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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo investigar os efeitos da superalimentacéo
neonatal em parametros biométricos durante a adolescéncia e na vida adulta, e
guais os efeitos da utilizacdo da metformina durante adolescéncia a longo prazo. A
hipétese é de que o tratamento durante a puberdade de ratas com sobrepeso
induzido na vida neonatal pode prevenir as disfuncfes metabdlicas na vida adulta.
Os animais foram separados em grupos NL (9 filhotes por méae) e SL (3 filhotes por
mae), utilizados como modelos de alimentacdo neonatal normal e superalimentacéo
precoce, respectivamente. Aos 30 dias, foram subdivididos em grupos NL- MET e
NL-CONTROLE SL-MET, SL-CONTROLE, o tratamento com metformina foi
administrado via 4gua de beber até os 60 dias de vida. Durante todo o periodo
experimental foi registrado o peso corporal de todos os ratos semanalmente. Aos 30
e 120 dias de idade foram realizados os testes de ITT e oGTT. Na vida adulta, 0os
animais tratados com metformina apresentaram melhorias na tolerancia a glicose, na
sensibilidade a insulina, no ganho de peso corporal e no acumulo de gorduras, tanto
branca quanto marrom. Os resultados mostram que o tratamento com metformina
durante a adolescéncia podem inibir ou mitigar as disfun¢cdes metabdlicas causadas
pela superalimentacédo durante a lactacdo em ratas adultas.

INTRODUCAO

O conceito DOHaD (Origens desenvolvimentistas da saude e da doenca), evidencia
o efeito programador a partir de insultos como a disponibilidade alimentar caldrica,
insultos farmacologicos ou ambientais em fases sensiveis do desenvolvimento como
a gestacao, lactacdo e a adolescéncia. Podendo, portanto, causar alteracbes no
metabolismo (FALL, KUMARAN, 2019). O ambiente de desenvolvimento neonatal e
infantil € determinante para a saude metabdlica mais tarde na vida. Nesse sentido,
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propéem-se o estudo experimental do modelo de obesidade por meio do método de
reducdo de ninhada, a fim de investigar os efeitos da programacdo em parametros
biométricos durante a adolescéncia e na vida adulta. Machos e fémeas respondem
de maneira diferente a essa alteracdo nutricional. O objetivo do projeto foi avaliar
essas alteragcbes em fémeas e qual efeito o uso da metformina na adolescéncia
pode causar. Em relacdo aos efeitos da metformina no contexto de
superalimentacdo neonatal, previamente nosso grupo de pesquisa mostrou que o
tratamento durante a lactacdo melhora, previne, as disfuncbes metabdlicas
induzidas pela reducdo da ninhada em ratos machos (PREVIATE, C. et al, 2020).
Dessa forma, considerando a puberdade como uma importante janela de
programacao metabdlica e os efeitos benéficos da metformina, hipotetizamos que o
tratamento com metformina durante a puberdade de ratas pode prevenir ou mitigar
as disfuncbes metabdlicas causadas pela superalimentagdo neonatal.

MATERIAIS E METODOS

Animais e condi¢cdes experimentais: Apos a aprovacdo do Comité de Etica (CEUA),
protocolo n° 4831020822, matrizes adultas de ratos Wistar foram obtidas do Biotério
Central da Universidade Estadual de Maringd — UEM, e trazidas para o Biotério
Setorial, onde foi feito o cruzamento (2 fémeas para cada 1 macho). Apos a
constatacao observacional da prenhes, a fémea foi colocada em uma caixa isolada.
Na ocasido do nascimento as ninhadas foram mantidas com 9 filhotes como
padronizacdo do tamanho da ninhada. Ao terceiro dia de vida o grupo SL teve sua
ninhada reduzida para 3 animais, e o grupo NL permaneceu com 9 animais. O
desmame aconteceu aos 21 dias de vida dos filhotes, resultantes de 4 ninhadas por
grupo, por sua vez foram mantidos apenas as ratas fémeas para a realizacdo dos
protocolos experimentais. Aos 30 dias, foram subdivididos em grupos SL-MET, SL-
CONTROLE, NL- MET e NL-CONTROLE, onde o tratamento com metformina foi
administrado via agua de beber na dose de 300 mg/kg de peso corporal/dia até os
60 dias de vida.

Parametros biométricos: Apds o desmame, durante todo o periodo experimental foi
registrado evolucdo ponderal de todas as ratas. Apds todos os procedimentos
experimentais aos 120 dias de vida, os animais foram eutanasiados e
laparatomizados para a dissecacdo dos estoques de gordura uterina, ovariana,
retroperitoneal e visceral, os quais foram pesados para uma estimativa do acumulo
total de gordura corporal.

Teste de Tolerancia a Insulina intraperitoneal (ITT): Aos 30 e 120 dias de vida. Um
lote de animais (n = 4 ninhadas por grupo) foi submetido a um jejum de 6 horas,
posteriormente receberam uma injecéo intraperitoneal de insulina (1U/kg de PC). A
coleta de sangue (300uL) foi feita através da veia caudal e a glicemia mensurada por
um glicosimetro (FreeStyle Optimun H - Abbott), nos tempos 0 (basal); 15, 30, 45 e
60 minutos depois da injecao de insulina. Foi calculado a constante da taxa de
decaimento da glicose sanguinea (kITT). Teste de tolerancia a glicose via oral
(oGTT): Apoés dois dias de recuperagdo do ITT, as ratas dos 4 grupos foram
deixadas em jejum de 12 horas. Logo apoés, receberam uma solugcédo de glicose via
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oral através de gavagem (1g/Kg de massa corporal). Através da veia caudal
amostras de sangue foram obtidas. As coletas de sangue foram feitas nos tempos
de 15, 30, 45, 60 e 120 minutos. A glicemia foi avaliada por glicosimetro (FreeStyle
Optimun H - Abbott).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado que aos 30 dias, o grupo SL apresentou excesso de peso em relacao
ao grupo NL. Aos 120 dias o grupo SL-C apresentou maior peso corporal em relagcéo
aos outros grupos, onde apresenta uma diferenca significativa quando comparado
ao grupo SL tratado com metformina, que apresentou uma regulagcdo uma
diminuicdo de peso corporal. Ratas do grupo SL-Controle apresentaram aumento de
peso nos coxins de gordura: periovariana, periuterina, retroperitoneal, mesentérica e
marrom em comparacao aos outros grupos (tabela 1). No PN30, os grupos SL- C e
SL-MET apresentaram maior resisténcia a insulina e intolerancia a glicose do que os
grupos NL-C e NL-MET (figural - a e b). Ja aos 120 dias, os grupos SL tratados com
metformina apresentou uma melhora quanto a tolerancia a glicose e na sensibilidade
a insulina, os grupos NL também permaneceram mais sensiveis a insulina e mais
tolerantes a glicose quando comparados ao grupo SL- Controle (figura 1 - c e d).

Dados por grupo (Média+DP)
NL-C NL-MET SL-C SL-MET Interacéo Metformina Ninhadas

Peso 79,75+11,85 - 98,52+9,952 - - - <0,0001
corporal
PN30 (9)
Peso 154,1+10,99 | 135,1%12,33 | 175,5+8,83 166,5+9,94 0,0078 <0,0001 <0,0001
corporal
PN45 (9)
Peso 200,4+13,34 | 195,5%¥13,76 | 226,5+5,08 217,3+15,38 | 0,0078 <0,0001 <0,0001
corporal
PN60 (g)
Peso 262,3+14,72 | 254,5+15,27 | 312,5+24,88 | 270,6+13,91 | 0,0078 <0,0001 <0,0001
corporal
PN120 (g)
Peso Figado 7,6+0,69 7,02+0,69 8,03+0,58 6,9+1,04 ns 0,0046 ns
(@
Peso Peri 2,5+0,69 1,9+0,54 3,6+0,89 2,28+0,56 ns 0,0003 0,0087
ovariana (g)
Peso Peri 4,7+0,60 3,16+1,15 5,4+0,76 3,7+0,78 ns 0,0493 <0,0001
uterina (g)
Peso Retro 3,6+0,56 3,3+0,77 5,11+1,07 3,7+0,54 ns 0,0049 0,0010
peritoneal
@
Peso 2,8+0,52 2,16+0,63 3,5+0,75 2,31+0,56 ns 0,0001 ns
mesentérica
(@
Peso 0,194+0,03 0,19+0,027 0,24+0,046 0,240,041 ns ns ns
gordura
marrom (g)

Tabela 1. Peso corporal no PN30, PN45, PN60, PN120; peso do figado e estoques de gorduras aos 120 dias.
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Figura 1: Curvas dos testes de tolerancia a insulina (a) e tolerancia a glicose(c). Os graficos (b) e (d)
representam o kitt e a area sob a curva (AUC) aos 30 dias, respectivamente.
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Figura 2. Curvas dos testes de tolerancia a insulina (d) e tolerancia a glicose(f). Os graficos (e) e (g)

representam o kitt e a area sob a curva (AUC) aos 120 dias.

CONCLUSOES

Assim sendo, o0 estudo mostra que o tratamento com metformina durante a
adolescéncia pode inibir ou mitigar as disfungbes metabodlicas causadas pela
hiperalimentacao durante a lactagcdo em ratas adultas.
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