dietética com uma dieta rica em proteinas
€ capaz de reverter totalmente estes danos, com respostas metabdlicas mais
significativas quando comparado a simples retirada do consumo excessivo de
sacarose (SOUSA et al., 2018).

Todos estes trabalhos alertam para o sério risco de complicacdes tardias
em ratos e camundongos apos o periodo de lactacdo (21 dias), simulando como seria
a exposicao precoce de criangas aos acUcares de adicdo. Entretanto, poucos sao os
estudos que avaliam o risco da exposi¢céo precoce de proles durante a gestacéo e
lactacdo, no que discerne a identificacdo de desfechos precoces resultantes de
insultos iniciais e o ponto-chave de mudanca no perfil metabdlico, a partir de um
modelo de inducdo de mées alimentadas com dieta rica em sacarose. Com isso, €
necessario o aprofundamento nas investigacbes, com vista a caracterizacao de
mecanismos metabdlicos que permitam testar a hipdtese de que a introdugéo precoce
de acucares de adicdo a dieta, em fases criticas do desenvolvimento como a gestacao
e lactacdo, sdo determinantes para a instauracao de disfuncdes metabdlicas na prole

durante a infancia tardia.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Doencas crbnicas ndo-transmissiveis: obesidade, diabetes e sindrome
metabolica

Segundo a definicdo do National Cholesterol Education Program’s: Adult
Treatment Panel Il (NCEP-ATP IIlI), a sindrome metabdlica (SM) representa a
combinacdo de pelo menos trés dos seguintes fatores de risco: obesidade (medida
por meio da circunferéncia abdominal), dislipidemia (na manifestacdo de
hipertrigliceridemia), hipertensdo arterial, hiperglicemia e resisténcia a insulina
(ALBERTI et al., 2009). E importante destaca-la do ponto de vista epidemiolégico, uma
vez que esta sindrome possui prevaléncia média de 31% na populacao adulta e esta
associada a um aumento de 2 vezes nas doengas coronarianas e cerebrovasculares,
além de aumento de 1,5 vez do risco de mortalidade por varias causas (ENGIN, 2017).

A obesidade € o componente da SM observado com maior frequéncia,
tendo uma prevaléncia de 39% na populacdo com 18 anos ou mais (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017). Esta associada a uma grande reducédo na expectativa de
vida e seu efeito extremo sobre a mortalidade € maior entre os mais jovens, quando
comparado aos adultos mais velhos (ENGIN, 2017). O inicio cada vez mais precoce
da SM em criancas e adolescentes esta aumentando de maneira rapida e significativa,
sendo apontado pela Organizacdo Mundial de Saude como um dos maiores
problemas de satde publica no mundo (ABARCA-GOMEZ et al., 2017).

De acordo com a décima edicdo do Atlas de Diabetes 2021 da International
Diabetes Federation, ha 537 milhdes de pessoas vivendo com a doenca. Estima-se
gue até 2045 esse numero aumentara para 700 milhdes de pessoas em todo o mundo.
O diabetes tem efeitos devastadores e cerca de 4 milhdes pessoas em todo mundo
morrem (por ano) em consequéncia dessa pandemia e suas complicacdes.
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2021).

Esses fatores de risco associados, principalmente a obesidade e o
diabetes, desencadeiam a hipertrofia no tecido adiposo, resisténcia a insulina e
hiperglicemia. O excesso de acidos graxos livres advindos do tecido adiposo
hipertréfico desencadeia a dislipidemia, que afeta, principalmente, o tecido hepatico.
Devido ao seu carater lipogénico, o figado sintetiza triglicerideos tanto de forma direta,

através do maior influxo de acido graxo, como de forma indireta, a partir da lipogénese
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de novo, ocasionada pela hiperinsulinemia resultante da resisténcia periférica a
insulina. I1sso resulta na maior formacéao de triglicerideos por esse 6rgao, os quais sdo
exportados na forma de VLDL (lipoproteina de densidade muito baixa) (CHOI &
GINSBERG, 2011).

Esse acumulo de gordura no figado causa a doenca hepatica gordurosa
nao-alcodlica (DHGNA), que é considerada a repercussao da SM no tecido hepatico.
Essa doenca é desencadeada quando a sintese de lipidios € maior do que a
capacidade hepatica de exportacdo e/ou oxidacdo destes e é a principal doenca
hepatica crénica no mundo (LONARDO et al., 2016). Estima-se que a DHGNA afete
24% da populacdo adulta global, estando presente em até 88% dos adultos obesos
(SINTON, HAY & DRAKE, 2019). A prevaléncia da DHGNA aumenta
proporcionalmente em todo mundo, a medida que as epidemias de obesidade e DM2
aumentam (YOUNOSSI, 2019), sendo os habitos de vida e o perfil alimentar da

sociedade os principais fatores contribuintes para isso.

2.2 Dietarica em sacarose: as mudancas nos padrdes alimentares

As DCNT, como a obesidade, a DM2, a hipertenséao e a SM, bem como o
déficit cognitivo, estdo diretamente relacionados ao aumento do consumo de
alimentos ultraprocessados, ricos em sal, gorduras e acUcares de adicdo. Essas
mudancas no perfil alimentar da sociedade tiveram seu alicerce construido na década
de 1970, a partir de mudancas no padrao alimentar e comportamental dos individuos,
sobretudo nos paises ocidentais. Tais transformacdes comecaram a ser cada vez
mais visiveis no inicio dos anos 90, a partir de paises de baixa e média renda, o que
se observava antes somente nos paises desenvolvidos. A industrializacdo e
consequente urbanizacdo foram uma importante forca motriz para o emergir das
doencas crbnicas nos paises em desenvolvimento, sobretudo a obesidade global e o
sobrepeso (POPKIN et al., 2012).

Os habitos alimentares e de vida saudaveis estavam perdendo forca, ao
passo que varios alimentos ultraprocessados e refei¢cdes preparadas eram cada vez
mais comuns, bem como os “fast food”, que estavam se tornando uma parte integrante
e fundamental na vida dos individuos (POPKIN et al., 2012). Estes alimentos

ultraprocessados ndo sao alimentos modificados, mas formulagcdes compostas
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principalmente de fontes de energia baratas, muitas vezes compostas de calorias
discricionarias, além de aditivos, usando uma série de processos (portanto,
"ultraprocessados”). Os produtos ultraprocessados sdo feitos para serem
hiperpalataveis e atraentes, com longa vida de prateleira e capazes de serem
consumidos em qualquer lugar, a qualquer hora. Sua formulagdo, apresentacéo e
marketing geralmente induzem e promovem o consumo excessivo (MONTEIRO et al.,
2018).

Sendo assim, as criangas e adolescentes sao os mais seduzidos pela alta
oferta de alimentos diferenciados disponiveis, uma vez que sdo mais suscetiveis a
comercializacdo desses alimentos que os adultos, o que torna necessaria a reducao
da exposicdo dessas faixas etarias aos alimentos obesogénicos (ABARCA-GOMEZ
et al., 2017). A principal forma de acucar de adicdo em todo o mundo é a sacarose,
sendo esta a principal colaboradora para a ingestéo total de agucar, alcancando taxas
tdo altas quanto 25% do consumo total de energia em muitos paises, sendo este
consumo muito maior entre os adolescentes (GIBSON et al., 2013).

No intestino, a sacarose € eficientemente hidrolisada em seus dois
constituintes monossacarideos: a glicose e a frutose, que sdo absorvidas sob taxas
muito similares (TAPPY et al., 2010). Entretanto, ha diferencas no metabolismo
desses dois monossacarideos. Primeiramente, existem diferencas entre as reacfes
enzimaticas nas etapas iniciais do metabolismo de ambos (LEE et al., 2018). A frutose
€ absorvida no intestino através de transportadores especificos de glicose, como o
transportador de glicose 5 (Glut 5) e o Glut 2. Ela € mais lipogénica do que outros
carboidratos (LEE et al., 2018). Durante a sua metabolizacdo no figado, a frutose é
fosforilada em frutose-1-fosfato, a partir da catalisacdo da reacdo pela enzima
frutoquinase, podendo ser convertida em gliceraldeido e fosfato de di-hidroxiacetona.
Ambos os substratos podem ser convertidos em glicerol-3-fosfato, que é a base para
a sintese de triacilglicerol. Em contrapartida, a glicose € absorvida no intestino e é
fosforilada em glicose-6-fosfato, que a partir da reacdo enzimatica promovida pela
glicoquinase € transformada em glicogénio e pode ser estocado como reserva

energética, como demonstra a Figura 1.
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Figura 1. Metabolizacdo da frutose e glicose no organismo. Fonte: ELLIOTT et al
(2002).

Em segundo lugar, o metabolismo hepatico da glicose € limitado pela
capacidade de armazenamento desta como glicogénio e, mais importante, pela
inibicdo da glicdlise e captacao adicional de glicose resultante dos efeitos do citrato e
do ATP na inibicdo da fosfofructoquinase. Ao contrario da glicose, 0 metabolismo da
frutose ignora a fosfofructoquinase, que € um importante passo limitador de taxa na
glicélise (ELLIOTT et al., 2002).

Por dltimo, uma vez dentro da corrente sanguinea, o destino destes
monossacarideos difere-se acentuadamente. A glicose induz a liberacdo de insulina
pelas células B-pancredticas, no intuito da sua propria absorcdo pelos tecidos
sensiveis a insulina e captacdo de energia pelo organismo, enquanto que a frutose
sofre captacdo quase que completa pelo figado, onde é convertida em trioses que
serdo posteriormente usadas para a sintese de triglicerideos (RIPPE &
ANGELOPOULOS, 2013). Portanto, quando a frutose é consumida em grandes
guantidades, h4 um aumento significativo na producdo de glicerol-3-fosfato e este

servird como substrato para uma maior sintese de triacilglicerol.
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Estudos demonstram que o consumo de frutose em maior quantidade foi
associado positivamente ao aumento dos niveis de TG e inversamente proporcional a
um aumento no colesterol HDL (BROWN et al., 2008). Como a frutose pode ser
produzida e transportada pela placenta, também se considera que a mesma e seus
metabdlitos estejam relacionados na conducdo do processo de programacao
metabdlica fetal, como indica a Figura 2 (TAIN et al., 2016). Estudos tem evidenciado
gue a dieta rica em frutose desencadeia as varias caracteristicas da SM, como
obesidade, hipertensdo, hipertrigliceridemia, dislipidemia, intolerancia a glicose e
diminuicéo da sensibilidade a insulina (JOHNSON et al., 2007; LEE, et al., 2018). Além
disso, estudos também indicaram que a alimentacdo com glicose ou amido néo é tdo
eficaz para induzir SM quanto a alimentagédo com frutose (JOHNSON et al., 2007),
enfatizando o papel fundamental da frutose sobre os efeitos prejudiciais da sacarose

(PINTO et al., 2016).
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Figura 2. Relacdo entre o consumo de frutose no inicio da vida e o processo de
programacdo metabolica fetal. Os elevados consumos de frutose aumentam a
vulnerabilidade aos fendtipos relacionados a sindrome metabdlica na vida adulta.
Fonte: LEE et al. (2018).
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2.3 Conceito DOHaD: Origens Desenvolvimentistas da Saude e Doenca

A principio, estudos iniciais foram desenvolvidos analisando o ambiente
intrauterino e as consequéncias para o feto a longo prazo, procurando-se modelos
gue explicassem essa relacdo. Uma alternativa levantada foi o modelo do “gendtipo
poupador”, proposta por Neel, na década de 1960 (NEEL, 1962), o qual dispbe que
em ambientes com escassez alimentar, populacdes que apresentam maior propensao
para o desenvolvimento da resisténcia a insulina sofreriam uma mutacéo aleatéria,
fazendo com que estes individuos tivessem essa condicdo como forma adaptativa
benéfica a eles, uma vez que permaneceriam com a glicose por mais tempo na
circulacdo suprindo os 0Orgdos periféricos e transmitindo esse carater aos seus
descendentes (NEEL, 1999).

Essa hipotese foi sendo moldada com o passar do tempo, focando nos
fatores ambientais. Trazendo-a para a realidade do ambiente intrauterino, ela propde
gue, em condicOes limitadas de nutrientes, o feto faca alteracdes adaptativas que
retardam seu crescimento e que resultam em resisténcia insulinica na mae, para que
nao haja competicdo mae-feto pela glicose circulante. Isso permitiria uma vantagem
adicional de sobrevivéncia para este feto, em tempo habil suficiente para se
desenvolver nesse ambiente intrauterino adverso, otimizando o uso dos suprimentos
energéticos reduzidos (HALES & BARKER, 2001).

Ja na década de 1970, Ravelli et al. (1976), ao estudarem uma populacdo
de 300.000 homens de 19 anos, em um estudo de coorte, examinados durante sua
inducao militar, filhos de mulheres expostas a “fome holandesa” durante o periodo de
1944-1945 (periodo de grande escassez alimentar ocorrido durante o cerco da
Holanda pela Alemanha, na Segunda Guerra Mundial), constataram que, dependendo
do periodo gestacional de exposicéo a fome e desnutricdo materna, esses individuos,
na vida adulta, apresentavam padrdes diferentes de composi¢cédo corporal. Quando
estes eram expostos a desnutricdo materna durante o Ultimo trimestre da gestacéo e
primeiros meses de vida, apresentavam uma baixa incidéncia de obesidade (RAVELLI
et al., 1976).

Em contrapartida, se a desnutricdo materna ocorresse na primeira metade
da gestacéo, a incidéncia de obesidade aumentava significativamente nos individuos,

demonstrando a importancia que os primeiros meses do individuo possuem, tanto na
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gestacdo quanto na lactacdo, sendo estes periodos criticos de desenvolvimento para
a celularidade do tecido adiposo (RAVELLI et al., 1976). Assim, em 1986, Barker e
colaboradores desenvolveram a hip6tese de que condi¢des de interferéncia durante a
vida intrauterina e a infancia aumentavam o risco de doencgas cardiovasculares nos
individuos quando adultos (BARKER et al., 1989).

Para testa-la, em seu estudo de coorte realizado na Inglaterra e Pais de
Gales, correlacionaram o peso ao nascer de bebés, as condicdes ambientais e
diferencas geograficas durante a infancia, com a saude cardiovascular destes
individuos quando tinham 10 anos e quando adultos, avaliando a relacdo do baixo
peso ao nascer e 0 desenvolvimento da obesidade na vida adulta. Constataram que
as diferencas geograficas na altura das maes que tiveram bebés e as diferencas nas
taxas de pulso de seus filhos aos 10 anos de idade sugeriam que as diferencas no
ambiente intrauterino influenciam na presséao arterial durante a vida adulta (BARKER
et al., 1989).

Essa hipotese de que o ambiente inicial da vida influencia os individuos a
terem maior suscetibilidade a doencas cronicas posteriores na vida adulta, agora
reconhecida como as Origens Desenvolvimentistas da Saude e Doenca (DOHaD), foi
proposta pioneiramente pelo professor David Barker na segunda metade da década
de 1980, a partir desse estudo de coorte realizado na Gra-Bretanha. Hoje, sabe-se
gue as principais janelas metabdlicas suscetiveis aos insultos sdo a gestacao,
lactacéo, primeira infancia e puberdade (JAZWIEC & SLOBODA, 2019).

2.4 Gestacao e lactacédo: janelas criticas de programacao metabdlica

O desenvolvimento no ambiente intrauterino € um processo complexo e
dindmico. Requer interacdo entre méae e feto para sustentar o equilibrio entre ambos
e a posterior sobrevivéncia durante a gravidez. O entrelace de interacdes entre mae,
feto e placenta séo criticos nessa fase inicial da vida para o suprimento adequado de
macro e micronutrientes, oxigénio e sinais enddcrinos. A trajetoria de desenvolvimento
do feto € governada por sua prépria constituicdo genética. Entretanto, s6 pode ser
alcancada se a nutricdo materna for adequada e as fun¢des placentarias forem
suficientes para a manutencao equilibrada das taxas de proliferacéo, crescimento e
diferenciac&o celular e tecidual (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2018).

23



Sendo assim, os primeiros 1000 dias de vida nos humanos, que abrange
desde a concepcao até os 2 anos de vida ap6s o nascimento, que relaciona o
ambiente nutricional materno, crescimento fetal e neonatal subsequente, € um periodo
determinante para a saude da geracdo seguinte na vida adulta (RABADAN-DIEHL &
NATHANIELSZ, 2013). Dentro desse aspecto, alguns fatores séo responsaveis por
modular a programacao metabdlica, sendo eles: o aumento da suscetibilidade dos
individuos ao armazenamento de gordura na presenca de um ambiente obesogénico,
0 proprio estado nutricional da mée durante a gravidez e a alimentacdo ofertada a
crianca durante a primeira infancia, além de fatores genéticos (PATEL & RINIVASAN,
2010).

Portanto, levando em consideragéo o conceito de programacéao nutricional
e metabdlica, possiveis disturbios no suprimento necessario dos componentes
alimentares afetam tanto o crescimento do feto como podem ter consequéncias
adversas na sua saude futura, sendo a nutricho adequada crucial para 0 nao
desenvolvimento de doencas crénicas na idade adulta (WARNER & OZANNE, 2010).
Por esse motivo, a amamentacao desempenha importante funcéo nessa programacao
(BADILLO-SUAREZ et al., 2017). A programac&o lactacional refere-se a programacéo
tida no metabolismo em decorréncia a algum insulto ou exposi¢cdo da méae durante o
periodo de amamentacao de sua prole, o que pode levar a alteracbes nos nutrientes,
horménios ou componentes bioativos do leite (ELLSWORTH et al., 2018).

O periodo de lactacao pode ser dividido em: (a) Unica fase de leite, na qual
a prole é totalmente dependente do leite materno; seguida de (b) periodo misto de
alimentacdo, na qual a prole comeca a introduzir outros tipos de alimentos e as
mamadas complementares sdo necessarias apenas para sustentar o crescimento
infantil; e, por fim, (c) desmame, onde a prole ja ndo necessita do leite materno e nem
depende da mae para alimentacdo (LANGER, 2008). A transicdo do leite exclusivo
para a introducdo complementar de alimentos difere por cada espécie animal (Wells
2014).

O periodo intrauterino é inegavelmente um periodo critico para a formacao
e desenvolvimento de 6rgados, o qual sdo vulneraveis as influéncias dessa janela
metabdlica. Como estes continuam em diferenciacdo e maturacdo, bem como ainda

h& envolvimento na manutencdo da homeostase da glicose durante o periodo de
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amamentacao, as exposicoes durante a janela de lactagdo fornecem uma janela tnica
de oportunidade, dentro dos primeiros 1000 dias, de n&o apenas efeitos de
programacao, mas também de potencializar os efeitos das exposi¢des no utero, no
que diz respeito ao risco de doencas metabdlicas ao longo da vida, do ponto de vista
da saude publica (ELLSWORTH et al., 2018).

Muitos sdo o0s eventos gestacionais que podem alterar a trajetoria do
desenvolvimento fetal. Isso inclui fatores ambientais, como a subnutricdo ou
supernutricdo materna (DEARDEN & OZANNE, 2015), estilo de vida, estresse,
doenca materna, exposicdo ambiental a produtos quimicos desreguladores
enddcrinos, abuso de substéncias e intervengBes médicas durante a gravidez
(PADMANABHAN et al., 2016).

Os resultados desses insultos culminam em mecanismos de programacao,
conforme mostrado na Figura 3, que envolvem: (a) alteragdes no meio endocrino
materno-fetal, incluindo os horménios maternos insulina e leptina, dentre outros
(DEARDEN & OZANNE 2015.); (b) alteracdes placentarias e transferéncia prejudicada
de nutrientes da mée para o feto (LARQUE et al., 2014); (c) restricdo de crescimento
intrauterino (RCIU) (PADMANABHAN et al., 2016); (d) aumento do estresse oxidativo
e inflamacédo, que causam danos nos componentes celulares (ELLSWORTH et al.,
2018); (d) envelhecimento celular acelerado (MARTIN-GRONERT & OZANNE, 2012.);
(e) regulacédo epigenética, como metilacdo do DNA, modificacdo de histonas e

expressao de microRNA, que podem alterar a expressao de genes (PATTI, 2013).
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Figura 3. Insultos causados durante a gestacao e lactacdo, suas consequéncias
teciduais e na vida adulta. Fonte: RODRIGUEZ-GONZALEZ et al. (2018).
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Além disso, a placenta € um importante agente de programacéo da saude
e doenca dos individuos. Os efeitos sobre a funcdo placentaria e as suas
consequéncias estéo intimamente ligados ao seu estagio de desenvolvimento, ao tipo
de insulto ocorrido e ao sexo do concepto. Entretanto, mesmo em condi¢des adversas,
a placenta é capaz de se adaptar ao ambiente em que esta exposta e otimizar suas
funcBes para promover a sobrevivéncia fetal. Adaptacdes do fenétipo placentario em
resposta a dieta materna e ao seu estado metabdlico, por exemplo, irdo alterar o
fornecimento de nutrientes ao feto para garantir sua resisténcia. Isso implica
principalmente em importantes mudancas epigenéticas que ainda sao pouco
documentadas (TARRADE et al., 2015).

Nesse aspecto, estudos ja demonstram uma resposta sexualmente
dimérfica a nutricdo e metabolismo. O proprio estudo sobre a fome holandesa no final
da 22 Guerra Mundial € um exemplo, no qual o desenvolvimento de hipertensao mais
tardiamente na vida ocorreu com 0s meninos, mas ndo com as meninas. Além disso,
em um estudo de Tarrade et al. (2013), as placentas das fémeas filhas de méaes que
consumiram uma dieta rica em gordura apresentaram um maior armazenamento
lipidico em comparagcdo com as dos machos, com uma expressao génica diferencial
entre os dois sexos. Somando-se a isso, os fetos apresentaram uma dislipidemia que
afetou mais machos do que fémeas (TARRADE et al., 2013). Portanto, o que pode-se
observar é que ha uma adaptacéao fisiolégica com relativa protecédo do sexo feminino

de varias espécies.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Investigar o impacto da exposicao excessiva a agucares de adi¢cao durante
as fases pré-gestacional, de gestacdo e de lactacéo sobre a instalagédo e progressao
precoce da sindrome metabdlica na prole de ratas Wistar.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar as repercussdes metabdlicas na prole de ratas Wistar expostas a
uma dieta rica em sacarose (contendo 25%) durante a pré-gestacdo, gestacdo e
lactacéo;

Avaliar o efeito do consumo de sacarose materno de ratas Wistar sobre
marcadores biologicos da sindrome metabdlica durante a infancia tardia da prole
advinda dessas maes;

Analisar a histologia hepéatica em ratos Wistar machos e fémeas
provenientes de maes que ingeriram sacarose em excesso durante os periodos pré-

gestacional, gestacao e lactacéo;
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4. DESENHO EXPERIMENTAL

Ratas Wistar (Rattus norvegicus) adultas (n = 15), com aproximadamente
75 a 90 dias de vida, foram divididas em dois grupos: as que foram expostas ao
estresse nutricional (n = 7) e as que ndo foram expostas (n = 8). Esse estresse
nutricional se deu atravées de uma dieta contendo 25% de sacarose (DRS), em
comparacao a uma dieta controle, que contém 10% de sacarose (CTR). O periodo de
inducdo dessas ratas foi de 7 semanas, quando foram acasaladas com ratos da
mesma idade (n = 15). O acasalamento foi realizado através do método de Poiley
(POILEY, 1960), levando em consideracdo as determinadas linhagens de animais
para que ndo houvesse consanguinidade na prole. Para a confirmacdo da prenhez
das ratas, foi realizado o lavado vaginal matinal, com o intuito de verificar a presenca
de espermatozoides, caracterizando a cobertura das mesmas. As ratas continuaram
com suas respectivas dietas (CTR ou DRS) durante toda a gestacéo e lactacao.

Ao nascimento dos filhotes, a ninhada foi ajustada para 8 filhotes por rata,
devido ao aporte de aleitamento da méae. A partir do desmame (aos 21 dias de vida
da prole), os filhotes foram separados das maes e divididos em dois grupos
experimentais:

e CTR: filhotes machos (n = 13) e fémeas (n = 10) de maes alimentadas
com racao CTR antes e durante a gestacao e lactacéo;

e DRS: filhotes machos (n = 9) e fémeas (n = 13) de maes alimentadas
com racao DRS antes e durante a gestacéao e lactacao.

As duas proles foram alimentados com dieta CTR ad libitum desde o
desmame e foram igualmente acompanhados até os 30 dias de vida (eutanasia).
Nesse periodo foi realizado a mensuracao do peso corporal e do consumo alimentar
das mées e das proles, feita durante duas vezes na semana.

Aos 28 dias de vida, foi realizada a avaliagcdo metabdlica a partir do teste
de tolerancia a glicose (GTT). Aos 30, apoés jejum de 8 horas, os animais foram
anestesiados com solucdo de guetamina e xilazina (nas doses de 40 e 10 mg/kg,
respectivamente) para mensuracdo do indice de Lee, obtido através do quociente da
raiz cubica do peso corporal (g) pelo comprimento nasoanal (mm), multiplicado por 10
(BERNARDIS E PATTERSON, 1968).
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Em seguida, os animais foram laparatomizados para a coletada de
aliquotas de sangue por puncao aértica abdominal, para dosagens séricas de glicose,
colesterol e triglicerideos. Logo depois, foram eutanasiados por exsanguinacdo e
coletados os seguintes érgaos: figado, pancreas, ovarios, testiculos e coxins adiposos
(gorduras perigonadal, retroperitoneal, mesentérica, peripancreatica, pericardica),
além do tecido adiposo marrom e musculos gastrocnémio e séleo. Nesses tecidos foi
realizada a morfometria, além da avaliacdo histologica do figado. Para avaliacdo do
potencial impacto dessa intervencao nutricional sobre parametros de fecundidade, foi
comparada a prolificidade de ambos 0s grupos maternos.

Os protocolos experimentais realizados neste projeto estdo vinculados ao
projeto “Introducéo dietética precoce de agucares de adicdo e sua correlacdo com a
iniciacdo e progressao da sindrome metabdlica e suas comorbidades”, o qual foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFMA, sob o n°
23115.038755/2018-22 (em anexo).
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5. METODOS
5.1 Dieta enriquecida com sacarose

A racao rica em sacarose foi manufaturada a partir da metodologia proposta
por (PINTO et al., 2016). Primeiramente, a racdo padrdo (Nuvilab®, Nuvital) foi
pulverizada e a ela adicionada leite condensado (Moca® - Nestle), acucar refinado e
agua nas proporc¢des demonstradas na Tabela 1, até formar uma massa pastosa. Esta
mistura foi manipulada para formar pellets semelhantes a racao padrdo e dessecada
em estufa (38 °C, por 3 dias). Posteriormente, a racdo produzida foi armazenada em
geladeira por no maximo 7 dias. A composicao centesimal comparativa entre as dietas

se encontra na Tabela 2.

Tabela 1. Quantidade relativa de componentes da dieta rica em sacarose.

Composicéao Quantidade
Racao triturada (Nuvilab®) 40%
Leite condensado Moca 40%
(Nestle)

Acucar refinado 8,5%
Agua filtrada q.S.p

Fonte: PINTO et al. (2016).

Tabela 2. Composicao centesimal da dieta normal e da rica em sacarose.

Composicao . . Dieta rica em sacarose
' Dieta padrédo (CTR)
centesimal (DRS)
Carboidratos 55,4% 65%
Sacarose 10% 25%
Proteinas 21% 12,3%
Lipideos 5,2% 4,3%
Valor energético 352 Kcal/100g 348 Kcal/100g

Fonte: SOUSA et al. (2018).
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5.2 Obtencado e manutencédo dos animais

Os animais parentais foram obtidos a partir do Biotério Central da
Universidade Federal do Maranh&o. Estes e suas proles foram mantidos no Biotério
Setorial do prédio de pés-graduacdo em Ciéncias da Saude/CCBS, em gaiolas de
polietiieno forradas com maravalha (maximo de 4 animais por gaiola), com
temperatura (23 = 2 °C), umidade (60%) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12
horas) controladas e acesso livre a agua filtrada e as racdes CTR e DRS.

5.3 Homeostase glicémica e resisténcia a insulina

Durante a ultima semana de experimentacdo da prole (aproximadamente
aos 28 dias de vida), a homeostase glicémica foi avaliada através do teste de
tolerancia a glicose (GTT). Para isso, os animais foram submetidos a jejum diurno de
8 horas antes da administracéo de 2g/kg de glicose, via intraperitoneal.

Em seguida, gotas sanguineas das veias da cauda foram coletadas
imediatamente antes (tempo 0) e 15, 30, 60 e 120 minutos apods a carga de glicose,
para a mensuracgdo da glicemia através de glicosimetro (Accu check Active®, Roche
Diagnostic, Alemanha). A resisténcia & insulina foi inferida a partir do calculo do indice
TyG (triglicerideos e glicose) [Ln (triglicerideos em jejum (mg/dL) x glicose em jejum
(mg/dL) / 2] (SIMENTAL-MENDIA et al., 2008).

5.4 Morfometria

Aos 30 dias de vida, ap0s jejum de 8 horas, os animais foram anestesiados
com solucdo de quetamina e xilazina (nas doses de 40 e 10 mg/kg, respectivamente)
e laparatomizados para coleta de sangue por puncédo aortica abdominal e eutanasia
por exsanguinacdo. Em seguida, foram coletados os seguintes 6rgéos e tecidos:
figado, pancreas, gbnadas (testiculos e ovarios) e depdsitos de tecido adiposo branco
(perigonadal, retroperitoneal, mesentérico, peripancreatico e pericardico) e marrom,
além dos musculo gastrocnémio e so6leo. Os 6rgaos e tecidos foram lavados com
solucéo salina (PBS), dessecados e pesados. Estes tecidos foram armazenados em
solucdo de formaldeido a 10 % ou paraformaldeido 4% (somente o pancreas) para

posteriores analises histoldgicas ou congelados a - 80°C.
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5.5 Andlise bioquimica

O sangue coletado foi coagulado e centrifugado (3500 rpm por 5 min) para
obtencédo do soro, o qual foi utilizado para determinacdo das concentracdes séricas
de triglicerideos e colesterol, por métodos espectrofotométricos, utilizando kits
laboratoriais (LABTEST®), seguindo as especificacdes descritas pelo fabricante.

5.6 Andlise histolégica do figado

ApoOs pesagem, acondicionamento e fixagdo em formaldeido 10%, o figado
foi submetido aos processos de desidratacéo, diafanizagéo e inclusdo, para posterior
microtomia e coloracdo com hematoxilina/eosina. As laminas de figado foram
analisadas em microscopio de luz (10x, 20x e 40x) e avaliadas segundo o critério de
escore proposto por Kleiner et al. (2005), para a classificacdo do grau de esteatose e
esteato-hepatite. A analise histolégica consiste no escore baseado na somatoéria de
pontuacdes de: inflamacéao lobular (0-2), esteatose (0-3) e “ballooning” hepatocelular
(0-2).

5.7 Analise estatistica dos resultados

Todos os resultados obtidos foram expressos como média * erro padrao
da média, e analisados estatisticamente através do software GraphPad Prism®,
versdo 7.0 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA). Primeiramente, foi
realizado o teste de normalidade a partir do teste de Shapiro-Wilk (para amostras de
tamanho inferior a 30) e, em seguida, as analises estatisticas foram calculadas atraves
do teste t de Student ndo pareado. Os valores de p < 0,05 s&o considerados

significativos.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Pesos e parametros morfométricos

O presente estudo demonstra o impacto de uma dieta materna rica em
sacarose antes e durante a prenhez e lactacdo sobre o metabolismo glicolipidico da
prole de fémeas e machos desmamados em uma dieta controle. Os desfechos foram
analisados aos 30 dias de vida dos animais (periodo juvenil pré-pubere), que
corresponde ao periodo da infancia tardia nos humanos (PICUT et al., 2015). A maior
ingestdo materna de acUcares, particularmente durante a gestacao e lactacdo, nédo
resultou em diferencas significativas sobre os parametros de fecundidade, de acordo

com a Figura 4.
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Figura 4. indice de prolificidade das ratas mdes CTR e DRS de acordo com o
tamanho de sua ninhada no parimento. Os valores foram expressos com média +
e.p.m., sendo 6 fémeas CTR e 7 fémeas DRS. A analise estatistica foi realizada

através do teste t de Student ndo pareado. *p<0,05 quando comparado ao grupo
controle.

Em contrapartida, a dieta materna rica em sacarose programou O
metabolismo fetal, resultando numa prole DRS com maior peso corporal e
comprimento nasoanal do que a prole CTR no nascimento, conforme é evidenciado

na Figura 5.
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Figura 5. Peso e comprimento nasoanal ao nascer das proles CTR e DRS,
machos e fémeas. Os valores foram expressos com média *+ e.p.m., sendo 33 e 23
machos nos grupos CTR e DRS, respectivamente, e 13 e 17 fémeas nos grupos CTR
e DRS, respectivamente. A andlise estatistica foi realizada através do teste t de
Student ndo pareado. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. **p<0,01 quando
comparado ao grupo controle. ***p<0,0001 quando comparado ao grupo controle.

O estudo de D'alessandro et al. (2014) também constatou essa diferenca
de peso ao nascer entre a prole de ratas Wistar que consumiram uma dieta rica em
sacarose semelhante a esta (sendo ela a principal componente, contendo 65% deste
macronutriente) durante o periodo gestacional e de lactacdo, quando comparado ao
grupo CTR (D'ALESSANDRO et al.,, 2014). Entretanto, os animais eram
significativamente menores do que o grupo CTR no nascimento, mas tiveram aumento
de peso desde o desmame até o final do periodo experimental, com 150 dias de vida.
Ja no presente trabalho, isso foi observado de forma oposta, com o peso corporal e
comprimento nasoanal dos animais DRS sendo significativamente maiores do que o
dos CTR no periodo do nascimento. Esse perfil de regulacdo ndo se manteve até os
30 dias de vida dos animais, quando se observa que os animais DRS sdo mais leves
e menores que os animais CTR, demonstrando o déficit de desenvolvimento tido por

esses animais, como pode-se observar na Figura 6.
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Figura 6. Peso e comprimento nasoanal aos 30 dias de vida das proles CTR e
DRS, machos e fémeas. Os valores foram expressos com média + e.p.m., sendo 13
e 9 machos nos grupos CTR e DRS, respectivamente, e 10 e 13 fémeas nos grupos
CTR e DRS, respectivamente. A andlise estatistica foi realizada através do teste t de
Student ndo pareado. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle.

Quanto & mensuracgéo do indice de Lee, um indicativo para a obesidade,
nao foi obtida diferenca estatistica entre os grupos CTR e DRS em ambos 0s sexos
no periodo do nascimento, por conta de ambas as proles DRS apresentarem tanto o
peso corporal quanto o comprimento nasoanal maiores que as proles CTR. Ja aos 30
dias de vida, somente as fémeas DRS apresentaram indice de Lee maior, devido ao
seu menor crescimento acentuado (diminuicdo do comprimento nasoanal) e ndo pelo

aumento do seu peso, conforme mostrado na Figura 7.

440 380
. 430- * CIR = = + CTR
0 5420- = DRS & 5360- s * DRS
410~ O o
22 400 =% 340- .
T @ 3T ]
® o 390+ ® 8 320- . "
2 8 380 5O .
T © T o
= g 370 =1 300:
- 370 g 300 | | |
®
0 0 T
Machos Fémeas Machos Fémeas

Figura 7. indice de Lee ao nascer e aos 30 dias de vida das proles CTR e DRS,
machos e fémeas. Os valores foram expressos com média + e.p.m., sendo 13 e 9
machos nos grupos CTR e DRS, respectivamente, e 10 e 13 fémeas nos grupos CTR
e DRS, respectivamente. A andlise estatistica foi realizada através do teste t de
Student ndo pareado. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle.
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A adiposidade visceral dos animais do presente estudo néo foi
significativamente aumentada na prole exposta a dieta rica em sacarose materna
antes e durante os periodos de gestacao e lactacao, conforme observado na Figura 8
(A, B, C, D e E). Isso levanta a possibilidade de que a exposicao pré-natal aos
acgucares de adigdo produza adaptagdes fisiolégicas que “preparam” o individuo para
um ambiente pés-natal de alto teor de acgUcar. Isso significa que ha uma resposta
preditiva-adaptativa, que ird depender se o individuo foi exposto a um insulto ou ndo
desde o periodo gestacional, onde a exposicdo ao alto teor de aclcar durante o
periodo pés-natal s6 promovera aumento de gordura corporal se ndo houver essa
mesma exposicao no inicio da vida (TOOP et al., 2017). Em contrapartida, houve um

aumento significativo no tecido adiposo marrom do grupo de fémeas, de acordo com

a Figura 8F.
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Figura 8. Parametros morfométricos dos tecidos adiposos das proles aos 30
dias. (A): gordura epididimal; (B): gordura periovariana; (C): gordura periuterina; (D):
gordura retroperitoneal; (E): gordura mesentérica; (F): tecido adiposo marrom. Os
valores foram expressos em g/100g de peso corporal, com média + e.p.m., sendo 13
e 9 machos dos grupos CTR e DRS, respectivamente, e 10 e 13 fémeas nos grupos
CTR e DRS, respectivamente. A andlise estatistica foi realizada através do teste t de
Student ndo pareado. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle.
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Além disso, houve diferencas em alguns érgaos metabdlicos e reprodutivos

dos animais DRS, como mostra a Figura 9.
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Figura 9. Parametros morfométricos de 6rgéos e tecidos das proles aos 30 dias.
(A): figado; (B): pancreas; (C): gbnadas - testiculos e ovérios; (D): musculo
gastrocnémio; (E): musculo soleo. Os valores foram expressos em g/100g de peso
corporal, com média = e.p.m., sendo 13 e 9 machos dos grupos CTR e DRS,
respectivamente, e 10 e 13 fémeas nos grupos CTR e DRS, respectivamente. A
analise estatistica foi realizada através do teste t de Student ndo pareado. *p<0,05
guando comparado ao grupo controle.

O mecanismo envolvido nessa regulacdo é que o cérebro detecta a
ingestao calodrica excessiva, e como consequéncia ativa a termogénese como meio
de prevenir a obesidade. Toda essa acdo € orquestrada pelo sistema nervoso
simpatico, por meio dos receptores (3-adrenérgicos nos tecidos-alvo, o braco eferente
desse mecanismo de regulacdo homeostatica, desempenhando assim um papel

critico na defesa do organismo contra a obesidade induzida por dieta (BACHMAN et

al., 2002).
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Além disso, o elemento-chave na termogénese promovida pelo tecido
adiposo marrom é a expressdo Unica da proteina mitocondrial: a UCP1. Essa proteina
€ portadora de prétons que, apés a ativacéo, desacopla a respiracdo da fosforilacéo
oxidativa, facilitando assim a dissipacdo de energia na forma de calor (KUMAR,
SUNVOLD & SCARPACE, 1999).

Nesse aspecto, estudos ja demonstram que o alto consumo materno de
carboidratos influencia a resposta de escurecimento do tecido adiposo branco na
prole. Alzamendi et al. (2021) constataram que, ap0s a exposi¢cao ao frio, a prole
masculina de ratos Wistar, filhos de maes alimentadas com uma dieta rica em frutose,
teve um aumento no escurecimento do tecido adiposo branco em relacdo aos animais
controle, que nao foram programados com frutose. Esse resultado foi evidenciado por
um aumento na expresséo do gene ucp-1, nos niveis da proteina e nos focos positivos
mais altos para UCP-1. Além disso, estudos in vitro mostraram uma menor capacidade
adipogénica em células dos animais expostos a frutose pré-natal. Isso indica que a
exposicao pré-natal a insultos ambientais (nesse caso a frutose) programou a prole a
uma maior resposta induzida pelo escurecimento do tecido adiposo branco, sob
condicBes estimuladas, apesar de uma aparente menor capacidade termogénica
basal, e que, sob estimulo adequado, as células precursoras adiposas respondem
com maior atividade termogénica (ALZAMENDI et al., 2021).

6.2 Analise bioquimica

A avaliacao dos efeitos da dieta materna rica em acgucares antes e durante
a gestacao e lactacdo sobre o perfil bioquimico da prole mostrou que houve aumento
significativo na glicemia em jejum das fémeas DRS, além do aumento significativo nos
niveis de triglicerideos e colesterol total, bem como do TyG de ambas as proles DRS,

em comparacao as prole CTR, como demonstra a Figura 10.
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Figura 10. Parametros bioquimicos das proles aos 30 dias. (A): glicose em jejum;
(B): triglicerideos total; (C): colesterol total; (D): TyG. Os valores foram expressos com
média + e.p.m., sendo 13 e 9 machos dos grupos CTR e DRS, respectivamente, e 10
e 13 fémeas nos grupos CTR e DRS, respectivamente. A analise estatistica foi
realizada através do teste t de Student ndo pareado. *p<0,05 quando comparado ao
grupo controle. **p<0,01 quando comparado ao grupo controle.

Um estudo avaliou a influéncia de uma dieta obsogénica materna de alta
energia (contendo 20,5% de acUcares simples, 20,5% de polissacarideos, 22,5% de
proteinas, 20% de banha animal e 5% de gordura como macronutrientes, oferecida as
maes desde o desmame até 120 dias de vida, gestacdo e lactacdo) sobre os
parametros bioquimicos de suas proles de ratos Wistar machos e fémeas em
diferentes idades. Observaram um aumento significativo nos valores de triglicerideos
dos machos do grupo experimental, em comparacdo ao grupo controle, aos 36 dias
de vida. Essa diferenca s6 foi evidenciada nas fémeas somente a partir dos 110 dias
de vida, e que nos machos continuou sendo proeminente, o que demonstra um fator
protetor relacionado ao sexo do animal, que parece ser mais comum nas fémeas, mas
que nao foi observado no presente estudo (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2019).
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Outro estudo avaliou as consequéncias de uma dieta obesogénica materna
de alta energia (contendo 21% acucares simples) também durante a gestacdo e
lactagcdo sobre os parametros bioquimicos na prole masculina e feminina. Constatou-
se que a dieta materna aumentou a leptina, os triglicerideos e massa gorda da prole
masculina, mas ndo da prole do sexo feminino no dia pés-natal 36 de ratos Wistar.
Extrapolando esse resultado para o presente trabalho, observa-se que os animais
DRS de ambos os sexos desenvolveram hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia tdo
logo aos 30 dias de vida, ja no final de sua infancia (VEGA et al., 2015).

No mesmo estudo de Rodriguez-Gonzalez et al. (2019) néo foi possivel
observar diferencas significativas na dosagem de colesterol total e glicemia entre os
dois grupos experimentais (machos e fémeas) descendentes de mées alimentadas
com a dieta obesogénica, em nenhum dos tempos analisados (RODRIGUEZ-
GONZALEZ et al., 2019). Entretanto, no presente estudo observa-se um aumento
significativo no colesterol total dos animais DRS em relagéo aos CTR, bem como um
aumento significativo na glicemia em jejum das fémeas DRS e forte tendéncia de
aumento nos machos DRS. No que diz respeito a instauracao periférica do diabetes,
embasada a partir da mensuracédo do TyG, calculo obtido a partir dos triglicerideos e
glicemia, foi possivel observar um aumento significativo desse indice de ambas os
grupos DRS, logo desde os 30 dias de vida desses animais, demonstrando o
importante papel metabdlico desenvolvido pela dieta rica em sacarose materna.

Outro parametro observado diz respeito a homeostase da glicose desses
animais. Constatou-se a instauracao da intolerancia a glicose em ambos 0s sexos nos
animais DRS, sendo esta perturbacao observada desde a glicemia em jejum da prole
fémea, estatisticamente mais elevada no grupo DRS, quando comparada ao seu CTR,

de acordo com a Figura 11.
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Figura 11. Teste de tolerancia a glicose aos 30 dias de vida das proles CTR e
DRS, fémeas e machos, apos jejum de 8h. Os valores foram expressos com média
+ e.p.m., sendo 10 animais no grupo CTR e 9 animais no grupo DRS na prole de
machos, e 10 e 12 animais nos grupos CTR e DRS, respectivamente, na prole de
fémeas. A analise estatistica foi realizada através do teste t de Student ndo pareado.
*p<0,05 quando comparado ao grupo controle. **p<0,01 quando comparado ao grupo
controle. ****p<(0,0001 quando comparado ao grupo controle.

A dieta rica em sacarose perturbou a homeostase glicémica tdo longo na
infancia, o que em alguns estudos € mostrado mais tardiamente na vida. No estudo
de D'alessandro et al. (2014) a resisténcia a insulina foi observada em ratos Wistar
alimentados com dieta rica em sacarose (60%) durante os periodos intrauterino e pos-
natal (durante a lactacdo) somente com 90 dias de idade (D'ALESSANDRO et al.,
2014). Outro estudo também avaliando a resposta da prole frente a uma dieta
obsogénica materna rica em frutose (contendo 35% de carboidratos, sendo composta
por 26% de frutose) durante a gestacao e lactacao obteve que a resposta geral a carga
de glicose e a area sob a curva (AUC) calculada foi aumentada na prole masculina e

feminina de ratos Wistar com 150 dias de vida (LI et al., 2020).
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Além disso, o estudo de Rodriguez-Gonzélez et al. (2019) jA comprova que
a programacao fetal tida através de uma dieta obesogénica materna (dieta rica em
gordura e de alto valor energético) ocorre de maneira diferente entre os sexos,
acelerando o envelhecimento dos filhotes de forma dependente do sexo
(RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2019).

No presente estudo, observa-se que a dieta materna rica em sacarose
provocou um aumento da glicemia em jejum, triglicerideos e colesterol total dos
descendentes DRS. Além disso, a dieta foi capaz de perturbar a homeostase glicidica
desses animais e provocou aumento do TyG, podendo afirmar que 0s animais
desenvolveram diabetes mellitus tipo 2 no final de sua infancia. Com isso, pode-se
afirmar que a dieta rica em sacarose provocou a instauracao da sindrome metabdlica
nesses animais tao logo aos 30 dias de vida, além de uma reprogramacéo metabdlica
dependente do sexo, com peculiaridades no seu desfecho para a prole de fémeas e

machos, sendo a prole feminina a mais prejudicada metabolicamente.

6.3 Analise histologica

O figado constitui um 6rgao chave no controle da homeostase glicolipidica.
Em condi¢des normais, armazena pequenas quantidades de acidos graxos na forma
de triglicerideos (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2019). No entanto, sob certas
condicBes fisiopatologicas, o metabolismo dos acidos graxos hepaticos é alterado
(ALVES-BEZERRA & COHEN, 2017). Essas alteracdes hepéaticas patologicas
culminam na doenca hepatica gordurosa nédo alcodlica (DHGNA), que é uma doenca
progressiva caracterizada pelo acumulo excessivo de triglicerideos hepaticos e esta
associada a obesidade, resisténcia a insulina e dislipidemia (RODRIGUEZ-
GONZALEZ et al., 2019).

Estudos ja relatam que a obesidade materna programa o desenvolvimento
de um fendtipo dismetabodlico e de DHGNA na prole. Jude et al. (2010) constataram
gue filhotes camundongos de méaes obesas a partir de uma dieta rica em gordura
tiveram esse fenotipo dismetabdlico, resistente a insulina e com a DHGNA, em
comparacao com filhos de mées magras (JUDE et al., 2010). Além disso, relatam que
essa programacao é criticamente dependente do periodo pos-natal precoce (lactacao)

e que possivelmente envolve alteragdo da sinalizacdo dos nucleos hipotalamicos
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reguladores do apetite na prole (a partir do leite materno), que é derivado do tecido
adiposo neonatal: a leptina (OBEN et al., 2010).

No presente estudo, foi realizada a andlise histologica baseada na
avaliacdo da somatéria de score de trés critérios: “ballooning” hepatocelular,
inflamacéo lobular e esteatose. A partir deste score, constatou-se que 0s animais
machos e fémeas apresentaram aumento significativo nos trés parametros analisados
e na somatoria total destes, apresentando um claro quadro de esteato-hepatite. Essa
esteato-hepatite pode ser observada a partir das goticulas de gordura que se formam
dentro dos hepatdécitos, juntamente com a presenca de focos inflamatérios. No
presente estudo, é possivel constatar essas duas alteracdes no figado dos animais
DRS, além da presenca de ballooning, que é caracterizado a partir da perda de
estrutura do hepatdcito e descentralizacdo do seu ndcleo, justamente por conta desse
acumulo exacerbado de lipideos em seu interior, conforme é mostrado na Figura 12 e
Tabela 3.
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Figura 12. Imagens representativas das laminas histolégicas do figado no
aumento de 40x das proles aos 30 dias. As setas em amarelo indicam o ballooning
hepatocelular e as setas em preto indicam os focos inflamatérios. Os valores foram
expressos com média = e.p.m., sendo 13 e 9 machos dos grupos CTR e DRS,
respectivamente, e 10 e 13 fémeas nos grupos CTR e DRS, respectivamente.
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Tabela 3. Andlise histolégica do figado das proles de machos e fémeas aos 30 dias.

Grupos
Orgéos Machos Fémeas
CTR DRS CTR DRS
Esteatose 0,07+£0,07 1,22+0,32*** 0,60+0,26 1,53+0,33*
Ballooning 0,0+0,0 0,11+0,11* 0,0+0,0 0,15+0,10*
Inflamacéo 0,07+0,07 0,44+0,17* 0,20+0,13 0,69+0,13**
Total 0,23+0,12 1,77+0,40*** 0,80+0,35 2,38+0,41**

Avaliacdo do score histologico de DHGNA dos animais. Os valores foram expressos com média +
e.p.m., sendo 13 e 9 machos dos grupos CTR e DRS, respectivamente, e 10 e 13 fémeas nos grupos
CTR e DRS, respectivamente. A analise estatistica foi realizada através do teste t de Student n&do
pareado. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. **p<0,01 quando comparado ao grupo
controle. ***p<0,001 quando comparado ao grupo controle.

A exposicéao indireta a sacarose durante o periodo perinatal tem impacto
significativo na massa gorda da prole e no perfil lipidico hepatico. Essa exposi¢cao
apenas durante o periodo de lactacdo, mas ndo durante o periodo gestacional, foi
associada ao aumento da deposicao de gordura visceral na prole de machos e fémeas
descendentes logo no desmame, aos 21 dias de vida. Isso sugere que a prole
consumiu mais energia durante esse periodo, potencialmente devido ao aumento do
teor de gordura e/ou energia do leite materno (TOOP et al., 2017).

Estudos demonstram que filhotes de méaes obesas que consomem
cronicamente uma dieta rica em gordura apresentam alteracbes metabdlicas
significativas, com acumulo de lipidios no figado e desenvolvimento da DHGNA.
Dentre eles, o estudo de Ashino et al. (2012) relata que os filhotes machos
(camundongos) adultos filhos de maes alimentadas com uma dieta rica em gordura
durante a gestacdo e lactacdo exibiram aumento do peso do depésito de gordura
e aumento da insulina sérica. Além disso, o teor de triglicerideos no figado na prole
na primeira semana ap6s o desmame (aos 28 dias de vida) e no adulto (aos 82 dias
de vida) aumentou significativamente, culminando na DHGNA (ASHINO et al., 2012).

Outro estudo também relata que o consumo materno de dieta rica em
gordura durante a gestacao e lactacao estdo associados a alterac6es no metabolismo
lipidico da prole de machos e fémeas, aumento dos niveis de colesterol, resisténcia a

insulina e acumulo excessivo de triglicerideos no figado, de maneira especifica ao
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sexo, com as fémeas sendo mais prejudicadas. J& na histologia, esta mostrou
claramente grandes goticulas de gordura nas proles descendentes de maes
alimentadas com a dieta rica em gordura, e a prole de fémeas mostrou um pequeno
aumento na porcentagem de gordura hepatica na idade mais jovem (logo aos 36 dias
de vida) e que perdurou na idade mais avancada (aos 650 dias de vida) avaliada no
estudo (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2019).

Conforme pode-se observar, a mudanca esteatogénica que leva a DHGNA
adulta é desencadeada por fatores desde o periodo pré-natal. A dieta desregulada da
méae e as comorbidades determinam um aumento do fluxo de lipidios transplacentarios
e através do leite materno, levando a sobrecarga lipidica fetal. Esses lipidios fetais
sdo armazenados somente nos hepatdcitos, uma vez que o tecido adiposo fetal ainda
é incapaz de armazenar os mesmos. Além disso, a inflamacao placentaria e a hipoxia
geradas pela resisténcia a insulina materna e pela obesidade s&o transferidas
diretamente para o figado fetal, através do sangue do corddo umbilical, levando a
inflamacé&o hepatica tdo logo durante a gestacao (VALENTINI et al., 2022).
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1. CONSIDERAC}OES FINAIS

Com o crescente aumento de pessoas com obesidade, em proporc¢oes
epidémicas e acometendo cada vez mais criangas e jovens, faz-se necesséria uma
mudanca imediata de hébitos alimentares e de vida. Esse aumento crescente é
acompanhado proporcionalmente com o0 aumento no consumo de alimentos
ultraprocessados e bebidas acucaradas. O presente estudo tem como carater
inovador a utilizacdo de uma dieta rica em sacarose com proporgcdes semelhantes e
de carater fisiolégico as dietas utilizadas pela populacdo ocidental. Além disso,
demonstra as consequéncias desse consumo desenfreado de agucar, sobretudo
durante a gestacao e lactacdo, e a reprogramacéo metabdlica causada na prole por
conta desse consumo indireto através da mae.

As principais evidéncias tidas a partir desse consumo indireto é o prejuizo
significativo na homeostase glicolipidica dos descendentes. A clara intolerancia a
glicose, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia e aumento do TyG culminaram no
desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 e consequente instauracéo da sindrome
metabolica tdo logo na infancia tardia desses animais. Além disso, o aumento da
esteatose, inflamacéo e “ballooning” no figado desses animais culminam na esteato-
hepatite, estagio antecessor da cirrose hepatica e logo depois do cancer
hepatocelular.

Apesar disso, sado necessarias maiores investigacbes acerca dos
mecanismos pelo qual a dieta rica em sacarose atua, principalmente em relacdo ao
esclarecimento da reprogramacao metabdlica dependente do sexo, para que, assim,
possa se fazer intervencdes dietéticas no intuito de proteger o organismo em

desenvolvimento.
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Syzygitem cuming is wsed worldwide for the treatment of metabolic syndrome-associated outcomes. Previowsly, we described the
antihypertriglyceridemic effect of the hydroethanolic extract of 5 cumini leaf (HESc) in monosodiom. L-glutamate- {MS5G-)
induced obese rats. This study sought to investigate the maolecular mechanisms underlying the antibypertnighyceridemic effect of
HESc in MSG-obese rats. Newborn male Wistar rats were injected subcutameowsly with M3G [4.0gfkg/day, obese group) or
saline 1.25% (1.0 ml/'kg/day, lean group), from Znd through 10th postnatal day. At 8 weeks old, obesz rats started 1o be crally
treated with HESc (05 or LOgkgiday, m=7) or saline 09% (Il mL/kgiday. m=7). Lean rats received saline solution
{1 mLikgiday, m=7). Upan E-week treatment, animals were euthanized for blood and tissue collection. Another ==t of aduh
nonobese Wistar rats was used for the assessment of HESc acate effects on Triton WH13349-induced hypertrighyceridemia. HESc
reduced weight gain, as well as adipose tissue &t pads, without altering focd intake of obese rats. HESc restored fasting sevum
glucose, trighycerides, ol cholesterol, and free fatty acids, as well a5 insulin sensitivity, to levels similar to lean rats
Additionally, HESc halved the triglyceride content imto very low-density lipoprotein particles, as well as healed liver steatosis, in
obese rats. Hepatic protein expression of the endoplasmic reticulum chaperone GRP94 was decreased by HESc, which also
downregulated the hepatic triglyceride secretion pathway by reducing the splicing of X-box binding protein | (XBP-1s), as well
as protein disulfide isomerase (FIM) and microsomal triglycersde transfer protein (MTF) translational levels. This action was
farther corroborated by the acute inhibitory effect of HESc on triglyceride acoomulation on Triton WR1338-treated mats. Our
data support the downregulation of the XEP- ls/PDI/MTE axis in the liver of M5G-obese rats a5 a novel feasible mechanism for
the antihypertriglyceridemic efiect promoted by the polyphenalic phytocomplex present in 5. cureing lead.

L Introduction [1). Under MetS, white adiposs tissue hypertrophy causeslocal

insulin resistance that, in tuen, Increases adipocyte Hpalytic
Nonalcoholie fatty liver disease (NAFLD) ks consldered the activity and decreases local free fatty acld (FFA) recycling, rais-
main hepatic manifestation of metabolic syndrome (MetS]  ing serum FFA levels. Increased FFA uptake by hepatocytes
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Myricetin improves metabolic outcomes but
not cognitive deficit associated to metabolic
syndrome in male mice
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Myricetin i a flavonol highly prevalent in edible vegetables and fruits, with recognized hypoglycemic and
arti-obesty effects, besides great antioxidant capacity. Thus, this study sought 1o investigate whather
myricetin is able to improve metabalic and behavioral outcomes found in monosodium L-glutamate
(MSG) obess mice, a model of metabolic syndrome characterized by earty hyperinsulinemia associated to

besity, dyslipidemnia, hep

o L) |

i steatosis, anxiety and cognitive deficit. Newborn male mice received MSG

(4 mg kg~ day~?, sc) on alternate days during the first 10 days of ife for obesity induction, while controt
pups receved equimolar saline solution. From postnatal day 90 to 135, MSG mice were orally trested with
miyricetin (50 mg kg™ day™") or distilled water, while control animals recsived vehicle, During the last
week of trestment, all groups were submitted to behavioral tests: open field maze, elevated plus maze
and Morris water maze. At the end of trestment, animals were euthanized for collection of liver, serum
and adipose tissue fat pads. Myricetin treatment reduced the elevated serum levels of glucose and trgly-
cerides, typically found n MSG mice, as well & restored peripheral insulin senstivity and Liver steatosis

Recewved 7th January 2021,
Accepted 24th March 2021

DOY: 20.1039/a11000073
rscliffood-function

1. Introduction

Obesity and type 2 diabetes mellitus {T2DM) have emerged as
epidemic diseases worldwide.'* Usually, obesity may lead to
T2DM, and these two entities comprise diagnostic criteria for
metabolic syndrome (MetS), alongside fasting hyperglycemia,
dyslipidemia and hypertension.” MetS may unleash other
comorbidities not comprised in its current definition, such as
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), mild cognitive
deficit and Alzheimer's disease (ADL*® Indeed, obesity is

“Labevatory of Experimental Pltysiology, Health Sciences Gradwate Program,
Federal Uniwrsity of Marenhdo, 1966, Sdo Luls. MA, 63080805, Brazdl.
Eanatl: marcuspoesiiifing v
“Department of Morphological Sciences, Federal University of Maranhdo, 1966,
S00 Lufs, MA, 65080505, Brazil

“Dep of Phystological Scleces, Federal © ry of Maranhda, 1966,
Sdo Luks, MA, 65080805, Rrazil

1 Currens add log and Plastieity of the & Brain, Lille
N lence & Cognition, Inserm, U oy of Lille, CHU Lile. UMRS 1772,

Bltiment Bisert. 1 place de Verdun, 59045 Lille Cedex, Prance.

3586 | Food Funct, 2021, 12 3586-35%6

Moreover, myricetin ameliorsted the lack of thigmotaxis and expl y beh
the cognitive deficit presented by MSG mice. Therefore, this study contributes to the pharmacologcal
valdation of myricetin a< an affordable and healthy therapeutic adjuvant for the trestment of metabolic
syndrome and most of its comerbidities.

jor, but did not improve

related to mood disorders, since overweight can lead
to neurcinflammation and anxiety/depressive symptoms.”
Consequently, MetS patients are usually subjected to polyphar-
macy regimens, which bring worse side effects and elevated
costs to public health system.”

For their multitarget properties, flavonoids have been pro-
posed as therapeutic adjuvants in MetS.* Unique flavonoids
have been identified as secondary metabolites present in
different parts of edible plants, occurring in either glycoside or
aglycone forms.” These compounds can scavenger reactive
oxygen species and enhance endogenous antioxidant defenses,
attenuating lipoperoxidation-derived cell damage. They rep-
resent a large family of low-molecular weight polyphenols and
are classified into six subclasses: flavonols, flavones, isofla-
vones, flavanones, anthocyanidins, and flavanols.'® Among
them, flavonols display the strongest scavenger activity, and
are reported to have biological beneficial effects, such as anti-
inflammatory, anti-obesity and hypoglycemiant.” Quercetin
and kaempferol are flavonols consistently studied as co-adju-
vants for MetS-comorbidities therapy.'' However, other com-

This poumal i= © The Royal Socety of Chemistry 2021
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