Universidade
Estadual de LondRrina

LARISSA RUGILA DOS SANTOS STOPA

SUPERNUTRICAO POR REDUCAO DA NINHADA:
EFEITOS NOS PARAMETROS METABOLICOS E
REPRODUTIVOS EM RATAS

Londrina
2019



Sociedade Brasileira de Fisiologia

SBFis

Programa Multicéntrico
de Pés-Graduacao em
Ciéncias Fisiologicas

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FISIOLOGICAS

LARISSA RUGILA DOS SANTOS STOPA

Supernutricdo por reducao da ninhada: efeitos nos

parametros metabolicos e reprodutivos em ratas

Londrina
2019



LARISSA RUGILA DOS SANTOS STOPA

SUPERNUTRICAO POR REDUCAO DA NINHADA:
EFEITOS NOS PARAMETROS METABOLICOS E
REPRODUTIVOS EM RATAS

Dissertacdo apresentada  ao Programa
Multicéntrico de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Fisiologicas da Sociedade Brasileira de
Fisiologia, na Universidade Estadual de
Londrina, PR, como requisito parcial a obtencéao
do titulo de Mestre em Ciéncias Fisiolégicas

Orientador: Prof. Dr. Ernane Torres Uchda.
Coorientadora: Profa. Dra. Cassia Thais B. V.
Zaia.

Londrina
2019



Ficha de identificacio da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragio

Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

58835

Stopa, Larissa Fugila dos Santos.
Supernutigao por redugao da ninhada: efeitos nos parametros metabolicos e

reprodutivos em ratas / Larissa Rugila dos Santos Stopa. - Londrinag, 2019,
42f. il

COrientador: Emane Torres Uchia.

Coorientador. Cassia Thais Bussamra Wieira Zaia.

Dissertagao (Mestrado em Ciéncias Fisiologicas) - Universidade Estadual de
Londrina, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Programa  Multicéntico  de
Pos-Graduagao em Ciéncias Fisiolagicas, 2019,

Inclui bikliografia.

1. supemulricio neonatal - Tese. 2. estradial - Tese. 3. fertilidade - Tese. 4.
kisspeptina - Tese. |. Torres Uchda, Emane. Il Thais Bussamra Wieira Zaia,
Céssia. Il Universidade Estadual de Londrna. Centro de Ciéncias Biologicas.
Programa Multicertrico de Pas-Graduagiao em Ciéncias Fisiolagicas. IV, Titulo.

chOu e12




LARISSA RUGILA DOS SANTOS STOPA

SUPERNUTRICAO POR REDUCAO DA NINHADA:
EFEITOS NOS PARAMETROS METABOLICOS E
REPRODUTIVOS EM RATAS

Dissertacéo apresentada  ao Programa
Multicéntrico de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Fisiolégicas da Sociedade Brasileira de
Fisiologia, na Universidade Estadual de
Londrina, PR, como requisito parcial a obtencao
do titulo de Mestre em Ciéncias Fisiologicas.

COMISSAO EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. Ernane Torres Uchba
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Profa. Dra. Maria Fernanda R. Graciano
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Profa. Dra. Glaura Scantamburlo A. Fernandes
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 29 de novembro de 2019.



Dedico este trabalho a toda minha
familia, mas especialmente ao meu
esposo, a minha mée, a Vo Sueli e a
Ana Luiza, minha irma, por todo o
apoio e incentivo para que 0S meus

sonhos se tornassem realidade.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por ter me proporcionado saude, béncaos e forcas
para que eu tornar o sonho em realidade.

Agradeco ao meu orientador, Prof Dr Ernane, por todo carinho,
paciéncia, disponibilidade, confianca e por me ensinar tanto. Muito obrigada por
tudo. Com certeza, a experiéncia do mestrado foi muito mais calma e gratificante por
té-lo ao lado, e que venham novos desafios e anos de trabalho, parceria e
cumplicidade.

A prof2 Dr2 Thais Zaia, minha primeira orientadora, por toda ajuda
desde o primeiro dia, sempre amavel, amiga, preocupada e disponivel para tudo.
Obrigada por todo o ensinamento e exemplo de pessoa, tanto profissional como
pessoal.

A todos do Laboratorio de Fisiologia Neuroendocrina e Metabolismo
, eu deixo meu agradecimento, por sempre estarem dispostos a ajudar. Andressa,
Camila, Gabriela, Erica, Heloisa, Marcela, Lucas e Fabiano, ndo tenho palavras
para vocés. Pessoas maravilhosas que me fizeram muito mais feliz durante esses
anos, obrigada por todos os momentos compartilhados!

A minha familia, pois sem eles nada disso seria possivel. Obrigada
pelo apoio incondicional, pelo amor, pela paciéncia, e por entrarem de cabeca junto
comigo no meu sonho e entdo lutarem, se sacrificarem e fazerem de tudo para que
se tornasse possivel. A minha caminhada néo teria sido tdo colorida e pacifica como
foi, se eu ndo contasse sempre com a ajuda de vocés. Nem todas as palavras de
gratiddo desse mundo seriam suficientes para expressar 0 meu sentimento. Vocés
sdo a minha base e a razdo que me faz querer sempre ser melhor, crescer e lutar
pelos meus objetivos. Orgulha-los é o que eu mais quero, sempre.

Ao meu esposo, Willian, um agradecimento especial. E quem
acompanha cada alegria e dificuldade. Me consola, conforta, incentiva, apoia.
Obrigada por toda a ajuda de sempre! Por compreender minha dedicacdo ao
Mestrado, os experimentos aos finais de semana, feriados e finais de ano. A
conquista é nossa!

Aos docentes, discentes e funcionarios do Departamento de

Ciéncias Fisiolbgicas, no auxilio para a realizacao deste trabalho.



Agradeco aos orgdos de fomento CAPES e CNPq pelo apoio
financeiro, que tornou possivel a realizacdo deste projeto e a dedicacao exclusiva ao

Mestrado.



"Por vezes, sentimos que aquilo que fazemos nédo é, sendo, uma gota de

agua no mar. Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota."

Madre Teresa de Calcuta



STOPA, L. R. S. Supernutricdo por reducdo da ninhada: efeitos nos parametros
metabdlicos e reprodutivos em ratas. 2019. 42 f. Dissertacéo (Mestrado em Ciéncias
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RESUMO

O aumento do numero de criangas com excesso de peso no mundo tem sido
observado nas ultimas décadas, e a obesidade infantil pode persistir até a idade
adulta, quando disfuncdes reprodutivas podem ser observadas. A supernutricao
neonatal tem sido um modelo de programacao experimental utilizado para induzir
obesidade desde a infancia até a vida adulta. Este trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito da obesidade induzida por supernutricdo neonatal em parametros
metabdlicos e reprodutivos em ratas. Para isso, parametros metabdlicos,
desenvolvimento sexual, eixo hipotalamico-hipofise-gbnadas e fertilidade foram
avaliados em fémeas Wistar de ninhadas normais (normal litter, NL, 10 filhotes) e
pequenas (small litter, SL, 3 filhotes). Os resultados mostraram que as ratas criadas
em SL apresentaram alteracdes metabolicas como intolerancia a glicose, maior peso
corporal, adiposidade, indice de Lee e concentragdes plasmaticas de corticosterona,
em associacao com disfungdes reprodutivas, demonstradas pela abertura vaginal e
primeiro estro precoces, inicio tardio de ciclicidade regular, bem como reducédo da
fertilidade relacionada com a diminuicdo das concentracdes plasmaticas de
estradiol, expressdo de RNAm de tirosina hidroxilase no locus coeruleus e horménio
liberador de gonadotrofina e kisspeptina na regido pré-optica em fémeas adultas na
tarde de proestro. Em conjunto, como estes resultados observa-se que a obesidade
induzida por supernutricdo neonatal em ratas fémeas promove disfuncbes
reprodutivas ndo apenas na puberdade, mas também na idade adulta.

Palavras-chave: supernutricdo neonatal; estradiol; fertilidade; kisspeptina; GnRH,
locus coeruleus.



STOPA, L. R. S. Overnutrition induced by litter size reduction: effects on
metabolic and reproductive parameters in female rats. 2019. 42 f. Dissertagcéo
(Mestrado em Ciéncias Fisiologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2019.

ABSTRACT

Increased number of overweight children in the world has been observed in the last
decades, and childhood obesity can persist until adulthood, when reproductive
dysfunctions may be observed. Neonatal overfeeding has been an experimental
programming model used to induce obesity from childhood to adult life. This work
aimed to evaluate the effect of neonatal-overfeeding-induced obesity in reproductive
parameters in female rats. For this, metabolic parameters, sexual development,
hypothalamic-pituitary-gonad axis and fertility were evaluated in females rats of
normal (NL; 10 pups) and small (SL; 3 pups) litters. The results showed that females
rats reared in small litter exhibited metabolic changes as glucose intolerance, higher
body weight, adiposity, Lee index and corticosterone plasma levels, in association
with reproductive dysfunctions, shown by earlier vaginal opening and first estrous,
later onset of regular cyclicity, as well as reduced fertility related with decreased
estradiol plasma levels, mMRNA expression of tyrosine hydroxylase in the locus
coeruleus and kisspeptin and gonadotropin releasing hormone in the preoptic area in
adult females in the afternoon of proestrous. Altogether these results suggest that
neonatal overfeeding-induced obesity in female rats promotes reproductive
dysfunctions not only in the puberty but also in the adulthood.

Key-Words: neonatal overnutrition; estradiol; fertility; kisspeptin; GnRH, locus
coeruleus.
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1. INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) aponta a obesidade como um dos
maiores problemas de salde publica no mundo, e sua prevaléncia atinge proporcdes
epidémicas. Ha uma grande preocupacao quanto a isso, uma vez que 0 sobrepeso e a
obesidade estdo associados a elevado risco de doencgas e outras comorbidades. Segundo
a Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo de Doencas Crdnicas por
Inquérito Telefénico (Vigitel, 2016), a obesidade é uma realidade para 18,9% dos
brasileiros, enquanto o sobrepeso atinge mais da metade da populacdo (54%). Entre os
jovens, a obesidade aumentou 110% entre 2007 e 2017. Esse indice foi quase o dobro da
média nas demais faixas etarias (60%). A projecéo é que, em 2025, o numero de crian¢as
com sobrepeso e obesidade no mundo pode chegar a 75 milhdes (OMS, 2017).

A crescente frequéncia de obesidade infantil é resultado de mudltiplos fatores, que
incluem a condi¢cdo genética, comportamento familiar e pessoal, ambiente escolar, entre
outros. Estudos mostraram que o ambiente influencia o desenvolvimento da prole durante
o inicio da vida, acarretando mudancas fisiol0gicas persistentes. A exposi¢cao ao estresse
durante a gestacdo (PANKEVICH et al., 2009), supernutricio materna e diabetes
gestacional, por exemplo, aumentam a incidéncia de obesidade e sindrome metabdlica na
proxima geracdo (SULLIVAN et al., 2011). Além disso, evidéncias sugerem que 0 peso
corporal da infancia € um indicador da saude futura de uma crianca e que a obesidade
infantil aumenta o risco de obesidade adulta e disturbios metabolicos associados (DELLO
et al., 2013), como diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer
(MUST et al., 1992).

Além de fatores genéticos e exposicdo a estimulos ambientais, ja foi observado
gue a programacao epigenética pré-natal e neonatal também tem um papel importante na
determinacao de alteracdes hereditarias, uma vez que o epigenoma € dinamico (DE BOO
& HARDING, 2006). Em roedores, observou-se que a programacao neonatal, expondo a
ninhada a estimulos durante o inicio do desenvolvimento, quando 0s sistemas sdo mais
sensiveis as alteracbes do meio, resultara em efeitos na vida adulta (BARKER, 1998). Um
dos interferentes no desenvolvimento é a nutricdo, que em excesso, pode levar a
expressdo de fenotipo obeso na infancia, adolescéncia e vida adulta (VELKOSKA et al.,
2005; STEFANIDIS et al., 2012).

Nos ultimos anos, foi relatado que a manipulacdo do tamanho da ninhada em

animais, causando alteracdo nutricional durante o periodo neonatal, altera a regulacéo
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metabdlica ou enddcrina. O desequilibrio nutricional durante este periodo de plasticidade
pode modular o desenvolvimento dos sistemas de homeostase energética. O método de
reducdo de ninhada tem sido utilizado para observar os efeitos do excesso de
alimentacdo precoce em longo prazo, causando consequéncias na ingestdo alimentar,
ganho de peso corporal (RODRIGUES et al., 2007) e alteracdes metabolicas como, por
exemplo, levando a resisténcia insulinica e dislipidemias (BOULLU-CIOCCA et al., 2005).

Neste modelo experimental, aproximadamente no dia pés-natal (DPN) 3, os
animais sdo alocados em ninhada pequena (small litter - SL) e ninhada normal (normal
litter - NL). Na ninhada pequena tem-se de 3-4 filhotes, em comparacao a ninhada normal,
controle que contém de 10-12 filhotes (SPENCER, 2013). Vérios estudos utilizaram o
ajuste do tamanho da ninhada para investigar os efeitos da nutricdo sobre os parametros
de desenvolvimento, uma vez que nas SLs os filhotes tém maior disponibilidade de leite,
induzindo superalimentagdo, o que mostra uma tendéncia dos animais de tornarem-se
obesos durante o periodo de amamentacdo, além de excesso de peso na vida adulta.
(BABICKY et al., 1973; BASSET & CRAIG, 1988).

No Brasil, a frequéncia de obesidade é ligeiramente maior em mulheres (19,6%) do
gue em homens (18,1%), mas em ambos 0s sexos, essa frequéncia aumenta duas vezes
da faixa de 18 a 24 anos para a faixa de 25 a 34 anos de idade (VIGITEL, 2016).
Mulheres em idade reprodutiva apresentam numerosas comorbidades como resultado do
sobrepeso e obesidade, e estudos mostram que a fertilidade € negativamente influenciada
pelo excesso de peso. A obesidade em mulheres relaciona-se a maior frequéncia de
irregularidade menstrual, atraso para concepcédo espontanea (PASQUALI et al., 2007),
maior prevaléncia de infertilidade, abortos naturais e menor resposta aos tratamentos de
infertilidade (NELSON & FLEMING, 2007). Varios fatores podem estar envolvidos na
interacéo entre obesidade e infertilidade como, por exemplo, a modificacdo nos esteroides
sexuais ovarianos, hiperandrogenismo, alteracdo da expressao génica, ovocitos de baixa
gualidade, além de alteracdo nos embrides e no ambiente uterino (ROBKER et al., 2008;
ROBKER, et al., 2009).

A instalacdo da puberdade em humanos (CHOI et al., 2013) e roedores obesos
tende a ser precoce (VENANCIO et al.,, 2017), e este € um processo de maturacao
reprodutiva composto por eventos que culminam na ativacao do eixo hipotalamo-hipdfise-
gbnadas (HHG), levando o individuo a atingir a capacidade reprodutiva. A puberdade é
iniciada pela ativacdo dos neurbénios que produzem e secretam o horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) no hipotalamo. O inicio precoce da puberdade tem sido associado

a obesidade infantil em meninas, indicando a influéncia do tecido adiposo corporal no
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momento da puberdade. Em roedores pré-puberes, a exposicao a uma dieta hiperlipidica,
iniciada apds o desmame, precipita a puberdade (FRISCH et al., 1975), evidenciada por
abertura vaginal precoce e primeiro estro, ambos marcadores de maturagéo puberal (LIE
& MIKKELSEN, 2013; ZHOU et al., 2014). Além disso, também h& evidéncias de uma
associacao entre obesidade causada por reducdo de ninhada e disfuncéo reprodutiva, de
modo que ratas criadas em ninhadas pequenas, apresentaram uma antecipacéo da
puberdade (CARVALHO et al., 2016) e perturbacdo da ciclicidade estral imediatamente
apos a puberdade (WU et al., 2016). Esses achados indicam que 0s sinais relacionados a
adiposidade séo fatores importantes no desenvolvimento sexual.

O GnRH hipotalamico é o sinal imediato para a producdo e liberacdo de
gonadotrofinas, o horménio luteinizante (LH) e horm®onio foliculo estimulante (FSH), pelas
células especializadas (gonadotrofos) pela hipofise anterior. O GnRH é liberado de
maneira pulsatil por neurdnios espalhados na area pré-optica (APO) e nudcleo arqueado
(ARC) do hipotalamo (BELCHETZ et al., 1978). O FSH estimula a secrec¢ao de estrogénio,
responsavel pelo desenvolvimento e maturacéo dos foliculos ovarianos, além de regular o
crescimento, desenvolvimento, puberdade e a reproducéo (SARAIVA et al., 2010).

Nas mulheres o LH apresenta diferentes fun¢cdes nos ciclos menstruais. Ele
estimula a esteroidogénese e consequentemente a producdo dos hormdnios sexuais.
Além disso, seu aumento abrupto liberado pela adeno-hipofise durante o ciclo menstrual,
em um curto intervalo de 24 a 48 horas, denominado pico de LH, desencadeia a
ovocitacdo (ovulacdo), aléem de promover a conversdo das células remanescentes do
foliculo ovariano em corpo luteo, que produzira progesterona e estradiol. O LH é
indispensavel para a manutencdo desta funcdo do corpo liteo na segunda metade do
ciclo menstrual. A exposicdo minima ao LH necesséria para a maturacdo satisfatéria do
ovécito € o denominado "Limiar do LH". Abaixo da concentracdo limiar, pode haver
maturacdo inadequada dos ovocitos (SARAIVA et al., 2010).

Os neurbnios GnRH nao expressam o0s receptores para estrdgeno e progesterona
gue traduzem os efeitos de feedback nestes neurdnios (HERBISON & THEODOSIS,
1992, SKINNER et al., 2001), de modo que sédo necessarios interneurbnios para fazer a
mediacdo dos feedbacks realizados pelos hormonios ovarianos nos neurénios GnRH. O
neurdnio kisspeptinérgico ou neurdnio kissl, produtores de kisspeptina, tem sido o
interneurdnio mais amplamente estudado nos ultimos anos. Estudos apontam que a
kisspeptina esta envolvida na transmissao de sinais de feedbacks fisioldgicos para os
neurénios GNRH ou na liberagdo pulsatil do GhnRH/LH (SMITH, 2012). Em roedores, duas

das principais populacdes de neurdnios de kisspeptina foram descritas na APO e ARC,
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mas a maior populagdo desses neurfnios localiza-se na regido periventricular antero-
ventral (AVPV) da APO (SMITH et al., 2005), principal local de acdo do estradiol no
feedback positivo (GOODMAN, 1978). As duas popula¢gdes de neurdnios de kisspeptina
expressam receptores estrogénicos e se projetam diretamente para os neurénios GnRH,
gue por sua vez expressam o receptor para kisspeptina (HERBISON, 2008; HAN, et al.,
2005). Descobertas anteriores sugerem que 0S neurbnios kisspeptina no APO sao
importantes integradores de sinais estrogénicos (ROBERTSON et al., 2009; WILLIAMS et
al.,2011). Dessa forma, foi demonstrado que os efeitos estimulatérios em longo prazo do
estradiol no sistema kisspeptina sdo essenciais para a génese dos picos de GnRH/LH, e a
progesterona recruta neurdnios kisspeptina da APO, potencializando e antecipando os
picos de GnRH/LH. Porém se faz necesséria a exposicado ao estradiol para essas acdes
da progesterona (LEITE et al., 2016).

Além da kisspeptina, tem sido demonstrado que os neurdnios noradrenérgicos (NA)
do tronco encefalico também apresentam um papel importante na geracao dos picos pre-
ovulatérios de GnRH e LH (HERBISON, 1997). Como evidéncias disso, tem-se que 0s
neurdnios GnRH expressam receptores adrenérgicos (HOSNY & JENNES, 1998);
neurdnios NA no tronco encefalico de Al, A2 e locus coeruleus (LC) expressam receptor
estrogénico e de progesterona (HAYWOOD et al., 1999; HELENA et al., 2009) e projetam-
se para a APO e hipotalamo basal medial (MBH), onde o corpo celular (APO) e terminais
(APO e MBH) de neurbnios GnRH estdo localizados, respectivamente (WRIGHT &
JENNES, 1993). Durante o feedback positivo, ha aumento da liberacdo de NA na APO no
momento do pico de LH no proestro e em ratas ovariectomizadas (OVX) tratadas com
esteroides ovarianos (DEMLING et al.,1985; SZAWKA et al.,, 2007). Também foi
demonstrado que tanto a inibicdo da sintese noradrenérgica (KALRA et al., 1972) quanto
o bloqueio dos receptores adrenérgicos (LEE et al., 1997) e a lesdo eletrolitica do ndcleo
noradrenérgico do Locus coeruleus (LC) (ANSELMO-FRANCI et al., 1997) resultam na
supressdo do aumento de LH em ratas. Foi observado também que o efeito resultante da
NA é excitatdrio, pois sua injecao intracerebroventricular estimula a liberacdo de GnRH e
LH em ratas OVX tratadas com estradiol (CHING & KRIEG, 1986). Isto evidencia a
participacdo dos neurbnios noradrenérgicos do LC na génese dos picos pré-ovulatérios de
GnRH/LH induzidos pelos esteroides ovarianos. Assim, sabe-se que 0s neurbnios NA
estdo sob modulacéo esteroidal ovariana (JENNES et al., 1992; SZWKA et al., 2009).

A crescente prevaléncia da obesidade em criancas e adultos, resulta em um énus
social e econdbmico para a sociedade se nenhuma intervencdo eficaz for encontrada.

Dessa forma, uma vez que a obesidade pode levar a antecipagdo da puberdade,
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infertilidade e outros distarbios reprodutivos; e que o método de redugcdo de ninhada é
capaz de induzir obesidade infantil nos animais, a qual perdura até a fase adulta, torna-se
relevante avaliar os efeitos da obesidade induzida pela redu¢do do tamanho da ninhada
na regulacao do eixo HHG e fertilidade em fémeas na vida adulta.

2. OBJETIVOS

Objetivo geral:
Avaliar os efeitos da supernutricdo induzida pela reducéo do tamanho da ninhada na
regulacéo do eixo HHG e fertilidade em ratas da linhagem Wistar.

Objetivos especificos:

Avaliar em ratas de ninhadas normal (NL) e reduzida (SL) os seguintes parametros:
1. Validacdo do modelo: ganho de peso corporal, ingestdo alimentar, peso de tecido
adiposo branco visceral, indice de Lee e distancia ano-genital; parametros plasmaticos
(glicose, triglicérides, colesterol total);
2. Instalacdo da puberdade e fertilidade: abertura vaginal, primeiro estro, regularizacéo do
ciclo estral, taxas de fertilidade;
3. Perfil hormonal: corticosterona, LH, estradiol, progesterona e testosterona,
4. Via Noradrenérgica-Kisspeptina-GnRH: expressdo de RNAm de kisspeptina e GnRH na
area pré-optica do hipotadlamo e tirosina hidroxilase (TH), enzima-chave para a sintese

catecolaminas, no LC.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais Experimentais

Por meio de cruzamento de 42 matrizes de ratos Wistar provenientes do Biotério
Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL), foi obtida e utlizada a prole
feminina. Durante o cruzamento foi mantida uma fémea com cada macho. Quando foi
observado espermatozoide durante o esfregaco vaginal houve a constatacéo da prenhez,
e cada rata foi colocada em caixa individual. O dia de nascimento foi considerado dia pés-
natal (DPN) 0. No DPN 3, foi feito o ajuste do tamanho da ninhada, e foram mantidos 3
filhotes, sendo 2 machos e 1 fémea (ninhada pequena — SL) ou 10 filhotes, sendo 5
machos e 5 fémeas (ninhada normal — NL) com cada mée (RODRIGUES et al., 2009). Os
filhotes excedentes foram submetidos a eutanasia por decapitagdo. Os machos, tanto de
NL quanto SL, foram utilizados para outro projeto. O modelo é considerado uma inducao
da supernutricdo neonatal, uma vez que foi demonstrado que a reducdo no numero de
filhotes altera a quantidade e a qualidade do leite, 0 qual possui uma maior concentracéo
de lipidios, especialmente triglicérides, o que aumenta a disponibilidade de nutrientes para
os filhotes durante a amamentacéo (SHANKAR et al., 2008; SEFCIKOVA et al., 2011).

Os animais foram mantidos no laboratorio setorial do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas, em condi¢cdes controladas de luz (ciclo claro/escuro de 12 horas) e
temperatura (22 £ 2 °C), com agua e racdo “ad libitum”; exceto as horas de restricdo
alimentar antes do teste de tolerdncia a glicose (GTT) e eutanasia. Todos o0s
experimentos foram realizados no Departamento de Ciéncias Fisiologicas/UEL nos
horéarios determinados em cada protocolo experimental. Os procedimentos experimentais
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais para experimentacéo
(Numero do protocolo 3457.2019.11, ANEXO).

3.2 Protocolos experimentais
3.2.1 Protoloco 1: Efeito da supernutricdo induzida pela reducdo do tamanho da ninhada
no peso corporal, ingestdo alimentar, distancia anogenital, indice de Lee, pesos do tecido
adiposo branco, parametros metabdlicos, desenvolvimento sexual e eixo tronco
encefalico-hipotalamo-hipéfise-gbnadas.

Como pode ser visto na Figura 1, no DPN 3, quando a manipulacédo do tamanho da
ninhada foi realizada para determinar NL e SL, os animais foram pesados e a distancia
anogenital foi medida. Os animais também foram pesados nos DPNs 7, 10, 14, 17 e 21.

No DPN 21, dia do desmame, a distancia anogenital também foi avaliada. Apos o
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desmame, os animais foram pesados a cada 5 dias, até o DPN 90. A partir do DPN 25, foi
analisada a abertura vaginal e, apds isso, o esfregaco vaginal foi coletado até a
ocorréncia do primeiro estro. A partir do DPN 75, o peso corporal e a ingestdo alimentar
foram avaliados diariamente, e o esfregaco vaginal foi novamente coletado para a analise
da ciclicidade estral das fémeas no periodo de 16 dias. A partir do DPN 90, quando em
proestro, foram pesadas e fez-se a medida naso-anal, foram submetidas a restricdo
alimentar por 6 horas e a eutanasia por decapitacdo as 15 horas. O sangue foi coletado
em tubos heparinizados e centrifugado a 14.000xg por 20 minutos a 4°C para obtencao
do plasma, que foi armazenado a -20 °C para andlise bioguimica das concentracfes
plasméticas de corticosterona, glicose, triglicérides, colesterol total, LH, estradiol,
progesterona e testosterona. O Utero, os ovarios, as adrenais e o tecido adiposo visceral
retroperitoneal e perirenal + perigonadal foram removidos e pesados. O encéfalo também
foi removido e armazenado em freezer a -80 ° C para posterior analise molecular por PCR

em tempo real.

DPN 25
Abertura Eutanisia
DPN O vaginal e 12 quando em
Nascimento estro proestro
DPN3 DPN 21 DPN 75 DPN 90
Manipulagio Desmame Peso, ingestio
de ninhada L alimentar e
) DAG ciclicidade

DAG
\ V J{ Y J
Animais pesados no DPN  Animais pesados de 5 em 5

8,7,10,14,17 ¢ 21 dias

Figura 1. Delineamento experimental do Protocolo 1: manejo apds nascimento para avaliagdo de

parametros reprodutivos e metabdélicos.

3.2.1.1 Distancia anogenital normalizada

A DAG é utilizada como leitura de efeito em estudos de toxicidade de roedores,
visando testar compostos para atividade enddocrina e propriedades androgénicas/anti-
androgénicas (SCHWARTZ et al., 2019). Para medir a distancia anogenital (o
comprimento do anus ao tubérculo genital), um paquimetro foi utilizado. A medida foi dada
em milimetros, e o indice anogenital foi calculado como a razdo entre a distancia

anogenital e a raiz cubica do peso corporal (GALLAVAN et al., 1999).



16

3.2.1.2 Desenvolvimento sexual: abertura vaginal e primeiro estro

A partir do DPN 25, a vagina foi observada diariamente até a ocorréncia de sua
abertura. ApGs a abertura vaginal, o esfregaco vaginal foi realizado até o primeiro estro,
fase do ciclo estral caracterizada pela presenca de maior proporcéo de células epiteliais
cornificadas (DOS SANTOS et al., 2016).

3.2.1.3 Determinacéo do ciclo estral

Os esfregacos vaginais foram coletados diariamente as 8 horas da manha para
avaliar o ciclo estral. O esfrega¢o vaginal foi coletado e colocado em lamina histoldgica,
gue foi analisado em microscopio 6ptico, com aumento de 10x para analise de propor¢des
e tipos de células (células epiteliais cornificadas, células epiteliais nucleadas e leucécitos).
As fases do ciclo estral foram determinadas pelos seguintes critérios: no proestro houve
predominio de células epiteliais nucleadas, a fase do estro foi identificada pela presenca
de maior propor¢cdo de ceélulas epiteliais cornificadas, o metaestro (diestro 1) foi
caracterizado por células cornificadas e outras células nucleadas, ja acompanhadas por
um grande numero de leucadcitos, e o diestro (diestro 1) foi identificado pela presenca de
células leucocitarias. A determinacao do ciclo foi realizada durante 16 dias, do DPN 75 ao
DPN 90. Foi calculado o coeficiente (%) da ocorréncia de cada fase do ciclo. A eutanasia
foi realizada na tarde em que a fémea se encontrava em proestro, para analise dos

parametros avaliados durante o feedback positivo induzidos pelos esteroides ovarianos.

3.2.1.4 indice de Lee

Antes da eutanasia de cada animal, a partir do DPN 90 quando em proestro, 0
peso corporal e a medida naso-anal foram calculados dividindo a raiz cubica do peso
corporal em gramas pelo comprimento naso-anal em centimetros (BERNARDIS &
PATTERSON, 1968).

3.2.1.5 Dosagem das concentracdes plasmaticas de glicose, colesterol, triglicerideos,
corticosterona, LH, estradiol, progesterona e testosterona

Apoés a eutanasia por decapitacdo quando em proestro, o sangue foi coletado em
tubos heparinizados. Apés centrifugacdo a 2500 rpm e 4 °C por 20 minutos, o plasma foi
aliguotado e armazenado a -20 °C para dosagens posteriores de glicose, colesterol total,
triglicérides, corticosterona, LH, estradiol, progesterona e testosterona. A
espectrofotometria foi utilizada para as determinacdes das concentracdes plasmaticas de

glicose, triglicérides e colesterol (Kits comerciais, hemoglobina, PR), corticosterona
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plasmética por fluorimetria (GUILLEMIN et al., 1958) e ensaio imunoenzimatico (EIA) para
a determinacdo do estradiol. (EIA 2693; DRG Instruments GmbH), progesterona (EIA
1561; DRG Instruments GmbH), LH (nimero de registro 80524900073; Bio Advance
Diagnostics) e testosterona (EIA-1559; DRG Instruments GmbH) de acordo com as

instrugdes do fabricante.

3.2.1.6 Microdissecgao, extracao total de RNA e PCR em tempo real quantitativo
Microdisseccdes da APO e LC foram obtidas utilizando-se agulhas de punch
inoxidavel 1,5 e 0,5 mm, respectivamente, de didmetro a partir de cortes coronais (1200
pHm), em criostato de acordo com as coordenadas de -0,40 a -0.80 mm para APO e 9,4 a
19,8 mm para LC, de bregma, segundo atlas de Paxino e Watson, 1993. O RNA total foi
isolado a partir de cada amostra de tecido coletado na microdissecg¢ao utilizando o
reagente Trizol (Invitrogen®, New Zealand) de acordo com o protocolo do fabricante. A
concentracdo de RNA em cada amostra foi quantificada utilizando leitor de micro placas
de deteccdo mudltipla (Synergy HT, BioTek) e foram utilizados 250 ng de RNA para a
sintese de cDNA utilizando o kit de transcricdo reversa de cDNA de alta capacidade
(Applied Biosystems, EUA). As reacdes foram realizadas em volume de 12 pL (4 yL de
cDNA), utilizando reagentes TagMan® (Applied Biosystems). Cada reacdo de PCR foi
realizada em duplicata, sendo a agua o controle negativo. A beta-actina foi utilizada como
gene de referéncia (controle enddégeno), o qual ocorreu com cada amostra de cDNA. A
determinacdo das concentracfes de genes transcritos em cada amostra foi obtida pelo
método AACT. Para cada amostra, o ciclo limiar (Ct) foi determinado e normalizado com a
média do gene de referéncia (ACt=Ctamostra—Clgenedereferencia). A variagdo da expressao de
RNAmM nas amostras em relacdo ao grupo controle foi calculada como 2724¢t em que
AACt=ACtamostra—ACtcontrole (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Desta forma, o resultado obtido

representa a expressao relativa de RNAm do gene de interesse.

3.2.2 Protocolo 2: Efeito da supernutricdo induzida pela reducdo do tamanho da ninhada
na regularizacéo do ciclo estral apos a puberdade, Teste de Tolerancia a Glicose (GTT) e
fertilidade.

Assim como no protocolo anterior, no DPN 3 os animais foram agrupados em NL e
SL e no DPN 21 ocorreu o desmame. A partir do DPN 25, foi observada a abertura
vaginal, e entdo o esfregaco vaginal foi coletado diariamente para avaliar o tempo de
regularizacdo do ciclo estral. No DPN 70, as ratas foram submetidas a seis horas de

restricdo alimentar e o GTT foi realizado. A partir do DPN 90, as fémeas foram colocadas
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para acasalar com rato macho controle e sexualmente experiente. No dia seguinte,
guando a gravidez foi confirmada, foi considerado o dia gestacional (GD) 0, e cada fémea
foi colocada em uma gaiola individual. O dia de nascimento da ninhada foi considerado
dia lactacional (DL) 0 e apds o desmame dos filhotes no DL 21, as mdaes foram
submetidas a eutanasia para analise de fertilidade. As maes nao foram submetidas a
eutanasia logo apés o nascimento dos filhotes, pois essa prole foi utilizada para outro

projeto (Figura 2).

DL21
DPNO .DPN 25 Restricdo DPN 50 Desmame
Nascimento Ciclo estral alimentar AcasaITmento e eutanssia
\
|
DGO
DPN 3 DPN 21 DPN 70 prenh DG 21
Manipulagdo pesmame GTT renne Nascimento
de ninhada da prole

Figura 2. Delineamento experimental do Protocolo 2.

3.2.2.1 Determinacéo do ciclo estral

A determinacdo do ciclo estral foi feita como descrito no item 3.2.1.3. ApOs a
identificacdo do primeiro estro, manteve-se a avaliagdo até que o mesmo fosse regular
por duas vezes seguidas, entdo se considerou 0 momento de regularizacdo. Também foi
calculado o coeficiente de cada uma das fases do ciclo, além da duracao deste. O calculo
destes coeficientes consiste em dividir o nimero de vezes que a fémea foi diagnosticada
em determinada fase pela quantidade de dias avaliados, multiplicado por 100. Para o
célculo da duracao do ciclo divide-se a quantidade de dias avaliados pela quantidade de

dias que a fémea foi diagnosticada em proestro.

3.2.2.2 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

O teste de GTT esté ilustrado na Figura 3. No DPN 70, os animais tiveram a racao
removida as 8 horas da manh4, e as 14 horas, uma gota de sangue da cauda foi coletada
para a determinacao da glicemia basal utilizando a fita teste do Accu-Check Advantage Il
(Roche, Taquara, RJ, Brasil) e um dispositivo para determinacdo de glicemia. Em
seguida, foi realizada a administracdo oral (gavagem) de glicose (1,0 g/kg de peso
corporal) na concentracdo de 25%, e as medidas de glicemia foram realizadas pela tira de
teste 15, 30, 60 e 120 min apds sobrecarga de glicose. A racédo foi recolocada nas gaiolas
ao final do GTT.
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DPN 70: Restricio

alimentar a partir das 8h Dosagens de glicose sanguinea pela fita teste

e coleta da gota de sangue

da cauda as 14h. 15min.  30min. 60min. 120min.
A A A A A

\ Adm. via oral de glicose 25% na dose de 1,0 ¢/Kg
de peso corporal do animal

Figura 3. Delineamento experimental do GTT.

3.2.2.3 Analise de fertilidade

Apos o desmame dos filhotes no DPN 21, as fémeas foram submetidas a eutanasia
por decapitacdo e, em seguida, foi feita uma incisdo longitudinal na parede abdominal
para visualizacdo dos cornos uterinos, que foram retirados para fazer a determinacéo do
namero de implantacdes uterinas. Além disso, os ovarios foram retirados para a
separacao e contagem dos corpos lateos. A partir da contagem dos pontos implantacoes,
dos corpos lateos e fetos vivos, foram determinados os parametros abaixo:
- Taxa de implantacdo = (n° de pontos de implantac&o/ n° de corpos Iuteos) x 100;
- Taxa de perda pré-implantacdo = [(n° de corpos luteos — n° de pontos de implantacéo)/
n° de corpos lateos] x 100;
- Taxa de perda poés-implantacdo = [(n° de pontos de implantacdo — n° de fetos vivos no
DL1)/ n° de implanta¢cdes] x 100;
- Taxa de Viabilidade Fetal = (n° de fetos vivos no DL1/ n° de pontos de implantacdo) x
100.

3.3 Analise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, e os dados foram
analisados pelo teste t, e teste de Mann-Whitney, quando apropriado. Os dados foram
expressos como média + erro padréo da média (EPM) para o teste t, e como mediana (1°-
3° intervalo interquartil) para o teste de Mann-Whitney. Diferencas foram consideradas

significantes quando P <0,05.
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4. Resultados

Os resultados obtidos mostram que a reducdo do tamanho da ninhada é capaz de
aumentar o peso corporal das fémeas (P<0,05), quando comparado as ratas de ninhada
normal (Figura 4A). Observou-se também que, no DPN 21, a distancia anogenital foi
maior (P<0,05) nas fémeas SL em relacdo as NL (Figura 4B), e a variacdo do peso
corporal no DPN 3 a 90 foi maior no grupo SL (P<0,05) (Figura 4C). Embora o peso
corporal tenha sido maior em ratas SL, ndo houve diferenca na ingestdo de alimentos
entre os grupos (Figura 4D). O grupo SL também apresentou maior indice de Lee que o0s
animais controle (P <0,05) (Figura 4E), bem como aumento (p <0,05) do peso dos tecidos

perigonais + adiposo perirrenal e retroperitoneal (Figura 4F e 4G).
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1.0

0.5

Peso do tecido adiposo
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perirrenal (g/100g)
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Figura 4. Curva de peso corpéreo (g) (A), Distancia anogenital (mm/g¥?®) (B), Peso corporal (g)
(C), Ingestdo alimentar (g/100g) (D), indice de Lee (g“*/cm) (E), Peso do tecido adiposo
perigonadal+perirrenal (g/100g) (F) e Peso do tecido adiposo retroperitoneal (g/100g) (G) de
animais de ninhada normal (NL) e reduzida (SL). Dados expressos como média + EPM, para teste

t, e mediana (1°-3° intervalo interquartil), para teste de Mann-Whitney. *p<0,05 (n=18).

Pode ser observado na Figura 5A e 5B que tanto a abertura vaginal quanto o
primeiro estro de ratas SL ocorreram mais cedo (P<0,05) do que o grupo NL,
respectivamente. Apos o primeiro estro, as fémeas SL apresentaram ciclo estral regulado
mais tardiamente que os animais NL (Figura 5C). Avaliando-se o coeficiente das fases do
ciclo estral em 16 dias, é possivel observar que ndo houve diferenca no coeficiente do
proestro, mas o coeficiente de estro foi menor (p<0,05) em SL, e de diestro | e Il foi maior
(p<0,05) no grupo experimental. Além disso, ndo houve diferenca na duracdo do ciclo

entre os grupos (Tabela 1).
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Figura 5. Abertura vaginal (DPN) (A), Primeiro estro (DPN) (B), Regularizacédo do ciclo estral
(DPN) (C) de animais de ninhada normal (NL) e reduzida (SL). Dados expressos como média +

EPM, para teste t, e mediana (1°-3° intervalo interquartil), para teste de Mann-Whitney. *p<0,05
(n=18).

Coeficiente Coeficiente Coeficiente Duracdo
Grupos de proestro de estro (%) de diestrol do ciclo

(%) e Il (%)
NL 18,8 (12,5- 31,3 (25- 50 (42,2- 53 (4-8)
25) 37,5) 57,8)
SL 21,9 (17,2-  25(18,8- 56,2 (50- 4,7 (4-6)
25) 26,6)* 56,3)*

Tabela 1. Avaliagdo do ciclo estral durante 16 dias. Dados expressos como mediana (1°-

3° intervalo interquatrtil), para teste de Mann-Whitney. *p<0,05.

A reducdo do tamanho da ninhada nado alterou as concentracfes plasmaticas de
glicose (Figura 6A), triglicérides (Figura 6B) e colesterol total (Figura 6C), comparado ao
grupo controle. A concentracdo de corticosterona foi significativamente maior no grupo SL
(p <0,05) (Figura 6D). O GTT realizado no DPN 70 mostrou que o grupo SL obteve
glicemia maior 30, 60 e 120 minutos apés a sobrecarga oral de glicose (Figura 6E), e essa
resposta do GTT integrada na area sob a curva (AUC) do GTT mostrou aumento da AUC

do GTT no grupo SL, comparado aos animais NL (P <0,05) (Figura 6F).
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Figura 6. Concentracdo plasmatica de glicose (mg/dL) (A), triglicérides (mg/dL) (B), colesterol
(mg/dL) (C), corticosterona (ug/dL) (D), teste de tolerancia a glicose (GTT) (E) e area sob curva
(AUC) do GTT (F) de animais de ninhada normal (NL) e reduzida (SL). Teste t. Dados expressos
como média + EPM. *P<0,05 (n=9).
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A expresséo relativa do RNAmM de GnRH e Kisspeptina na APO foi menor (P<0,05)
nos animais SL do que no grupo NL (Figura 7A e 7B). Da mesma forma, a expresséao de
RNAmM de TH no LC foi diminuida (P <0,05) pela reducado do tamanho da ninhada (Figura
7C). Nao houve diferenca estatistica nas concentracbes plasmaticas de LH entre os
grupos SL e NL (Figura 8A). Pode-se observar (Figura 8B) que a concentracao plasmética
de estradiol foi reduzida nos animais SL, em comparac¢éo ao controle (p <0,05), enquanto
as concentracfes plasmaticas de progesterona e testosterona nao diferiram entre os
grupos (Figura 8C e 8D).
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Figura 7. Expressdo de RNAm de GnRH na APO (A), Expressdo de RNAm de Kisspeptin na
APO (B), Expressdao de RNAmM de TH no LC (C) de animais de ninhada normal (NL) e reduzida
(SL). Dados expressos como mediana (1°-3° intervalo interquartil) no teste de Mann-Whitney.
*p<0,05 (n=5-8).
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Figura 8. ConcentragGes plasmaticas de LH (mlU/mL) (A), estradiol (pg/mL) (B), progesterona
(pg/mL) (C) e testosterona (hg/mL) de animais de ninhada normal (NL) e reduzida (SL). Dados
expressos como média = EPM, para teste t, e mediana (1°-3° intervalo interquartil), para teste de
Mann-Whitney. *p<0,05 (n=9).

Apos a prenhez, foi possivel determinar que a taxa de implantacdo foi menor
(P<0,05) e as taxas de perda pré-implantacdo e perda pos-implantacdo foram maiores
(P<0,05) no grupo SL. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos na
viabilidade fetal, no nimero de corpos luteos e de fetos vivos no DL1 (Tabela 2). A Tabela
3 mostra os pesos relativos (mg/100g) da glandula adrenal, ovarios e Utero das fémeas,

mas nao houve diferenca significativa entre os 6rgaos de SL em relacéo ao controle.
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Taxa de Taxa de Taxa de
Taxade  perdapré- perdapos- viabilidade NUmerode Numero de
Grupos implantacdo impantacdo impantacao fetal corpos fetos vivos
lateos no DL1
(%) (%) (%) (%)

NL 85,7 (77,8- 14,3(7,1- 7,7(0-13,3) 92,3(86,7- ) 12,55+ 0,4

92.9) 72.2) 100) 15 (14-18)
SL 76,8 (68- 21,4 (125 - 9,1 (6,9- 90,9 (80,8- 17 (15,5- 11,5+£0,7

87,5)* 32)* 19,2)* 93,1) 18,5)

Tabela 2. Taxas de fertiidade de animais de ninhada normal (NL) e reduzida (SL). Dados
expressos em média + EPM (teste t) ou mediana (1°-3° intervalo interquartil) (teste de Mann-
Whitney). *P<0,05 (n=11-17).

Peso das Peso dos 3
. . . Peso do Utero
adrenais ovarios (mg/100g)
Grupo (mg/1009) (mg/1009) d g
NL 16,5+0,7 26,2+0,9 203,2+ 13,0
SL 17,4 +0,8 25,3+0,8 196,8 + 14,7

Tabela 3. Peso das glandulas adrenais (mg/100g), peso dos ovarios (mg/100g) e peso do Utero
(mg/100g) de NL e SL. Dados expressos em média £ EPM. *P<0,05 (n=12-16).

5. Discussao

O presente estudo é pioneiro em demonstrar que a obesidade induzida por
supernutricdo neonatal prejudica a reproducdo em ratas adultas, evidenciada pela
diminuicdo da fertilidade associada a reducdo nas concentracdes plasmaticas de estradiol
e menor expressdao de RNAm de GnRH e Kisspeptina na LC e TH no LC, na tarde de
proestro. Embora diferentes estudos tenham mostrado que a obesidade induzida por
supernutricdo neonatal afeta parametros reprodutivos na puberdade, existem poucos

estudos que avaliaram as funcdes reprodutivas na idade adulta de ratas neste modelo.

Validando o modelo utilizado, a curva de peso corporal elevada desde o pré-
desmame até a idade adulta em ratas de ninhada reduzida, observada no presente

trabalho, também foi evidenciada anteriormente, uma vez que 0 peso corporal foi
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significativamente maior em animais SL, comparado com a ninhada normal, e o aumento
significativo do peso corporal persistiu na idade adulta (STEFANIDIS & SPENCER, 2012;
WANG et al., 2015; WU et al., 2016). A obesidade induzida por supernutricdo neonatal em
ratas adultas foi evidenciada pelo aumento do indice de Lee e do peso dos tecidos
adiposos brancos viscerais, 0 que também foi demonstrado por outros estudos (WANG et
al., 2015; ENES-MARQUES & GIUSTI-PAIVA, 2018). Foi demonstrado anteriormente que
a reducao no namero de filhotes altera a quantidade e a qualidade do leite, levando a uma
maior producdo de lipidios, especialmente triglicérides, o que aumenta a disponibilidade
de nutrientes para os filhotes durante a amamentacdo (SHANKAR et al.,, 2008;
SEFCIKOVA et al., 2011). Assim, tanto o aumento da disponibilidade de leite quanto a
maior quantidade de lipidios no leite no periodo neonatal podem ser a causa do aumento
de peso corporal e depésitos de tecido adiposo em animais SL.

A intolerancia a glicose observada em ratos SL no presente trabalho, também
previamente demonstrada em ratos machos e fémeas SL (MARQUES, 2014), pode ser
atribuida a concentragcdes mais elevadas de corticosterona plasmatica em ratas com
obesidade induzida por reducdo de ninhada, uma vez que se sabe que intolerancia a
glicose induzida por corticosterona resulta da reducdo da captacao periférica de glicose
(NOSADINI et al.,, 1983; BLOCK & BUSE, 1989; DIMITRIADIS, 1997). De fato, foi
evidenciado que ratos de ninhada reduzida apresentam um aumento da atividade do eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal. Embora os dados da literatura apontem a dislipidemia em
animais SL, observada por concentracbes mais elevadas de colesterol e triglicerideos
nesses animais, ndo foram observadas alteracbes plasmaticas de colesterol e
triglicerideos no presente estudo. Isso pode ser decorrente dos experimentos terem sido
realizados em fémeas, e os estudos relatados da literatura foram feitos em machos
(NASCIMENTO et al., 2008; RINALDI et al., 2012), além de serem avaliados em ratos e
camundongos provenientes de ninhadas de 4 (SL) ou 14 (NL) filhotes por mae. (HAHN et
al., 1984).

Tem sido demonstrado que, em mulheres, uma DAG maior é considerada um efeito
de masculinizagcdo, como resultado de concentracdes plasmaticas elevadas de
androgenos (MIRA-ESCOLANO et al., 2014; WU et al., 2017; BARRETT et al., 2018), o
gue foi reforcada por estudos realizados em ratas (OSTBY & GRAY, 2004; HOTCHKISS
et al., 2007; RAMEZANI et al., 2014). Contudo, os estrogénios também podem causar
maior DAG nas fémeas, como observado que, embora a exposicdo fetal ao etinilestradiol

nao afete a DAG em ratos machos, a prole feminina pode apresentar uma DAG mais
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longa apds exposicdo a doses suprafisiologicas de estradiol (CASANOVA et al., 1999;
DELCLOS et al., 2009). Assim, sugere-se que a maior DAG em ratas observada neste

trabalho possa ser atribuida a ac6es andrégenas e estrogénicas durante a infancia.

O inicio precoce da puberdade, induzido pela obesidade, foi confirmado em fémeas
SL, que mostraram adiantamento significativo dos dias de abertura vaginal e primeiro
estro. De fato, uma forte correlacéo entre o peso corporal e a idade na abertura vaginal foi
previamente observada (SMITH, 2012; CASTELLANO et al., 2011), assim como o inicio
da puberdade foi intimamente correlacionado com a nutricdo pré-desmame e o ganho de
peso corporal (AHMED et al., 2009; WU et al.,, 2016). Além disso, a supernutricdo
neonatal também afetou a maturacdo puberal, visto que as ratas SL tiveram um atraso no
inicio da ciclicidade regular. Adicionalmente, apesar de nédo ter sido observado alteracdes
no numero de ciclos regulares na vida adulta, a disfungédo na ciclidade foi evidenciada
pela diferenca significativa do coeficiente nas fases de estro e diestro | e Il do ciclo estral
entre ratas controle e com obesidade. De acordo com isso, foi demonstrado anteriormente
gue a maioria dos ratos NL (66,4%) tinha um ciclo estral tipico de 4 a 5 dias na
puberdade, e esse percentual aumentou para 77,8% na idade adulta. Enquanto em ratos
SL, apenas 35% tinham ciclicidade normal na puberdade, o que melhorou para 65% na
idade adulta, evidenciando que o ciclo estral regular foi significativamente menor na
puberdade do grupo SL (WU et al., 2016).

Os resultados deste trabalho podem ser corroborados por relatos anteriores que
mostraram que a obesidade induzida por dieta diminuiu a expressdo de RNAm de GnRH
no hipotalamo em camundongos fémeas (TORTORIELLO et al., 2004), enquanto que
ratas fémeas adultas com obesidade induzida por supernutricdo neonatal também tivera
valores mais baixos de estradiol circulante, sem alteracbes nas concentracdes
plasmaticas de LH e progesterona (SANCHEZ-GARRIDO et al., 2015). A falta de
evidéncias do receptor de estrogénio e progesterona nos neurdénios do GnRH motivou a
busca por mediadores de esteroides ovarianos no feedback dos neurbénios do GnRH ao
longo do ciclo reprodutivo. Neste contexto, os neurénios kisspeptina na APO e ARC tém
sido apontados como um dos principais interneurénios mediando o feedback de estradiol
e progesterona sobre os neurdnios GnRH, e consequentemente sobre as gonadotrofinas
LH e FSH (DHILLO et al., 2005; HASHIZUME et al., 2010). Em vista disso, a expressao
de mRNA da kisspeptina na APO também foi avaliada em ratas de ninhada normal e
reduzida, e os dados obtidos mostram que, de forma semelhante aos dados de estradiol e

GnRH, as ratas SL na idade adulta também exibiram uma quantidade reduzida de
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transcricdo de kisspeptina na APO. De fato, a supernutricdo pos-natal est4 associada a
niveis aumentados de expressdo de mRNA de kisspeptina hipotalamica na puberdade e
Sanchez-Garrido et al. (2015) relataram que ratas adultas de ninhadas reduzidas e
alimentadas com dieta rica em lipideos apresentaram expressdo mais baixa e alta de
MRNA de kisspeptina no ARC e APO, respectivamente. No entanto, ndo houve relato até
o momento do efeito da reducdo do tamanho da ninhada, por si sO, na expressao de
kisspeptina no hipotalamo de ratos adultos.

Estda bem estabelecido que a kisspeptina desempenha um papel crucial na
regulacdo da secrecado de GnRH e, consequentemente, LH e FSH (DHILLO et al., 2005;
HASHIZUME et al., 2010; PATTERSON et al., 2008). Consequentemente, o tratamento
intracerebroventricular com kisspeptina provocou a secrecao de LH e FSH, através da
mediagdo de GnRH (NAVARRO et al.,, 2005a, 2005b). Além disso, a administracao
intracerebroventricular crénica do antagonista do receptor da kisspeptina impediu a
ocorréncia dos picos pré-ovulatorios de LH e FSH (PINEDA et al., 2014). Curiosamente,
0s neurdnios kisspeptina na APO tém sido apontados como um né central no feedback
positivo do estradiol e da progesterona nos neurénios do GnRH para desencadear o
aumento do LH (OAKLEY et al., 2009; HERBISON, 2005; LEITE et al., 2016). Assim, &
provavel que a superalimentacdo perinatal perturbe o feedback positivo induzido pelo
estradiol na via da kisspeptina-GnRH, como observado pelas concentra¢cdes reduzidas de
estradiol plasmatico relacionados com a menor expressdo de kisspeptina e mRNA de

GnRH na APO de ratas fémeas SL na tarde de proestro.

Além da kisspeptina, foi evidenciado que o envolvimento do neurénio NA de LC nos
picos pré-ovulatérios de GnRH-LH (HERBISON, 1997; ANSELMO-FRANCI et al., 1997) e
0 aumento da liberacdo de NA na APO no momento do pico de LH € consistente com a
ativacdo da APO por estradiol durante o feedback positivo (DEMLING et al., 1985). Nesse
sentido, a expressdo do RNAm da enzima chave para a sintese de catecolaminas
também foi analisada em ratas do modelo de manipulacdo do tamanho da ninhada, e tais
resultados mostraram que, de forma semelhante as concentracdes plasmaticas de
estradiol, a transcricdo dos genes de kisspeptina e GnRH, a reducdo do tamanho da

ninhada resultou na diminuicéo da expressdo de mRNA do TH no LC de ratas adultas.

Dentro desse contexto o estudo de Kalil et al. (2016) relatou que o antagonismo do
receptor 1l-adrenérgico global bloqueou a liberacdo de GnRH induzida por estradiol na

eminéncia mediana, comprometendo a sintese de kisspeptina na APO. Portanto, a
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diminuicdo na concentracdo plasmatica de estradiol em associacdo com expressao
reduzida de transcritos TH no LC e kisspeptina e GnRH na APO na tarde de proestro de
ratas adultas com obesidade induzida por supernutricdo neonatal sugerem que a
programacdo metabdlica pés-natal pode causar disfuncbes no feedback positivo de

estradiol sobre cascata de kisspeptina-GnRH na idade adulta.

Além da via NA-kisspeptina-GnRH, a diminuicdo da fertilidade, evidenciada por
menor taxa de implantacdo e maiores taxas de perda pré-implantacdo e pés-implantacéo
em ratas SL, também pode estar relacionada com concentracées mais baixas de estradiol
no plasma, uma vez que infertilidade em diferentes modelos tem sido associada com
hipoestrogenemia e hiperandrogenemia (CARVALHO et al., 2014; CARPINELLO et al.,
2017). No entanto, a falta de diferenca nas concentracfes plasmaticas de testosterona
entre ratas NL e SL sugere que a infertilidade das ratas com obesidade do presente
estudo ndo esteja relacionada com alteracbes de testosterona circulante. Além disso,
outros fatores, como alteracbes na expressao génica, baixa qualidade oocitaria, bem
como alteracbes nos embrides e no utero, também podem contribuir para diminuir a
fertilidade no modelo obeso (ROBKER, 2008; ROBKER et al., 2009). Finalmente, a falta
de diferencas no peso dos ovarios e do Utero e no numero de corpos lateos entre ratas
criadas em ninhada normal e reduzida é reforcada por dados da literatura em ratos, seja
na puberdade ou na idade adulta (WU et al., 2016).

O presente estudo mostrou que ratas provenientes de ninhadas pequenas
apresentaram alteracdes metabdlicas como intolerancia a glicose, maior peso corporal,
adiposidade, indice de Lee e concentracdes plasmaticas de corticosterona, em
associacdo com disfuncdes reprodutivas, comprovadas pela abertura vaginal e primeiro
estro precoces, regularizacdo do ciclo estral mais tardiamente, desregulacdo do ciclo
estral, bem como menor fertilidade relacionada com concentracdes plasmaticas reduzidas
de estradiol, menor expressdo de mRNA de TH no LC e kisspeptina e GnRH na APO em

fémeas adultas na tarde de proestro.

6. Concluséo
Estes resultados indicam que a obesidade induzida por supernutricdo neonatal em
ratas promove disfuncdes reprodutivas ndo apenas na puberdade, como relatado

anteriormente, mas também na idade adulta, sendo esta uma nova evidéncia na literatura,
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com comprometimento da fertilidade e do feedback positivo induzido pelo estradiol na via
da NA-kisspeptina-GnRH.
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ANEXO

Cépia do parecer da Comisséo de Etica no Uso de Animais da UEL

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N* 60/2019 Londrina, 24 de abril de 2019,
Prezado (a) professor (a) ‘

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado: “Supernutri¢io poés-natal por reducio da
ninhada: efeitos nos parametros metabélicos e reprodutivos em fémeas e participacio dos glicocorticoides
nas alteragdes metabolicas em machos" protocolo CEUA n° 3457.2019.11 sob a responsabilidade de Ernane
Torres Uchda, que envolve a produgdo, manutencio e/ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), em
24/04/2019.

Este projeto tem por objetivo avaliar os efeifos da manipulagio do tamanho da ninhada no
desenvolvimento sexual, metabolico e comportamento reprodutivo de fémeas e de suas proles, ¢ avaliar os
eleitos da adrenalectomia e do tratamento prolongado com-corticosterona nas respostas induzidas pelo método de
manipulagdo do tamanho da ninhada na homeostase energética em machos. Grau de Invasividade: 3

Finalidade ( )Y Ensino  ( x) Pesquisa cientifica

Vigéncia da autorizagio 01/06/2019 a 31/05/2022

Espécie/ linhagem/ raca Rato heterogénico / Wistar

N° de animais Matrizes: 80 machos e 60 fémeas oriundos do Biotério

Central do CCB

Prole estimada - 1* geragdo: 300 machos e 300 fémeas
Prole estimada - 2 * gerag@o: 100 machos e 100 fémeas
Total: 940 animais

Peso/ Idade Matrizes adultas: 210-230g
Prole estimada - 1* geragfio: 60 a 90 dias
Prole estimada - 2 * geracfo: 60 dias

Sexo 480 Machos e 460 fémeas
Origem Biotério Central do CCB da Universidade Estadual de
) L.ondrina
Amostras a serem coletadas Sangue, cérebro, tecido adiposo, swab vaginal e adrenais

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental aprovado,
deve-se submeter o novo protocolo 4 apreciagéio da CEUA/UEL anteriormente a execugio das modificacdes.

Coloco-me a disposiciio para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessérios. Sem mais para
0 momento, subscrevo-me, cordialmente.

Profa. Dra. Maria Fernanda Rodrigués Graciano
Coordenadora da CEUA/UEL

Prof* Dr* Maria Fernanda
- . Rﬂdﬁd gwes Graciano
oordenadora da Comissdo di
Ilmo.(a) Sr.(a) . o Etiea no Uso de Animals ‘
Prof. (a) Dr (a). Ernane Torres Uchda Universidade Estadual de Londring
Responsével pelo projeto renamiuelhr /£ (43) 3371-5454

Departamento de Ciéncias Fisiologicas/CCB

C/C para a Chefia do Depto. de Ciéncias Fisiologicas/CCB
C/C para a Diregdo de Centro do CCB

C/C para o Biotério Central/CCB
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