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RESUMO

Tendo em vista que esteja ocorrendo um aumento exponencial das alteracdes metabdlicas e suas respectivas
consequéncias, fez-se necessario estudar e esclarecer os provaveis fatores que levam a estas disfun¢des,
para que seja possivel a realizacdo de intervengdes preventivas e/ou farmacoldgicas. Estudos evidenciam
uma origem fetal das doencas do adulto, fendmeno chamado de programagédo metabdlica, no qual uma
deficiéncia nutritiva, no decorrer da gestacdo e infancia precoce, resulta em anomalias fisiologicas, que, por
fim, levam a uma maior predisposicao a estados patoldgicos - como diabetes. Ademais, estudos recentes
reafirmam essa teoria, apresentando a relacdo da restricAo proteica em ratas maes, aliada com uma
alimentacéo hiperlipidica nos filhos, provando um aumento da producgdo e liberagdo de insulina desses
animais; quando comparados aos animais que receberam dieta com por¢des normais de lipidios,
posteriormente as méaes apresentarem a restricdo proteica, o que corrobora para o desenvolvimento de
doencas e aumento dos gastos para com a salde publica. Logo, este projeto visou avaliar o impacto
transgeracional da limitacdo proteica sobre a homeostase da glicose da prole F2 alimentada com dieta
hiperlipidica na vida adulta. Desse modo, serdo analisados o metabolismo da glicose, da insulina e a
histomorfologia do pancreas; esperando-se elucidar como os efeitos perante a restricdo proteica na prole (F1)
seguida de uma dieta com alto teor lipidico da prole (F2) podem levar ao desenvolvimento de uma resisténcia
a insulina e alteracdes metabdlicas na prole (F2), possibilitando a producédo de farmacos que desempenhem
papel nas rotas da homeostase da glicose e promovendo a salde.

PALAVRAS-CHAVE: biometria; programacdo fetal; sindrome metabdlica.

1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacao Mundial da Saude (WHO), cerca de 422 milhdes de pessoas
em todo o mundo tém diabetes, a maioria vivendo em paises de baixa e média renda, e 1,5
milhdo de mortes sdo atribuidas diretamente a mesma. A Diabetes mellitus (DM) é uma
doenca metabdlica cronica multifatorial, causada por fatores genéticos e ambientais
(MEZGHENNA et al., 2011), sendo classificada como uma sindrome clinica heterogénea
de disturbios metabdlicos (ROSAS, 2010). A DM esta associada a hiperglicemia cronica
(UKPDS 33, 1998), devido aos defeitos na secrecdo de insulina (FRANZ, 2010), o que
compromete o metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas (DIAS et al, 2004). A
guebra da homeostase glicémica leva, em longo prazo, a falhas, danos ou disfun¢gdes em
orgaos, como coracao, olhos e rins (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2008); assim
como promove 0 surgimento de outros sintomas: perda de peso, polidria, polidipsia,
polifagia (KNECHTEL; SILVA; BALBO, 1998), visao turva, xerostomia e coagulopatias (IDF,
2021).

De acordo com International Diabetes Federation (IDF, 2021) e Sociedade Brasileira
de Diabetes (SBD, 2012), os principais tipos de diabetes s&o: DM insulinodependente ou
tipo 1 (DM1), DM né&o insulinodependente ou tipo 2 (DM2) e DM Gestacional (DMG). O DM1
€ uma doenga metabdlica autoimune crénica, resultado do ataque contra as células 3 (beta)
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pancreaticas (BARRETT, 2003), contra a insulina e contra a descarboxilase do acido
glutamico (MANNA et al., 2011) pelos anticorpos. O DMG, que se inicia e é diagnosticado
durante a gravidez (JONES, 2001), € definido como qualquer nivel de intolerancia a
carboidratos que resulte em hiperglicemia (BRODY; HARRIS; LOHR, 2003), que pode ou
nao desaparecer apos o parto. Ainda, o DMG pode ser acarretado pelo aumento dos
horménios contrarreguladores da insulina (BRASIL, 2000), pela injaria fisiolégica causada
pela gravidez (AYACH et al., 2005), por predeterminantes genéticos e fatores ambientais,
entre outros desencadeantes.

Entretanto, € o DM2 a forma mais comum entre todos os tipos de diabetes existentes,
chegando a atingir mais de 90% de todos os casos da doenca (NARAYAN et al., 2000;
CORREIA, 2010). O DM2 tem como caracteristica o aumento da resisténcia a insulina
(GELONEZE, 2009), o que leva a incapacidade dos tecidos periféricos em utilizar glicose
como fonte de energia (MEDINA, 2008; FREEMAN, 2009). Consequentemente, 0 pancreas
tenta compensar a baixa agéo da insulina por meio do aumento de sua produc¢ao, gerando
um quadro de hiperinsulinismo (LIMA, 2010). Ao final, esta compensacdo podera levar a
uma diminuigdo da funcionalidade das células 3 pancreaticas (ARAUJO et al, 2012) de
modo que, talvez, ocorra ainda uma diminui¢cdo da quantidade das mesmas pelo pancreas
(CNORP et al., 2005); além do aumento da lipélise e gliconeogénese, devido a resisténcia
ao hormonio (LIMA, 2010), que afeta tecidos periféricos, prioritariamente o figado, musculo
e tecido adiposo (YADAV et al., 2011; OHLENDIECK, 2012).

Barker e seus colaboradores postularam a teoria da origem fetal das doencas do
adulto, que apresenta o fendmeno conhecido como programacdo metabdlica, onde uma
deficiente nutricdo, durante a gestacdo e infancia precoce, desencadeia alteracdes
metabdlicas das quais levam a uma maior predisposi¢cdo a estados patolégicos, como o
Diabetes tipo 2 (XAVIER,2016). Essas alteracGes ocorrendo durante os periodos criticos
do desenvolvimento ndo se limitam apenas a prole de primeira geragdo, mas também
podem ser passados transgeracionalmente sem que estas sejam expostas ao fator
ambiental (ZAMBRANO, 2009).

O estudo de Martins traz a relacdo da restricdo proteica nas ratas Wistar maes,
associado a uma alimentacdo rica em lipidios nos filhos, evidenciando aumento da
secrecao de insulina desses animais, quando comparado aos animais que receberam dieta
com quantidades normais de lipidios apds as maes apresentarem a restricdo proteica
(MARTINS, 2018). Portanto, o presente trabalho com base no exposto acima, hipotetiza
gue a alta secrecédo de insulina neste grupo resulte, na geracéo futura, em uma queda
dessa producdo da insulina, proveniente de alteracbes morfofuncionais das ilhotas
pancreéticas.

2 MATERIAIS E METODOS

Este projeto contempla novas técnicas experimentais as quais foram desenvolvidas a
partir de coletas de amostras biolégicas conforme propostas no projeto de doutorado do
orientador deste projeto, desenvolvido de acordo com as normas do Comité de Etica para
Uso e Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maringa, aprovado sobre
numero 3723280918.

Para tal, foram utilizados, ratos adultos da linhagem Wistar, com 70-80 dias de vida, 4
machos e 12 fémeas, os quais foram mantidos sob condi¢cdes de luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas) e temperatura (23+2°C) controladas, onde foram mantidos por,
aproximadamente, sete dias para aclimatagdo em caixas proprias de polipropileno
(15x30x45) com forragem de maravalha, sendo trocadas trés vezes por semana por caixas
e forramentos limpos. Apos este periodo, os animais foram induzidos ao cruzamento. Foi
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adotada a proporcdo de um macho para cada trés fémeas, de maneira que se obteve
linhagens diferentes entre os animais analisados. Apos o cruzamento, detectada a prenhez,
as fémeas prenhes foram acondicionadas em caixas individuais até o nascimento natural
das ninhadas, que foi considerado o dia 0. No dia 0, as matrizes foram divididas em dois
grupos, o primeiro recebeu dieta normoproteica (NP) padrao (Nuvital®, Curitiba/PR, Brasil)
para roedores (23,3% de proteina), enquanto que o segundo grupo recebeu dieta
hipoproteica (low protein diet; LP; 4% de proteina) (MARTINS, I. P. et al, 2018) do dia 0 ao
dia 14, retornando a alimentacdo com dieta NP ad libitum durante todo periodo
experimental. No dia pos natal 2 (PND 2), as ninhadas (F1) tiveram seu tamanho
adequados para 8 animais (4 machos e 4 fémeas). Os filhotes ndo utilizados sofreram
eutanasia com dose letal de Tiopental (150mg/kg) mais lidocaina (10 mg/ml). Esta
configuragéo deu origem a dois grupos experimentais: 1) Grupo NP-F1 (n=6) que recebeu
dieta normoproteica e; 2) Grupo LP-F1 (n=6) que recebeu dieta hipoproteica durante os
primeiros 14 dias da lactagdo. Somente filhotes fémeas foram utilizados nesta etapa do
projeto. Filhotes machos foram utilizadas quando necessario para completar as ninhadas.

Os filhotes permaneceram com as progenitoras até os 21 dias de vida quando entéo
foram desmamados. Filhotes excedentes e as ratas (progenitoras) sofreram eutanasia com
dose letal de Tiopental (150mg/kg) mais lidocaina (10 mg/ml). Foi padronizado o nimero
de 4 animais por caixa para todos os grupos, a fim de garantir as mesmas condicdes de
acesso a comida e agua. Aos 70-80 dias de vida, os filhotes fémeas (F1) foram induzidos
ao cruzamento com machos adultos alimentados com dieta NP. Detectada a prenhez, as
progenitoras fémeas mantiveram os padrdes alimentares, recebendo dieta NP até o
desmame. As proles F2 foram adequadas para 8 animais (4 machos e 4 fémeas) por caixa
e somente filhotes machos foram utilizados nesta etapa do projeto. Filhotes excedentes e
as ratas (progenitoras) sofreram eutanasia com dose letal de Tiopental (150mg/kg) mais
lidocaina (10 mg/ml). Os filhotes machos (F2) mantiveram a suplementacédo alimentar NP
até os 60 dias de vida. Dos 60 aos 90, as proles foram subdivididas de acordo com a origem
materna e a suplementacdo alimentar dando origem a 4 grupos: 1) Grupo NPNF-F2,
oriundos de matrizes que receberam dieta NP durante a lactacdo e mantiveram a mesma
suplementacdo alimentar durante todo periodo experimental, inclusive para a prole; 2)
Grupo NPHF-F2, oriundos de matrizes que receberam dieta NP durante a lactacdo e
demais periodos, e a prole recebeu dieta hiperlipidica (Barella et al, 2015) dos 60 aos 90
dias; 3) Grupo LPNF-F2, oriundos de matrizes que receberam dieta LP durante a lactacao
e dieta NP ap6s o desmame, mantendo a mesma suplementacéo alimentar durante todo
periodo experimental para a prole e; 4) Grupo LPHF-F2, oriundos de matrizes que
receberam dieta LP durante a lactacao e a prole recebeu dieta NP até os 60 dias de vida,
onde foram suplementados com dieta HFD dos 60 aos 90 dias.

As matrizes e ninhadas foram pesadas e foi aferido o consumo alimentar diariamente
do 1° ao 21° PND. A partir do 21° PND os parametros biométricos, assim como o consumo
alimentar, foram aferidos semanalmente.

Aos 90 dias de idade, os animais foram pesados e anestesiados com uma mistura
de Ketamina/Xilazina 75mg + 15mg/kg de peso corporal via intramuscular. Em seguida
foram submetidos a cirurgia para o implante de uma canula de silicone na veia jugular
externa direita. Através de uma incisdo na regido cervical anterior, proceder-se-a a
disseccdo dos tecidos até a visualizagdo da veia, em seguida, a canula de silicone foi
inserida dentro da veia, com o auxilio de uma agulha adaptada. A canula foi fixada ao
musculo peitoral maior através de uma sutura simples com fio de algodao. A canula foi
preenchida com solucao de heparina a 10% (Liquemine®) diluida em salina (0,9% de NacCl)
para evitar a entrada de sangue na canula e a consequente formacao de coagulos no seu
interior. ApOs a cirurgia 0s animais receberam uma injecdo subcutanea de analgésico
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(Acido Acetilsalicilico, Aspirina®, 20mg/kg de massa corpérea, s.c., 2 vezes/dia); uma dose
logo ap6s a cirurgia e outra 8h depois. Apdés o procedimento cirlrgico, 0s animais
permaneceram no biotério em caixas individuais e ficaram em jejum por 12 horas antes da
realizacdo do ivGTT que ocorreu 24 horas apds os procedimentos cirdrgicos. Antes do inicio
do ivGTT os animais foram pesados para se estabelecer a dose de glicose a ser
administrada. Para iniciar o ivGTT foi feita uma primeira retirada de sangue (400uL) pela
canula que corresponde ao tempo zero. Em seguida, infundiu-se uma solucéo de glicose
na dose de 1g/kg de PC. Apds a administracdo da solucdo de glicose foram retiradas
amostras de sangue (400uL) nos tempos 5, 15, 30 e 45 minutos. ApGs cada retirada de
sangue a canula foi preenchida com solugdo de heparina.

O ITT foi realizado em animais submetidos ao mesmo procedimento cirdrgico para a
realizacdo do ivGTT. Porém, foi administrada intraperitonealmente uma inje¢éo de insulina
(1U/Kg de PC) ap0s a retirada de 300uL de sangue para quantificacdo da glicemia basal.
Apébs 5, 15, 30 e 45 minutos da administracdo de insulina, amostras sanguineas foram
coletadas. Em seguida, foi calculado o Kitt para a quantificacdo da velocidade com que a
glicose decai na corrente sanguinea no intervalo de tempo de duracgéo do teste.

Aos 90 dias de vida e ap6s 12 horas de jejum, os animais foram dessensibilizados
com gés carbbnico em uma camera de CO2 para roedores (Insight®, Ribeirdo Preto, SP,
BRA) e, depois de constatada a sedacao, os animais sofreram eutanasia.

Aproximadamente 500 mg do péancreas foram coletados e fixados em
paraformoldeido 4% por 24 horas. Apos fixacéo, o tecido foi lavado, em agua corrente, por
24 horas e foi desidratado em concentracdes ascendentes de alcool, diafanizado em xilol e
em seguida, embebido em parafina histolégica. Entdo, foram realizados cortes de 5 ym e
os mesmos foram corados pela técnica convencional de Hematoxilina e Eosina para
verificar a evolucéo a area da ilhota pancreatica.

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Para avaliagdo
estatistica entre os grupos foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de duas vias,
seguido do pés-teste de Duncan. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. O software
utilizado para as analises estatisticas foi o GraphPad Prism versdo 6.00 para Windows
(GraphPad Software®©).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos a transmissao transgeracional do fenétipo programado
pela restricao protéica (LP) durante os primeiros 14 dias de lactacdo. Observamos que a
restricdo protéica afetou a homeostase da glicose nos descendentes LPNF-F2, resultando
em niveis mais baixos de glicemia em jejum e area reduzida dos ilhéus pancreéticos. No
entanto, a sensibilidade a insulina ndo foi afetada, mas os niveis de insulina estavam
aumentados. Essas alteracdes indicam os efeitos transgeracionais da dieta de baixo teor
proteico na saude metabolica dos descendentes. Esses resultados confirmam a hipétese
de Barker, que sugere que a programacdo metabdlica durante periodos criticos de
desenvolvimento pode levar a alteracbes no metabolismo poés-natal e aumentar a
suscetibilidade a doencas em futuras geragcbes, como a geracdo F2 (BARKER, 2007;
HALES, 2001, QASEM, 2012).

Em ratas adultas, a exposicdo a uma dieta pobre em proteinas durante periodos
criticos de desenvolvimento pode afetar os comportamentos alimentares (SILVA et al.,
2016). Isso pode levar a malformagBes no hipotdlamo que persistem na vida adulta
(BAUTISTA et al., 2019). No entanto, em fémeas da geracdo F1 que foram alimentadas
com uma dieta pobre em proteinas durante a fase de amamentacao, ndo foram observadas
alteracdes no ganho de peso corporal e na ingestéo caldrica.
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Além disso, foi observado que o ambiente intrauterino tem um impacto significativo
na saude dos filhotes (AERTS et al., 2006). Nesse sentido, o estudo mencionado revelou
gue as fémeas descendentes da linhagem materna alimentada com dieta de baixo teor
proteico (LP) apresentaram hiperglicemia em jejum e intolerancia a glicose durante a
gravidez. A gravidez é considerada uma situacdo diabetogénica devido a alteracGes
hormonais e adaptagdes metabdlicas. A hiperglicemia e o diabetes maternos podem afetar
0 suprimento de nutrientes ao feto, resultando em adaptagcdes no desenvolvimento
pancreético fetal e no transporte de glicose através da placenta (AERTS et al., 2006). Essas
alteracdes podem levar a complicacdes, como filhotes com peso ao nascer normal ou baixo,
mas com comprometimento na tolerancia a glicose na idade adulta. Esses achados indicam
gue o estado nutricional das mées durante a gravidez e a amamentacao pode ter efeitos
transgeracionais na saude e no metabolismo dos filhotes, destacando a importancia de uma
nutricdo adequada durante esses periodos criticos para garantir o desenvolvimento
saudavel das geracdes futuras (AERTS et al., 2006; TALTON et al, 2019).

A intolerancia a glicose materna pode afetar o metabolismo lipidico e contribuir para
0 acumulo de gordura na prole, devido a regulagdo positiva de genes como Insr, Lpl, Pparg
e Adipog. O acumulo de gordura nos adipdcitos esta associado ao aumento dos niveis de
IL-6, o que prejudica a sinalizagdo da insulina. No presente estudo, o grupo LPHF-F2
mostrou ganho de gordura nos depadsitos adiposos e um perfil lipidico alterado, embora em
menor magnitude em comparagdo com o grupo NPHF-F2. Essa transmisséo
transgeracional de alteracbes metabdlicas pode contribuir para a crescente pandemia de
obesidade e diabetes tipo 2 em todo o mundo (GOMEZ-DELGADO et al., 2020).

O pancreas desempenha um papel crucial na regulacdo do metabolismo da glicose,
principalmente através das células beta pancreaticas, responsaveis pela producédo e
secrecdo de insulina. A restricdo de proteinas durante as fases iniciais da gravidez pode
comprometer o desenvolvimento adequado das células beta pancreaticas devido a sua
dependéncia da glicose para a maturacao. Isso pode resultar em alteracdes na estrutura e
funcdo pancreaticas (RODRIGUEZ-TREJO et al., 2012). No entanto, no final da gestacao,
o feto desenvolve mecanismos adaptativos para controlar seus préprios niveis de glicose,
por meio de ajustes na producao e acao da insulina (AERTS et al., 2006; KISS et al., 2012).
Estudos demonstraram que uma oferta inadequada de carboidratos durante a lactacao
pode alterar a estrutura das ilhotas pancreéaticas e levar a involucdo pancreatica,
especialmente em ninhadas de maes com diabetes. A prole de maes com niveis elevados
de glicose durante a gestacdo pode apresentar intolerancia a glicose na idade adulta. No
entanto, na idade adulta, a massa pancreatica tende a se normalizar. Nesse estudo
especifico, foi demonstrado o efeito transgeracional de uma dieta pobre em proteinas na
homeostase da glicose. O grupo de descendentes LPNF-F2 apresentou hipoglicemia e
hiperinsulinemia em comparagdo com o grupo NPNF-F2. Além disso, o grupo LPHF-F2
apresentou menor intolerancia a glicose e hiperinsulinemia em compara¢do com 0 grupo
NPHF-F2, embora a sensibilidade a insulina ndo tenha sido alterada. A area das ilhotas
pancreéticas também foi menor nos descendentes LPHF-F2. Essas alteragfes estruturais
observadas podem ser mecanismos compensatorios adotados pelo organismo para manter
a homeostase da glicose precocemente na vida. No entanto, é importante destacar que
essas alteracdes podem ter implicacbes para a saude metabdlica a longo prazo e podem
contribuir para a predisposi¢cdo ao desenvolvimento de distarbios relacionados a glicose,
como a intoleréncia a glicose e o diabetes tipo 2 na idade adulta (DUMORTIER et al., 2007).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Assim, as questdes levantadas neste trabalho acerca dos efeitos transgeracionais
decorrentes da restricdo proteica durante a amamentagao foram devidamente abordadas.
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Sendo constatado que tais efeitos podem tornar a prole hepatica mais suscetivel a lesdes
relacionadas a nutricdo na vida adulta. Essas conclusfes ressaltam a importancia crucial
da nutricdo nos estagios iniciais da vida para determinar a saide metabdlica a longo prazo
e destacar os potenciais riscos associados a um desalinhamento entre a programacao
metabdlica precoce e as exposic¢des dietéticas futuras.

Este estudo reforca a necessidade de estratégias de intervencgéo nutricional voltadas
para a melhoria da satde metabdlica desde a infancia. E fundamental garantir uma nutricdo
adequada durante as fases criticas de desenvolvimento, além de promover conscientizacdo
sobre os efeitos a longo prazo resultantes da adocao de determinados habitos alimentares
em todas as fases da vida. Essas medidas sé@o essenciais para prevenir o desenvolvimento
de doencas metabdlicas, as quais impdem grandes 6nus financeiros ao sistema de saude.
Em suma, espera-se que os resultados obtidos estimulem novas discussdes e pesquisas,
ampliando assim o conhecimento disponivel e aprimorando a pratica desse conhecimento.
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