32° Enconfro Anual de Iniciagdo Cientifica
12° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica Junior

23 e 24 de Novembro de 2023

EFEITOS DA SUPERALIMENTACAO PERINATAL E INTERVENCAO
PERIPUBERAL COM METFORMINA NO CICLO REPRODUTIVO DE RATAS
WISTAR

Ana Leticia Mans Assakawa® (PIBIC/CNPg/FA/UEM), Anna Carolina Huppes de
Souza', Mariana Narciso Constancio®, Marcos Vinicius Martins®, Scarlett Rodrigues
Raposo?, Douglas Lopes Aimeida® (Coorientador) Paulo Cesar de Freitas Mathias *

(Orientador). E-mail: analeticiamanso@gmail.com

'Universidade Estadual de Maringd, Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude,
Departamento de Biotecnologia, Genética e Biologia Celular Laboratorio
Experimental em DOHaD (Lex DOHaD), Maring4, PR.

Fisiologia, Fisiologia de Org&os e Sistemas

Palavras-chave: Adolescéncia, Obesidade, Sistema Reprodutor
RESUMO

Interferéncias em fases como a lactacdo e a adolescéncia podem levar a uma
programacdo no organismo. A superalimentacdo na fase perinatal reproduz o
modelo de obesidade precoce, trazendo efeitos sobre o metabolismo e sistema
reprodutor, ja a administragdo da metformina na adolescéncia mostrou-se habil para
melhorar parametros de obesidade. Hipotetizamos que os prejuizos formados no
metabolismo e ciclo estral de ratas Wistar devido a hiperalimentagdo perinatal
poderiam ser atenuados pelo tratamento de metformina na adolescéncia. Utilizamos
a ninhada normal (NL), com 9 filhotes por mae e animais de reducéo de ninhada -
“small litter” (SL), em que houve reducédo para 3 filhotes (até PN21), para inducdo de
superalimentacdo e sobrepeso nas ratas. No periodo de 30 dias durante a
adolescéncia (PN30-PN60) as ratas dos grupos NL-metformina e SL-metformina
receberam metformina via agua de beber na dose de 300mg/kg de peso
corporal/dia. Durante 30 dias ap0s a abertura vaginal observou-se os estagios do
ciclo estral através da realizacdo do esfregaco vaginal. Os animais dos grupos NL
mostraram maior regularidade do ciclo quando comparados aos animais do grupo
SL. Ademais, a aplicagdo de metformina durante a adolescéncia mostrou-se eficaz
para regularizar o ciclo estral e atraso na abertura vaginal. Portanto, a
superalimentagcdo mostra prejuizos ao ciclo estral de ratas enquanto a metformina
melhorou esses parametros.

INTRODUCAO

O conceito DOHaD "Origens do Desenvolvimento da Saude e Doenca" advém do
estudo que explora as janelas criticas do desenvolvimento para programacdo da
saude e doenca nas diferentes etapas da vida. (FALL, KUMARAN, 2019). A analise
de estudos experimentais evidencia que o modelo de superalimentacdo no estagio
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perinatal € capaz de induzir obesidade na fase adulta e aumentar a probabilidade de
sindrome cardiometabodlica (HOU et al, 2011). As alteragcbes metabdlicas podem
exercer influéncia tanto no curto quanto no longo prazo, acarretando implicacées em
etapas cruciais do desenvolvimento, como a puberdade. A superalimentagéo
durante a fase de lactacdo acelera a maturacdo do eixo hipotalamo-hipofiséario-
adrenal, estimulando tal eixo e intensificando a sensibilidade aos glicocorticoides no
tecido adiposo (BOULLU-CIOCCA et al, 2005). Nas fémeas, a fase da adolescéncia
coincide com o inicio do ciclo estral e a abertura do canal vaginal, observado em
ratas Wistar entre 34 e 39 dias em sintonia com o0 aumento na liberacédo de LH e
FSH, estrégeno e progesterona, que determinardo este ciclo (WESTWOOD, 2008).
O estudo do ciclo estral em roedores € conduzido por meio de esfregacos de
secrec¢do vaginal e analises histologicas do sistema reprodutivo, considerando que a
duracéo do ciclo varia entre 4 e 5 dias, abrangendo as fases de Diestro, Proestro,
Estro e Metaestro (WESTWOOD, 2008). A literatura sugere que a programacao
metabdlica neonatal, através de ajustes nos eixos de regulacdo metabolica centrais,
pode ter implicacdes significativas no desenvolvimento juvenil, afetando parametros
biométricos, metabdlicos e reprodutivos. Ademais, a metformina, um farmaco
utilizado com tratamento para DM2 e obesidade, tem se mostrado eficaz para
melhorar aspectos metabodlicos durante a fase pré-pube e pubere (PASTOR-
VILLAESCUSA, B. et al, 2017). Assim, hipotetizamos que o tratamento de
metformina durante a adolescéncia seria capaz de atenuar os efeitos que a
hiperalimentacdo durante a fase perinatal pode causar sobre o ciclo estral e
maturacdo sexual das ratas fémeas.

MATERIAIS E METODOS

Animais e condi¢cfes experimentais: Os protocolos experimentais foram realizados
de acordo com as normas do CEUA (protocolo N° 4831020822). Fémeas prenhas
advindas do biotério central foram mantidas no biotério setorial. No nascimento
(PNO) as ninhadas foram mantidas com 9 filhotes por ninhada. No PN3, o grupo
“Small Litter” (SL) teve sua ninhada reduzida para 3 animais, para induzir
superalimentacdo (Fig. 1). O desmame foi realizado no PN21 (n= 4-7 ninhadas por
grupo). Apenas ratas fémeas foram utilizadas para os protocolos experimentais.
Apos o desmame, os animais foram acondicionados em 3 ratas por caixa. No PN30
teve inicio o tratamento com metformina, administrado via agua de beber na dose de
300 mg/kg de peso corporal/dia até oPN60, resultando em 4 grupos: SL-MET, SL-
CONTROLE, NL- MET e NL-CONTROLE.

Condig8es de biotério: Os animais permaneceram com agua e comida a vontade até
o0 PN120. Abertura Vaginal: Ap6s o desmame, avaliou-se visualmente os animais
todos os dias para determinacdo do inicio da maturacdo sexual, evento
caracterizado pela abertura do canal vaginal. Esfregaco Vaginal: A partir da abertura
vaginal realizou-se por 30 dias esfregacos em lamina por meio da coleta de
secrecdo vaginal utilizando uma pipeta pasteur de 1,5 ml com solucédo salina e
colocado na lamina. As laminas foram analisadas no microscopio 6ptico. De acordo
com os tipos celulares visualizados foi determinada a fase do ciclo em: Proestro (Fig.
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2.A); Estro (Fig. 2.B), Metaestro (Fig. 2.C) e Diestro (Fig. 2.D). Determinacao da
duracéo e regularidade do ciclo estral: O ciclo teve duracado a partir da primeira fase
estro, até a préxima fase estro. Foram considerados ciclos regulares os de 4 a 5 dias
de duracdo com 1 a 2 fases estro entre elas. Tratamento Estatistico dos Dados: Os
dados estdo apresentados como média = erro padrdo da média (EPM). Foram
submetidos ao teste t de Student e um p<0,05 foi considerado o limiar de
significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os grupos SL apresentaram maior numero de ciclos estrais desregulados em
comparacdo com os animais NL, enquanto a metformina obteve efeito regulador
sobre o ciclo em ambos (Fig. 3 e 4). Isso nos indica que ao melhorar os parametros
biométricos, como na diminuicdo do ganho de peso (Fig. 5), ha uma melhora na
regulacdo hormonal das ratas, especialmente no ciclo de estrogénio. A
administracdo da metformina provocou um retardo na abertura vaginal (Fig. 6), dos
grupos SL-met e NL-met quando comparado respectivamente ao SL-controle e NL-
controle. Esses dados indicam uma relacdo entre o inicio da puberdade com o
metabolismo na fase imediatamente anterior, mostrando a possibilidade do centro
regulador dos horménios em relagcédo a parametros metabdlicos, como o hipotalamo.
Apesar das analises anteriores terem mostrado grande diferenca de resultados entre
0s grupos tratados, a média de duracéo do ciclo ndo apresentou diferenca entre os
grupos (Fig. 7), demonstrando que a duracao do ciclo nao foi influenciada pelo tipo
de ninhada ou tratamento.
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Figura 3- Figura representativa do ciclo estral dos respectivos grupos.

a
S

N
S

CICLO REGULADO (%)
PESO CORPORAL-120 DIAS (g)

o

CONTROL MET CONTROLE MET

Figura 4- Ciclos regulados em porcentagem(n=4-8). Figura 5- Massa corporal aos 120 dias.
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Figura 6- Data de abertura vaginal(n=4-8) Figura 7- Duracao do Ciclo Estral (n=4-8)

CONCLUSOES

A hiperalimentacédo na fase perinatal provoca uma desregulacdo no ciclo estral de
ratas fémeas, e a introducdo da metformina durante a puberdade mostra-se capaz
de atenuar esse parametro.
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