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STOPA, Larissa Rugila dos Santos. Efeitos do tratamento com vitamina C na vida
adulta na homeostase energética de ratos com obesidade induzida por
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Resumo

Os primeiros anos de vida sao criticos para o desenvolvimento, ja que este € um periodo
de plasticidade neuroenddcrina e o organismo esta suscetivel a programagéao metabdlica.
A obesidade esta associada ao estresse oxidativo (EO) e inflamacao cronica de baixo
grau. Ha evidéncias de que a suplementagido com compostos antioxidantes pode mitigar
esses efeitos danosos. O objetivo deste trabalho foi avaliar em ratos Wistar com
obesidade induzida por supernutricio lactacional, quais (e se) os parametros metabdlicos
e o balanco redox foram afetados pelo tratamento por 30 dias com vitamina C (VitC) na
vida adulta. No Estudo 1, os animais foram avaliados até o dia p6s-natal (DPN) 60 para
compreender o perfil metabdlico, inflamatério e estado redox pré-tratamento (Ninhada
normal, NL e Ninhada reduzida, SL). No Estudo 2, os animais foram tratados por via oral
(gavagem) com Vitamina C (VitC) - 100 mg/dia de rato - ou veiculo (v: agua corrente), do
DPN 60 ao 89, formando os grupos NLv, SLv, SLvitC, que foram avaliados até o DPN 90.
No DPN 60, o grupo SL apresentou maior peso corporal e adiposidade, com hipertrofia
adipocitaria, mesmo com reducgéo da ingestao alimentar, e intolerancia a glicose. O figado
apresentou dano oxidativo e aumento de citocina proé-inflamatéria IL-13. O musculo séleo
(MS) também apresentou peroxidacao lipidica, e no musculo gastrocnémio (MG) houve
aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO). Nos hepatocitos e midcitos, houve
maior deposicao lipidica, enquanto a concentracdo plasmatica de triacilglicerois foi
diminuida. No DPN 90, o grupo SLv manteve a maior adiposidade, e apresentou reducéo
de massa muscular esquelética, além de glicemia basal aumentada, resisténcia a insulina
e intolerancia a glicose. No figado, a atividade antioxidante foi reduzida no grupo SLv
(desequilibrio redox), e no MG houve aumento de ERO e no MS dano oxidativo
(peroxidagao lipidica). Nos hepatécitos e miocitos (MG) houve reducao da concentragéao
de glicose e lipidios, e nos midcitos do MS houve menor concentracao de glicose nos
animais SLv. No DPN 90, o tratamento com Vitamina C, foi capaz de reduzir ganho de
peso corporal, tamanho dos adipécitos, concentracao de lipidios plasmaticos, resisténcia
a insulina e intolerancia a glicose em animais com obesidade induzida por supernutricao
lactacional. No figado e MS, observou-se redugéo da peroxidagéo lipidica, e no MG e MS,
observou-se aumento da concentracao de lipidios no grupo SLvitC. Assim, o tratamento
com vitamina C por 30 dias na idade adulta foi capaz de mitigar, e em alguns paradmetros
reverter, os desequilibrios metabodlicos e oxidativos nos principais tecidos metabdlicos
induzidos pela supernutricdo da lactagéo, indicando que o EO provavelmente contribui
para as alteracbes metabdlicas observadas em ratos machos adultos com obesidade por
programacao neonatal.

Palavras-chave: Supernutricdo lactacional. Acido ascérbico. Antioxidante. Musculo

esquelético. Figado.



Abstract

STOPA, Larissa Rugila dos Santos. Effects of vitamin C treatment in adulthood on
energy homeostasis in rats with obesity induced by overnutrition due to litter size
reduction. 2024. 90 pp. Thesis (Doctorate’s degree in Physiological Sciences) — State

University of Londrina, Londrina, 2024.

The first years of life are critical for development, as this is a neuroendocrine plasticity
period and the organism is susceptible to metabolic programming. Obesity is associated
with oxidative stress (OS) and chronic low-grade inflammation. There is evidence that
supplementation with antioxidant compounds can mitigate these harmful effects. The aim
of this work was to evaluate in male Wistar rats with obesity induced by lactational
overnutrition, which (and if) metabolic parameters and redox balance were affected by the
treatment for 30 days with vitamin C (VitC) in adult life. In Study 1, animals were evaluated
until postnatal day (PND) 60 to investigate the pre-treatment metabolic, inflammatory
profile and redox status (normal litter, NL and small litter, SL). In Study 2, animals were
orally (gavage) treated with Vitamin C (VitC) - 100 mg/day of rat - or vehicle (tap water),
from postnatal day (PND) 60 to 89, forming NLv, SLv, SLvitC groups, which were
evaluated until PND 90. On PND 60, the SL group presented increased body weight and
adiposity, with adipocyte hypertrophy, even with reduced food intake, and glucose
intolerance. This group also showed oxidative damage and an increase in the
pro-inflammatory cytokine IL-1f in the liver. SL animals also presented lipid peroxidation
in the soleus muscle (MS) and an increase in reactive oxygen species (ROS) in the
gastrocnemius muscle (MG). In hepatocytes and myocytes, there was an increase in lipid
deposition, while the plasma triacylglycerols levels were reduced in SL animals. On PND
90, the SLv group maintained the increased adiposity, and showed reduced skeletal
muscle mass, in addition to increased basal blood glucose, insulin resistance and glucose
intolerance. In the liver, antioxidant activity was reduced (redox imbalance), and there was
an increase in ROS in the MG and oxidative damage in the MS (lipid peroxidation) of SLv
group. In hepatocytes and myocytes (MG), there were reductions in glucose and lipid
levels, and there was a lower glucose level in MS myocytes of SLv animals. On PND 90,
treatment with Vitamin C was able to reduce body weight gain, adipocyte size, plasma
lipids, insulin resistance and glucose intolerance in animals with obesity induced by
lactational overnutrition. In the liver and MS, there was a reduction in lipid peroxidation,
and an increase in lipid level in the MG and MS of SLvitC group. Thus, treatment with vitC
for 30 days in adulthood was able to mitigate, and in some parameters even to reverse,
the metabolic and oxidative imbalances in the main metabolic tissues induced by lactation
overnutrition, indicating that OS probably contributes to the metabolic changes observed in
adult male rats with obesity induced by neonatal programming.

Key-words: Lactational overnutrition. Ascorbic acid. Antioxidant. Skeletal muscle. Liver.
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1. INTRODUGAO

1.1 Obesidade Infantil e Mimetizagdo em Modelo Animal

Nas ultimas quatro décadas, a prevaléncia do excesso de peso infantil tem
aumentado de maneira epidémica, e € um grande problema de saude publica no mundo.
O excesso de peso compreende tanto sobrepeso quanto a obesidade, e estima-se que,
no Brasil, considerando todas as criangas menores de 10 anos, cerca de 9 milhbes
encontram-se nessa condicao (Ministério da Saude, 2022). A obesidade esta associada a
fatores de risco cardiovascular, dislipidemias, resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo
2, doencas hepaticas, entre outros prejuizos a saude fisica (Li et al., 2015).

A teoria Desenvolvimentista da Saude e Doenca, conhecida como DOHaD, propde
que doencas nao transmissiveis, como doencas cardiovasculares e diabetes tipo 2,
podem ter suas origens durante o periodo perinatal e nos primeiros dias de vida. Esse
fenébmeno é chamado de programacao metabdlica. Os estagios de gestacéo e lactacao
sao especialmente sensiveis, ja que este € um periodo de plasticidade neuroendécrina e
o organismo esta suscetivel a programacao metabdlica (Barker, 1998).

O excesso de peso na infancia esta relacionado com o aumento do risco de
tornar-se um adulto com obesidade (Kumar et al., 2017; Lakshman et al., 2012; Epstein et
al., 1985). Criancas com obesidade possuem 75% mais chances de se tornarem
adolescentes com obesidade, e dessa porcentagem de adolescentes, 89% podem se
tornar adultos com essa doencga (Kartiosuo et al., 2019). Deste modo, as comorbidades
desta condicdo podem permanecer a curto, médio e longo prazo, o que acarreta um
grande prejuizo a saude publica.

Tendo isso em vista, na Uultima década, tem sido bastante utilizada uma
metodologia de indugdo de obesidade em modelo animal, buscando a possibilidade de
compreender melhor esse quadro: a programagdo metabdlica por meio da redugao do
tamanho da ninhada. Essa metodologia possibilita o estudo desde a infancia, quando é
feita a programacao metabdlica por indugdo da obesidade na lactagado, e durante todo o
desenvolvimento até a vida adulta (Argente-Arizén et al., 2016; Moze$ et al., 2014;
Plagemann et al.1992). Esse método consiste em manipular o tamanho da ninhada entre
o dia do nascimento, no dia pés natal 0 (DPN 0) e o DPN 3, formando: ninhada normal
(normal litter, NL), com 10 filhotes, sendo 5 machos e 5 fémeas, e ninhada reduzida (small
litter, SL), com 3 filhotes, sendo 2 machos e 1 fémea (Plagemann et al.1992). O aumento
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da massa corporal na fase de lactacido pode ser explicado tanto pelas alteracbes na
composicao do leite (aumento do teor lipidico), quanto pela diminuicdo da competicdo
entre os filhotes e consequente excesso de ingestao do leite (Mozes, 2014). A ingestao de
nutrientes € fundamental para manutencado da vida, uma vez que as células necessitam
de energia. A homeostase energética possui uma regulacdo fina e integrada entre
diversos tecidos, e os mais importantes sao: figado, musculatura esquelética e tecido
adiposo (Jones, 2016; Han et al., 2016).

1.2 Figado na Homeostase Energética

O figado desempenha um papel fundamental na homeostase energética, uma vez
que tem fungdes importantes no metabolismo de carboidratos e lipidios. Essas fungdes se
alteram de acordo com os diferentes estados metabdlicos, como o alimentado e o jejum.
Apbs digestdo e absorgao dos carboidratos, a glicose chega ao figado, onde é captada
por hepatécitos, por meio de difusdo facilitada. Existe alta densidade de GLUT-2 na
membrana plasmatica do hepatécito, sendo o principal transportador de glicose nesse
tecido. O GLUT-2 é independente da insulina, entdo esse transporte ndao € regulavel
diretamente por este horménio. No estado alimentado, quando ha aumento da glicemia e
da insulina, ha reducao da producgao hepatica de glicose, pela diminuicdo da glicogendlise
e da gliconeogénese. Ja no estado de jejum, quando ha disponibilidade reduzida de
glicose, o glucagon estimula a glicogendlise e a gliconeogénese. Inclusive, o figado € o
principal tecido envolvido na homeostase glicEmica, por sua capacidade de sintetizar
glicose a partir da gliconeogénese, que utiliza moléculas como aminoacidos, lactato e
glicerol para formar glicose (Nelson & Cox, 2014; Xavier et al., 2013).

O figado também participa do controle da sintese e oxidagdo de acidos graxos.
Apos a ingestao alimentar, os triacilglicerois advindos da dieta sdo absorvidos no intestino
delgado e transportados no sangue na forma de quilomicrons a tecidos periféricos, como
musculos e tecido adiposo, e também ao figado. No figado, esses substratos ficam
disponiveis para processos como a lipogénese, no qual os acidos graxos e glicerois sao
convertidos em triacilglicerois e sdo armazenados nos hepatocitos. Esses triacilglicerois
podem ser empacotados em lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) para serem
transportados do figado para tecidos periféricos. Os quilomicrons também podem
carregar colesterol para o tecido hepatico, sendo armazenado por ele. A insulina estimula
a sintese de triacilglicerois (lipogénese) e inibe a lipdlise. A sintese de acidos graxos no
figado (lipogénese) é estimulada pela insulina. A quebra da glicose (via glicolitica), que

também é estimulada pela insulina, aumenta a atividade da enzima que participa da
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esterificacdo dos acidos graxos. Ou seja, a insulina favorece o armazenamento dos
acidos graxos sintetizados (Nelson & Cox, 2014; Aires, 2018).

Em situacdes de baixa disponibilidade energética como, por exemplo, no jejum, a
glicemia fica reduzida. Os estoques de glicogénio hepatico sédo utilizados para fornecer
energia, mas duram cerca de 12 horas, e entao precisa haver mobilizagao dos lipidios.
Como dito, os hepatécitos também podem armazenar triacilglicerois, e a lipolise degrada
lipidios que estejam no figado ou no tecido adiposo, liberando acidos graxos livres para
serem utilizados como fonte de energia as células (exceto nas células do sistema nervoso
central, que utilizam apenas glicose). A adrenalina, horménio liberado na condi¢cdo de
hipoglicemia, estimula a lipélise (Nelson & Cox, 2014; Aires, 2018).

1.3 Musculatura Esquelética na Homeostase Energética

O musculo esquelético também desempenha um papel significativo no
metabolismo glicEmico, contribuindo para a captacdao e utilizagdo da glicose no
organismo. No estado alimentado, ha aumento da sinalizac&o insulinica, e nas células do
musculo esquelético (os miécitos), ha aumento da expressdao de GLUT4 (nuclear) e
translocacao das vesiculas contendo GLUT-4 para a membrana celular. Assim, a glicose
da corrente sanguinea entra nos miécitos. Para fornecer energia ao musculo, ocorre a
glicolise, fornecendo ATP e lactato. Ela ocorre tanto em condigdes aerdbias quanto
anaeroébias, através de enzimas glicoliticas presentes no citoplasma, e isso difere nos
tipos de fibras musculares presentes em cada musculo. Os miécitos também possuem
capacidade de armazenar glicose na forma de glicogénio, entdo, em resposta a glicemia
aumentada e aumento da insulina, as células musculares fazem glicogénese (Abreu et al.,
2016; Pereyra 2022).

Os musculos brancos sao ricos em fibras do tipo Il. Sao fibras de contracao rapida,
pobre em mitocéndrias e sdo capazes de trabalhar em condi¢cdes de anaerobiose.
Nesses musculos, a preferéncia de fonte energética é a glicose. O musculo gastrocnémio
(MG) é um dos musculos da panturrilha, localizado na parte posterior da perna, e é
composto por fibras musculares mistas: fibras de contracdo lenta (tipo 1) e fibras de
contragao rapida (tipo Il). Por essa composicéo, o MG é capaz de desempenhar fungcbes
diversas. As fibras do tipo lla possuem caracteristicas intermediarias quanto ao numero de
mitocdndrias e enzimas glicoliticas e oxidativas. Enquanto as do tipo llb sdo ricas em
enzimas glicoliticas (hexoquinase, fosfofrutoquinase, lactato desidrogenase), entre outras
(Schiaffino et al., 2011). A glicolise anaerébia é a principal via glicolitica desse tipo de

fibra, uma vez que em exercicios fisicos intensos e de curta duragéo, a obtencao rapida
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de ATP a partir da glicose precisa acontecer independente do oxigénio. Neste processo
se observa a formacao de um produto final estavel (lactato) no citoplasma celular (Aires,
2018).

O musculo séleo (MS) também €& um musculo da panturrilha, localizado na parte
posterior da perna. O MS é composto principalmente por fibras musculares de contracao
lenta (tipo 1), tornando-o mais resistente a fadiga. Sao especializadas em atividades de
resisténcia e de longa duracdo. Elas tém um suprimento sanguineo mais rico (maior
presenca de mioglobina) e apresentam maior atividade de enzimas oxidativas (succinato
desidrogenase e citrato sintase) e uma maior densidade mitocondrial (Qaisar e
Bhaskaran, 2016). A abundancia de mitocondrias e organelas ocorre para a produgao de
ATP através da respiracdo celular aerdbica e contribui para sua eficiente producao
energética, pois a glicose pode ser totalmente oxidada a CO2, ATP e H:0, fornecendo
energia pela fosforilagdo oxidativa na cadeia respiratoria mitocondrial (Nelson & Cox,
2014).

No entanto, se a glicose da alimentacao ou da glicogendlise nao forem suficientes
para suprir a necessidade energética, o musculo também utiliza acidos graxos, corpos
cetbnicos e lactato como energia. Isso ocorre também em individuos diabéticos, que por
terem resisténcia a insulina, captam poucas moléculas de glicose pelo GLUT-1. Os acidos
graxos e corpos cetbnicos sao oxidados nas células musculares para entrar no ciclo de
Krebs para producdo de energia. Em situacbes de jejum e exercicio fisico, as
catecolaminas ativam principalmente adrenorreceptores B2 para fazer a quebra do
glicogénio (glicogendlise).

Dependendo do tipo de musculo e quantidade de massa corporal do individuo, ha
consideravel quantidade de tecido adiposo interfibras. O estudo em musculo de individuos
com obesidade e/ou diabetes tipo 2 demonstra haver baixa capacidade de oxidacao de
acidos graxos nos miécitos. Se ndo sdo adequadamente oxidados, podem levar ao
acumulo lipidico no musculo, o que tem sido associado a resisténcia a insulina. Os
musculos sao os tecidos mais abundantes em proteinas, e sao especializados na sintese
e degradacdo destas. A degradacdo proteica, liberando aminoacidos, podem ser
utilizados como precursores de glicose na gliconeogénese hepatica em situagdes de
demanda energética (Nelson & Cox, 2014; Aires, 2018).

1.4 Tecido Adiposo na Homeostase Energética

A funcdo do tecido adiposo é armazenar lipidios (triacilglicerois) quando nao

houver demanda metabdlica, ou mobilizar acidos graxos quando houver demanda. O
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tecido adiposo € dependente da via glicolitica para a esterificacao de acidos graxos, e por
isso precisa do metabolismo de carboidratos. No entanto, o transporte de glicose pela
membrana do adipécito €& predominantemente feito pelo GLUT4, transportador
dependente de insulina. A insulina estimula a sintese de novo e a captacao de lipidios
incorporados em lipoproteinas (triacilglicerois de VLDL e quilomicrons sao hidrolisados
em acidos graxos e glicerol). Além disso, a insulina inibe a mobilizacdo de acidos graxos
do tecido adiposo e reduz a lipdlise (por inibir a enzima lipase hormdnio sensivel)
(Zimmerman et al., 2004; Aires, 2018).

1.5 Acumulo de Tecido Adiposo

O acumulo de tecido adiposo ocorre, basicamente, quando ha maior ingestao
nutricional do que o gasto energético (Cherif et al., 2016). Frente ao excesso de calorias
ingeridas, o organismo pode lidar de diferentes maneiras: 1) Converter o excesso de
energia em lipidios e armazena-lo no tecido adiposo; 2) queimar o excesso energético
através de exercicio extra; 3) desviar o excesso para a producao de calor (termogénese)
pelo desacoplamento das mitocédndrias. O equilibrio entre a captacao e o gasto energético
€ regulado por um conjunto complexo de sinais hormonais e processos neurais para
manter adequada a quantidade de tecido adiposo (Cahill, 2006; Bazotte et al., 2014).

A via, seja biossintese ou degradacéao dos triacilglicerois, é regulada dependendo
da necessidade. No estado de jejum, ha necessidade de mobilizacao lipidica para suprir
as necessidades energéticas, entao sua liberacao do tecido adiposo é estimulada pelos
horménios glucagon e adrenalina. Os acidos graxos livres, entdo, sdo captados por
diversos tecidos, incluindo os musculos, onde sao oxidados para a geracao de energia. O
glicerol também pode ser utilizado como precursor da gliconeogénese no figado. Ja no
estado alimentado, quando ha aumento da glicemia apés ingestao alimentar, a insulina
promove a conversao de carboidratos e proteinas em triacilglicerois (Coleman & Mashek,
2011). O excedente da energia proveniente da ingestdo de carboidratos, lipidios ou
proteinas, & convertido em triacilglicerois e armazenado no tecido adiposo, que podem ser
mobilizados quando precisar de energia (Maier et al., 2006).

A qualidade da dieta regula a expressao de genes essenciais para a manutencao
da massa corporal. Os receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPAR)
sao fatores de transcricdo modulados, por exemplo, pela ingestdo aumentada de lipidios
na dieta (Sharma & Staels, 2007). O PPARS (membro da superfamilia PPAR) € um dos
reguladores-chave na oxidacao dos lipidios, que agem detectando alteragdes na dieta
lipidica. Camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica (high fat diet, HFD),
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acumulam grande quantidade de tecido adiposo, além de lipidios no figado. Mas
camundongos que recebem HFD, geneticamente modificado para PPARJ ativo, néo
acumulam lipideos nos tecido. O PPAR® age no figado e musculos esqueléticos
estimulando a transcricido de genes envolvidos na B-oxidacdo e na dissipacao da energia
por meio do desacoplamento das mitocéndrias, levando a deplecao lipidica, perda de
peso e termogénese (Barish et al., 2006; Semple et al., 2006).

Os acidos graxos em excesso entram nos hepatécitos e midcitos, onde sao
convertidos em acidos graxos e glicerol e se acumulam como goticulas lipidicas. Essa
deposicao ectopica de lipidios pode levar a insensibilidade a insulina no figado e no
musculo. No entanto, ha evidéncias de que alguns individuos sdo menos adaptados
geneticamente para lidar com isso, sendo mais susceptiveis ao dano celular que leva ao
desenvolvimento do diabetes tipo 2 (Savage et al., 2007; Muoio & Negard, 2008).

Sabe-se que ha trés tipos diferentes de tecido adiposo: tecido adiposo branco
(TAB), tecido adiposo marrom (TAM), tecido adiposo bege (TB). O TAB é o depdsito mais
abundante do organismo e sua principal funcao é o armazenamento energético em forma
de lipidios (Kusminski et al., 2016; Cohen & Kajimura, 2021). O aumento de deposigcao
lipidica no TAB visceral, como por exemplo o TAB retroperitoneal e o TAB epididimal, esta
relacionado com disturbios na homeostase energética (Oikonomou & Antoniades, 2019).
Esses adip6citos tém potencial para armazenar uma quantidade maior de energia, sao
mais resistentes a insulina e mais propensos a apoptose (Ghaben & Scherer, 2019).
Possuem uma unica goticula lipidica, empurrando o nucleo para a periferia da célula
(Symonds, 2012).

Ja o TAM é encontrado na regido interescapular e supraclavicular dos seres
humanos, e € um depdsito pequeno, comparado ao TAB. A grande diferenga entre o TAB
e TAM é que, além de possuir multiplas goticulas de lipidios, os adipécitos do TAM sao
especializados em dissipar energia na forma de calor independente de tremor (possuem
grande quantidade de mitocéndrias que expressam a UCP-1, proteina desacopladora que
participa da termogénese), possuem vasta vascularizacdo e inervacdo do sistema
nervoso simpatico (Oikonomou & Antoniades, 2019). Sua atividade serve como
mecanismo para manter a temperatura corporal em resposta ao frio, além de contribuir
para o balango energético (Harms & Seale, 2013).

O TB possui as células adiposas beges, que podem ser encontradas espalhadas
entre o TAB. Os adipécitos bege, apesar de origem distinta aos adip6citos marrons,
possuem caracteristicas em comum. O TB também tem multiplas goticulas lipidicas e

possuem mitocéndrias que expressam a UCP-1 (lkeda et al., 2018), e também
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apresentam capacidade termogénica. No entanto, essa capacidade sé é expressa nos
adipécitos bege quando ha estimulos como, por exemplo, exercicio fisico e frio (Harms &
Seale, 2013; Oikonomou & Antoniades, 2019). Sem estimulo, apresentam caracteristicas
de adipécito branco.

1.6 Obesidade e Estresse Oxidativo

Como foi dito anteriormente, a obesidade ocorre quando ha um desequilibrio
cronico entre a ingestdo e o gasto de energia, que resulta em um acumulo excessivo de
tecido adiposo branco corporal, e esse desequilibrio possui causas multifatoriais. E neste
quadro, aléem da homeostase energética estar perturbada, ha um estado inflamatério
cronico de baixo grau (Sippel et al., 2014), aumento do estresse oxidativo (Pérez-Torres et
al., 2021) e aumento da secrecao de adipocinas, como a resistina, adipocina associada a
resisténcia a insulina (Acquarone et al., 2019). O estado inflamatério, oxidagao de acidos
graxos e sobrecarga da atividade mitocondrial, que ocorrem com o excesso de peso,
também estdo associados ao estresse oxidativo (EO). O estresse oxidativo € o
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e sua
neutralizagao, que pode levar a danos nos tecidos.

Na fisiopatologia da obesidade, ha um importante papel do EO, uma vez que esta
associada a um desequilibrio no metabolismo por excesso de nutrientes, uma vez que ha
aumento da demanda sobre a atividade mitocondrial e a utilizacdo da cadeia de
transporte de elétrons, levando a formagéo de subprodutos metabodlicos, como as ERO
(Pérez-Torres et al., 2021; Zielinska-Blizniewska et al., 2019). As mitocondrias sdo os
locais onde as ERO intracelulares sao majoritariamente produzidas, porém estas também
podem ser produzidas por organelas como o reticulo endoplasmatico, lisossomos,
peroxissomos e por enzimas citosélicas. Sao espécies independentes que contém um ou
mais elétrons ndo pareados (Vasconcelos et al., 2014).

A geracdo das ERO é um processo continuo e fisiolégico durante os processos
metabdlicos e, em baixas concentragbes, elas tém efeitos benéficos e necessarios ao
organismo como, por exemplo, na defesa contra microorganismos que sao patogénicos
mediada pelo sistema imunoldgico e sinalizagao intracelular. No entanto, quando essa
concentracdo é alta, as ERO alteram a permeabilidade, fluidez e integridade das
membranas celulares, e pode danificar o DNA, lipidios e proteinas, conduzindo a lesées

oxidativas (Halliwell, B., 2012; Barbosa et al., 2010). Algumas ERO produzidas sao
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peroxido de hidrogénio (H,0,), anion superdxido (O%°), radical hidroxila (OH+) e hipoclorito
(ClO™) (Pérez-Torres et al., 2021).

Na musculatura esquelética, as fibras do tipo Il sdo mais propensas a fadiga e,
entdo, o metabolismo celular pode se tornar menos eficiente para a alta demanda
metabdlica, levando a um aumento na producdo de ERO. Ainda, o aumento da producao
de lactato na glicolise anaerdbia, pode reduzir o pH do tecido muscular, leva a acidose
lactica, que pode conduzir a uma producdo aumentada de ERO como subprodutos
metabdlicos. Na via oxidativa (fibras tipo 1), no entanto, a respiragao aerdbia ocorrida nas
mitocéndrias permite que haja grande formagdo de ERO. Isso porque durante a
transferéncia de elétrons na cadeia respiratdéria mitocondrial, alguns elétrons podem
escapar e formar radicais livres. Assim, o processo fisiolégico da produgéo de ATP por
essa via pode resultar na geracdo de ERO. Decorrente desse processo, os tecidos de
fibra muscular do tipo | desenvolveram adaptagcdes no sistema antioxidante endégeno,
que visam diminuir a possibilidade de lesées oxidativas. O equilibrio entre a producao de
ERO e os mecanismos do sistema antioxidante é fundamental para a homeostase do
organismo (Zielinska-Blizniewska et al., 2019).

As ERO podem atingir todos os componentes celulares, porém a membrana celular
€ mais suscetivel, decorrente do processo de peroxidacgao lipidica (PL), que acarreta em
alteragdes na estrutura e na permeabilidade das membranas, com perda da seletividade
na troca idnica e liberacao do conteudo de organelas (Ferreira et al., 1997). A PL gera
subprodutos como malondialdeido (MDA), hidroxinonenal, oxononenal e isoprostanos,
que sao utilizados como marcadores de rastreamento (Dalle et al., 2006). O grupo de
Furukawa et al. (2004), por meio de estudo com diferentes modelos de obesidade em
animais, descobriu que o acumulo excessivo de lipidios nos adipécitos causa um aumento
na PL no proprio tecido adiposo. Em humanos com obesidade, foi demonstrado aumento
da relacdo da circunferéncia da cintura com a presencga de subprodutos da PL (Furukawa
et al., 2004). Assim, observa-se que, apesar de ser um processo fisioldgico, a producao
de ERO pode se tornar problematica em determinadas situacées.

Estudos anteriores comprovaram a associagcao entre o excesso de peso com o EO
em varios tecidos de animais com obesidade por redu¢cdo do tamanho da ninhada, como
por exemplo: aumento do EO e dano oxidativo no cértex renal de ratos (Pedroza et al.,
2018); EO no tecido hepatico, que pode ter contribuido para o comprometimento da
sinalizacao insulinica (Conceicao et al., 2013); superprodugdo de ERO mitocondriais no
tecido cardiaco, aumentando o risco de doenca cardiovascular (Freitas et al., 2018); maior

capacidade de inicio precoce do desequilibrio oxidativo, favorecendo disfuncéo hepatica
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(Conceicao et al., 2015). O EO pode causar um aumento tanto na proliferacao de
pré-adipocitos, quanto na diferenciacdo de adipécitos e no tamanho dos adipdcitos
maduros, além de alterar a ingestao alimentar e o peso corporal (Higuchi et al., 2013; Lee
et al., 2009). Portanto, a obesidade colabora com a instalagdo do EO, e quando este esta
instalado, piora as condicbes da obesidade, torna mais propicio o surgimento de

comorbidades e mais dificil a reversao do quadro.

1.7 Antioxidantes

Visando a protecéo do organismo contra o EO, o sistema antioxidante € uma linha
de defesa, cujo objetivo € manter um equilibrio entre agentes oxidantes (como as ERO) e
o sistema antioxidante, ou seja, manter o balan¢o redox do organismo. Essa defesa pode
atuar de duas maneiras por meio de compostos enddégenos que: 1. Detoxificam o agente
antes que cause a lesdo, por meio da glutationa reduzida (GSH), enzimas
glutationa-s-transferase (GST), superéxido-dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa-peroxidase (GSH-Px); 2. Reparam a lesdo ocorrida, por meio da
glutationa-redutase (GSH-Rd), GSH-Px, e da vitamina E (a-tocoferol), que & um
antioxidante estrutural da membrana (Maciejczyk et al., 2017; Ross & Moldeus, 1991).

Além dos enddgenos, existem compostos exdgenos que contribuem com essa
funcédo. O acido ascorbico, popularmente conhecido como vitamina C (vitC), apresenta
potencial de defesa contra lesbes oxidativas. Nos seres humanos, essa vitamina precisa
ser obtida através da alimentacdo ou suplementagdo, uma vez que nao € produzida
endogenamente. Ja nos ratos, o acido ascoérbico € produzido de forma endégena (Buehler
et al., 2007). A vitC desempenha importantes papéis no metabolismo como, por exemplo,
sendo cofator de varias enzimas e participa da regeneracao da forma reduzida e
antioxidante da vitamina E (Halliwell & Gutteridge, 1985). Porém, sua mais importante
habilidade & atuar como agente redutor (doador de elétrons) e reduzir metais de transicéo
presentes nos sitios ativos das enzimas ou nas formas livres no organismo (Barreiros et
al., 2006).

Foi relatado previamente que a maior parte dos pacientes com obesidade
apresenta reducgdes significativas nas concentragées de vitaminas (Aasheim & Bohmer,
2008), altas concentracbes de adipocinas e marcadores de EO, acompanhados da
reducao do sistema antioxidantes (Lubrano et al., 2015). Além disso, um estudo
populacional europeu mostrou que as concentracbes plasmaticas de vitC foram

inversamente proporcionais a adiposidade central (Canoy et al., 2005). Essas evidéncias
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demonstram que o estudo com suplementacao de vitC em modelos de obesidade se faz
relevante.

Nesse sentido, foi demonstrado que a suplementacédo com vitamina C reduz danos
ao tecido cerebral, cerebelar, cardiaco e hepatico de ratos estressados, através da
inibicdo da oxidagéao lipidica e melhora do sistema de defesa antioxidante (Esrefoglu et
al., 2016) e reduz o dano oxidativo no hipocampo de ratos que, durante a gestacao e
lactacdo, foram expostos a baixos niveis de chumbo (Chang et al, 2012). A
suplementacao de vitC também inibe a progressao dos processos neurodegenerativos e
alteracbes comportamentais relacionados com a Doenca de Alzheimer em ratos (Olajide
et al., 2017); reduz a hepatotoxicidade induzida por nitrilotriacetato férrico em ratos
(Ansar & Igbal, 2015) e reduz a producdao de ERO em adipécitos isolados de ratos
(Garcia-Diaz et al., 2010). Na obesidade, a vitamina C, reduz a resisténcia insulinica em
ratos obesos por HFD (Tranberg et al., 2018); apresenta efeito lipolitico e antioxidante em
ratas com obesidade induzida por ovariectomia (Kim et al., 2018) e reduz o estresse
oxidativo no figado e tecido adiposo branco de ratos com obesidade induzida por HFD
(Drehmer et al., 2019). Ainda, ja foi observado que a vitamina C é capaz de modular a
ligacdo de NF-kB ao DNA celular, levando a uma redugdo da resposta inflamatéria
(Garcia-Diaz et al., 2015; Ellulu, 2017).

Entretanto, existe uma lacuna na literatura sobre o tratamento com vitC em ratos
com obesidade induzida por reducédo do tamanho da ninhada. Dessa forma, seria possivel
que a suplementacado de vitC por 30 dias, durante a vida adulta de ratos programados
metabolicamente por reducdo do tamanho da ninhada, seja capaz de amenizar os danos
causados pelo excesso de peso?

A hipotese do trabalho € de que: no inicio da vida adulta (DPN 60), animais com
supernutricao lactacional apresentara peso corporal elevado, maior adiposidade,
dislipidemias e alteragcao de perfil glicémico, decorrentes da programagéao metabdlica por
supernutricdo no periodo lactacional. Essa obesidade leva a instalacao de inflamacao de
baixo grau e estresse oxidativo, com danos teciduais, o que contribui para as disfungcbes
metabdlicas. Além disso, hipotetiza-se que a intervengdo com o tratamento de vitamina C
durante a fase adulta (DPN 90), por 30 dias, € capaz de mitigar os efeitos negativos da
programacao metabdlica por supernutricdo lactacional.



25
2. JUSTIFICATIVA

Considerando que: 1. A indugcdo da obesidade por supernutricdo neonatal por
reducao do tamanho da ninhada causa alteragées que se estendem da infancia a vida
adulta; 2. O excesso de nutrientes e adiposidade relacionam-se ao aumento da
inflamacao e com a instalagdo do EO, favorecendo o surgimento de lesées oxidativas e
comorbidades; 3. Ha evidéncias na literatura de que o EO pode ser atenuado com a
suplementagcdo de compostos antioxidantes; faz-se relevante avaliar os efeitos do
antioxidante exégeno, vitC, na homeostase energética, perfil oxidativo e inflamatério em
ratos adultos com obesidade induzida por supernutricdo neonatal induzida pela redugao

do tamanho da ninhada.

3. OBJETIVOS

1. Avaliar em animais provenientes de NL e SL, sem tratamento, aos 60 dias de vida.
O objetivo deste protocolo foi compreender o estado metabdlico e dos sistemas
oxidante e antioxidante no periodo pré-intervencao de tratamento com vitC (estudo
1).

2. Avaliar os efeitos do tratamento com vitC por 30 dias, durante a vida adulta (DPN
60-89), em animais SL. O objetivo deste protocolo foi responder quais (e se) os
parametros metabdlicos e o balanco redox foram afetados em animais SL pelo

tratamento com vitC.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar obtidos por meio de cruzamento de 29
matrizes provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL),
com 10 machos experientes. No dia do nascimento, DPN 0, o tamanho da ninhada foi
ajustado. Para formar a ninhada reduzida (SL), objeto do estudo, foram mantidos 3
filhotes, sendo 2 machos e 1 fémea. Na ninhada normal (NL), controle, foram mantidos 10
filhotes, sendo 5 machos e 5 fémeas (Plagemann et al.1992). Os filhotes excedentes
foram submetidos a eutanasia por decapitacdo. Apdés o desmame, as fémeas foram
remanejadas para outro projeto. Foram mantidos 4-5 machos por caixa coletiva no
biotério setorial do Departamento de Ciéncias Fisiologicas. Ambiente de luz (ciclo 12 h
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claro/escuro) e temperatura (22 + 2 °C) foram controladas; agua e alimentacéao (dieta
padréao Nuvilab CR-1, NUVITAL®) foi a vontade, exceto as horas de restricdo alimentar
que precederam o GTT e eutanasia. Os procedimentos experimentais foram aprovados
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais em experimentagdo (PROTOCOLO CEUA no
024/2020, OF. CIRC. CEUA no 87/2020).

4.2 Drogas

Para o tratamento, utilizou-se a vitamina C (L-ascorbic Acid, Sigma-Aldrich),
reconstituida diariamente, tendo como veiculo a agua corrente, e armazenada protegida
da luz. A administracao foi realizada por via oral, por gavagem, na concentracao de 100
mg/dia de rato (Siervo et al., 2015). Para o tratamento (DPN 60-89), o volume final diario

foi de 1 mL por animal.

4.3 Protocolos Experimentais

4.3.1 ESTUDO 1: Avaliacado de animais com obesidade induzida por supernutricao

neonatal por redugao do tamanho da ninhada no DPN 60.

Como pode ser observado na Figura 1, ap6s a determinagao das ninhadas NL e SL
no DPN 0, os animais foram pesados a cada trés dias até o DPN 21, quando ocorreu o
desmame. O peso corporal e a ingestéao alimentar foram aferidos a cada 5 dias até o DPN
60. No DPN 59, apés restricao alimentar de 6 horas, o GTT foi realizado. Ao final deste
procedimento, a racao foi novamente ofertada aos animais (De Souza et al., 2018). No
DPN 60, foi feita a afericao da medida naso-anal para posterior calculo do indice de Lee
(Bernardis & Patterson, 1968). Apdés 6 horas de restricdo alimentar, foi realizada a
eutanasia por decapitacdo as 14h. Apos a eutanasia, o sangue foi coletado em tubos
heparinizados, centrifugados a 3000 r.p.m. a 4 °C durante 20 minutos, e o plasma
separado em aliquotas e armazenado a -20 °C para posteriores dosagens de colesterol
total, HDL, LDL, triacilglicerdis, glicose e acido urico. Os tecidos adiposos viscerais
retroperitoneal e epididimal foram retirados, pesados e armazenados para posterior
analise. O figado, musculo gastrocnémio e séleo foram retirados e armazenados para
posteriores analises. A por¢ao seccionada do MG foi superficial e média, cuja aparéncia
macroscopica permite identificar a predominéncia de fibras brancas (Hayasaki et al.,
2001).
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Figura 1. Linha do tempo do Estudo 1.

4.3.2 ESTUDO 2: Avaliacao dos efeitos do tratamento com vitC na vida adulta (DPN
60-89) de animais com obesidade induzida por supernutricdo neonatal por redugéo do
tamanho da ninhada.

Como pode ser visto na Figura 2, apdés a determinacao das ninhadas NL e SL no
DPN 0, os animais foram pesados a cada trés dias at¢é o DPN 21, quando ocorreu o
desmame. Ap6s o desmame, o peso corporal e ingestao alimentar foram aferidos a cada
5 dias, até o DPN 60, quando o tratamento foi iniciado com agua corrente, o veiculo de
dissolucao (v), ou vitamina C (vitC). Para isso, 3 grupos foram formados: 1) NLv; 2) SLyv;
3) SLvitC. O tratamento foi feito diariamente por 30 dias, do DPN 60-89, por via oral
(gavagem). Durante os 30 dias, diariamente aferiu-se peso corporal e ingestao alimentar.
No DPN 89, apods 6 horas de restricao alimentar, foi realizado o GTT, e ao final deste
procedimento a racdo foi novamente ofertada aos animais. No DPN 90, a medida
naso-anal foi aferida para posterior calculo do indice de Lee. Apdés 6 horas de restricao
alimentar, foram submetidos a eutanasia por decapitacdo as 14h. Apos a eutanasia, os
mesmos tecidos do estudo 1, além do sangue, foram coletados e armazenados para

posteriores analises.
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4.4 Perfil Morfofisiol6gico

4.4.1 Aferigao do peso corporal

A partir do DPN 0, os animais foram pesados a cada 3 dias até o DPN 21, quando
foi feito o desmame. Apds o desmame, os animais foram pesados a cada 5 dias até o
DPN 60 (protocolo 1). No estudo 2, os animais foram pesados diariamente desde o inicio
do tratamento, no DPN 60, e até o DPN 90.

4.4.2 Calculo da ingestao alimentar

Para analisar a ingestao alimentar de animais NL vs. SL (estudo 1), o calculo foi
adaptado a quantidade de dias entre as aferigcbes. a) Ingestao alimentar diaria/100g do
DPN 21 ao 60: = (Apeso / 25) / peso do animal na ultima pesagem , quando havia 5
animais na caixa coletiva, por 5 dias. b) Ingestao alimentar diaria/100g do DPN 21 ao 60:
= (Apeso / 20) / peso do animal na ultima pesagem, quando havia 4 animais na caixa
coletiva, por 5 dias.

Para analisar a ingestao alimentar de animais NL veiculo vs. SL veiculo,. NL
veiculo vs. SL Vitc C, SL veiculo vs. SL Vit C (estudo 2), o calculo também foi adaptado a
quantidade de dias entre as afericdes. a) Ingestao alimentar diaria/100g do DPN 60 a 89:
= (Apeso / 5) / peso do animal na ultima pesagem , quando havia 5 animais na caixa
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coletiva. b) Ingestao alimentar diaria/100g do DPN 60 ao 89: = (Apeso / 4) / peso do

animal na ultima pesagem, quando havia 4 animais na caixa coletiva.

4.4.3 Calculo do indice de Lee

Para mensurar o indice de massa corporal de animais, mimetizando os resultados
obtidos pelo Calculo de indice de Massa Corporal (IMC) de humanos, foi calculado o
indice de Lee. Esta é uma forma acurada e rapida de medir o grau de obesidade em
experimentos submetidos a um método de ganho de peso corporal (Malafaia et al., 2013).
O indice foi calculado dividindo a raiz cubica do peso corporal em gramas pelo

comprimento naso-anal em centimetros (Bernardis & Patterson, 1968).

4.4 .4 Analise histologica de adip6citos do TAE e TAR

Os tecidos adiposos retroperitoneal e epididimal foram retirados apés eutanasia,
pesados e armazenados em microtubos contendo paraformaldeido 4% como fixador. Os
tecidos foram posteriormente incluidos em parafina, e os blocos microtomizados em
cortes ndo seriados de 12um. As laminas, com 3 cortes cada, foram coradas em
hematoxilina e eosina. As analises foram feitas em fotomicroscopio, com aumento de
100x e 3 imagens por animal foram analisadas. Foi avaliado o didmetro médio de = 200
adipécitos. A metodologia foi realizada no Laboratério de Analise Histopatolégica do
Professor Dr. Fabio Goulart de Andrade.

4 4.5 Peso de TAE, TAR, MG e MS

Ap6s a eutanasia, os tecidos foram dissecados, retirados e pesados. Para
normalizagcdo do peso do tecido pelo peso do animal, calculou-se: =100*peso do
tecido/peso corporal do animal. Resultado expresso como g/100g.

4.4.6 Dosagem plasmatica de acido urico

O excesso de tecido adiposo pode levar a um aumento na producgéo de acido urico
e a reducdo da excrecao renal deste composto. Além disso, quando as células
musculares sao danificadas, como durante exercicios intensos ou lesées musculares, as

purinas liberadas dessas células podem levar a um aumento na producgéo de acido urico
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(Hira et al., 2012). Foi utilizado o Kit Acido Urico Enzimatico, Vida Biotecnologia,
Lote=22/1990.

4.5 Perfil Lipidico

A dislipidemia, um quadro clinico definido por concentragdes anormais de lipidios
ou lipoproteinas sanguineas, tem a obesidade como fator de risco para seu
desenvolvimento (Santos, 2001). Portanto, a espectrofotometria foi utilizada para as
determinagées das concentragcdes plasmaticas de colesterol total e suas fragdes, e

triacilglicerois por meio de Kits comerciais.

4.5.1 Colesterol total

Através do kit comercial Colesterol total enzimatico, Vida Biotecnologia, foi
realizada a dosagem plasmatica de colesterol total, que afere a unido de trés tipos de
colesterol: o HDL, LDL e o VLDL.

4.5.2 Colesterol HDL

Através do kit comercial Colesterol HDL enzimatico, Vida Biotecnologia, foi feita a
dosagem do HDL, que é uma lipoproteina de alta densidade. Ela tem a capacidade de
remover o colesterol dos tecidos e conduzi-lo para o figado para metabolizacao hepatica e
posterior excregdo. O HDL é popularmente conhecido como “colesterol bom”, por ser um
fator de protecao, uma vez que esta associado com redugcéo de doencas cardiovasculares
(Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2001).

4.5.3 Colesterol LDL

Para a dosagem de colesterol LDL, foi utilizado o kit Comercial LDL Colesterol,
Biotécnica, Ref. 10.015.00. O LDL é uma lipoproteina de baixa densidade, sintetizada no
figado. O aumento do LDL esta associado ao acumulo de colesterol, inclusive no interior
de vasos sanguineos, dificultando o fluxo sanguineo. O LDL é popularmente conhecido

como “ruim” por trazer riscos cardiovasculares (Faludi et al., 2017).
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4.5.4 Triacilgliceréis

O kit comercial Triglicérides, Bioliquid, Ref. 743191, foi utilizado para dosagem
plasmatica de triacilglicer6is. Podem ser encontrados na corrente sanguinea, de forma
livre, ou através do colesterol VLDL. Eles sao armazenados em grandes quantidades nos
adipécitos. Armazenar os triacilglicerdis como combustivel € uma vantagem bioldgica,
considerando que a oxidacao de um grama de triacilglicerdis libera mais do que o dobro
de energia do que a oxidagdo de um grama de carboidratos (Nelson & Cox, 2014). Seu

excesso esta associado a sindrome metabdlica, obesidade e problemas cardiovasculares.

4.6 Perfil Glicémico

4.6.1 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

Esta analise tem como objetivo avaliar a resposta das células beta pancreaticas e a
resisténcia a insulina, e consequentemente determinar o quadro de pré-diabetes ou
diabetes melito. No GTT, uma gota de sangue da cauda do animal foi coletada para
determinacao da glicemia por meio da fita teste do aparelho Accu-Check Advantage Il de
determinacdo de glicose sanguinea. A primeira afericdo representou a glicemia basal.
Imediatamente apoés, a glicose 25% na dose de 1,0 g/kg de peso corporal foi administrada
por via intraperitoneal. A partir disso, foam realizadas dosagens da glicemia pela fita teste
nos tempos 15, 30, 60 e 120 minutos apdés a administracao de glicose. Transcorridos os
120 minutos, os animais retornaram para suas caixas com alimentacdo e fluidos a
vontade (De Souza et al., 2018).

4.6.2 Glicose plasmatica

A obesidade esta relacionada com alteragdes na glicemia em jejum, e para isso foi
realizada a determinacao das concentragbes plasmaticas de glicose, pelo kit comercial
Glicose enzimatica, Vida Biotecnologia.

4.6.3 indice de TyG

O indice triacilgliceréis-glicose (TyG) é utilizado como marcador de resisténcia a
insulina (Hosseini, 2017). Dessa forma, o calculo foi realizado no presente estudo, da
seguinte maneira: =Ln(concentracao plasmatica de glicose * concentracao plasmatica de

triglicérides)/2.
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4.7 Analise das Fontes Energéticas do Figado, Musculo Gastrocnémio e Musculo Séleo

Os érgaos foram cortados, pesados e colocados em microtubos. Apds acrescentar
o Reagente de Folch [cloroférmio (2), metanol (1)], cada érgao foi macerado (tubo A) e
entao centrifugado a 10.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi transferido do tubo A
para o tubo B. No tubo B, foi adicionado 5x volume do tecido de agua com NaCl 0,73%,
foi agitado no vortex por 10 segundos, e entdo ocorreu a separagdo de fases. O
sobrenadante do tubo B foi transferido para o tubo C. O conteudo dos tubos B foi

evaporado na estufa a ~60° C e entao ressuspendeu-se com etanol PA 2x.

O tubo A, contendo o restante do tecido macerado, foi lavado com 5X volume do
tecido em etanol 66% com sulfato de sédio 0,73%. Os tubos foram agitados no vértex por
10 segundos e entao centrifugados a 10.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante do tubo

A foi transferido para o tubo C.

Ao tubo A foi adicionado 5X volume do tecido de NaOH 20%, e a estufa a 100°C
por aproximadamente 10 minutos. Apds esse tempo, aguardou-se o resfriamento e foi
adicionado 8x volume de Etanol PA. Os tubos foram agitados no vértex por 10 segundos e
foram centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado. Foi
feita a ressuspensao do pellet em 30 x volume de agua destilada (Protocolo adaptado por
Pedro Tendrio, 2023, adaptacao de Van Handel, 1965; Reichl et al., 2020; Schaubroek et
al., 2022).

O tubo C é composto do sobrenadante do tubo B e do sobrenadante da segunda
centrifugacao do tubo A.

4.7.1 Concentracao de glicose

O conteudo dos tubos C foram pipetados em microplaca, e para determinacao de
glicose no tecido, utilizando-se o kit comercial Glicose enzimatica, Vida Biotecnologia, e
absorbancia medida espectrofotometricamente. Os resultados foram expressos como
mg/dL.

4.7.2 Concentracao de glicogénio

O conteudo dos tubos A foram pipetados em novo microtubo e realizou-se o
método de acido sulfurico-fenol, gerando uma solugao de cor laranja, cuja absorbancia foi

medida espectrofotometricamente. Os resultados foram expressos como mg/dL.
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4.7.3 Concentracao de colesterol e triacilglicerois

O conteudo dos tubos B foram pipetados em microplaca, e os kits comerciais
Colesterol enzimatico, Vida Biotecnologia, Triglicérides, Bioliquid, e foram utilizados para
determinacao de colesterol e triacilglicerbis, e a absorbancia foi medida

espectrofotometricamente. Os resultados foram expressos como mg/dL.

4.8 Perfil Oxidativo

Os fragmentos do figado e musculos séleo e gastrocnémio (por¢ao branca),
congelados em freezer -80 °C, foram homogeneizados com um homogeneizador Ultra

Turrax (Marconi) e homogeneizados em trés diferentes tampdes:

1) Solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,2: para determinar a
concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), glutationa
S-transferase (GST), glutationa reduzida (GSH), catalase (CAT) e superdxido
dismutase (SOD). Foi feita a quantificagcdo proteica com o método de Bradford
(Bradford, 1976) e, entdo, normalizados para a concentracdo de proteina de 1
mg/mL. Essas anadlises foram realizadas em colaboracdo com o Laboratério de
Toxicologia e Disturbios Metabdlicos da Reproducédo da Professora Dr? Glaura
Scantamburlo Alves Fernandes.

2) EDTA 2mM: para determinar a reducao de NBT. Foi feita a quantificacao proteica
com o método de Bradford (Bradford, 1976) e calculo para normalizagao.

3) KCI 1,15%: para determinar a concentracdo de FRAP e ABTS. Foi feita a
quantificacao proteica com o método de Bradford (Bradford, 1976) e calculo para
normalizacao. As analises dos itens 2 e 3 foram realizadas em colaboragdo com o
Laboratério de Pesquisa em Dor, Neuropatia e Inflamagao do Prof. Dr. Waldiceu

Aparecido Verri Junior.

4.8.1 Ensaio de TBARS

Para avaliacdo da peroxidacédo lipidica, um parédmetro que sinaliza estresse
oxidativo, foi medida a concentracdo de malondialdeido (MDA). Este € um produto
intermediario da peroxidacgao lipidica, utilizando o método TBARS (Substéncias reativas

ao acido tiobarbiturico), descrito por Federici et al., 2007. Utilizando espectrofotometria, foi
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determinada a diferenca entre a absorbancia das leituras em 535 e 572 nm. Os resultados

foram expressos como nmol MDA/mg de proteina (Federici et al., 2007).
4.8.2 Reducao de NBT

O NBT (nitroblue tetrazolium) € um rastreador de estresse oxidativo. Esse ensaio
avalia a reducado do NBT através do anion superdxido. Quanto maior a redugdo do NBT,
mais espeécies reativas de oxigénio tem no tecido (Pinho-Ribeiro et al., 2015).

4.8.3 GST

A glutationa s-transferase (GST) faz parte do sistema antioxidante endégeno. Essa
enzima intercepta os oxidantes/xenobioticos que sdo conjugados com a GSH, e facilitam
sua eliminacdo da célula. De acordo com o método descrito por Keen et al.,, 1976, a
atividade enzimatica da glutationa s-transferase foi avaliada por espectrofotometria
utilizando GSH, 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e tampao fosfato de potassio. A
absorbancia foi medida em 340 nm em intervalos de 40 segundos durante 5 minutos. Os

resultados foram expressos em mM/mg de proteina (Keen et al., 1976).

4.8.4 GSH

A concentracado de glutationa reduzida (GSH) faz parte do sistema antioxidante
endégeno. Essa molécula a tem a habilidade de doar elétrons a outros compostos, como
os radicais livres, para que eles sejam menos reativos. A GSH foi determinada utilizando
acido 5,5'-ditiobis 20-nitrobenzéico no homogenato. As absorbancias foram medidas a
412 nm e os resultados foram expressos em pg/mg de proteina (Rahman et al., 2007,
com adaptacodes).

4.8.5 Atividade da catalase

A catalase é uma enzima presente principalmente nos peroxissomos e possui ion
ferro no sitio ativo, que reage com o peréxido de hidrogénio formando agua e oxigénio,
sendo assim, parte do sistema antioxidante enddégeno. A atividade enzimatica da catalase
foi determinada baseada no principio da dismutagdo do peroxido, e a absorbancia foi
medida em 240 nm (intervalos de 15 segundos por 1 min 27), descrito por Aebi et al.,

1974. Os resultados foram expressos em mM/mg de proteina.
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4.8.6 Atividade da superoxido dismutase

A enzima superoéxido dismutase catalisa a dismutacao do superéxido em oxigénio e
peroxido de hidrogénio, sendo compostos bem menos reativos. E parte do sistema
antioxidante endégeno. Para avaliacdo da atividade enzimatica da SOD, os homogenatos
foram utilizados como fonte da enzima. A reacdo consiste em quantificar o complexo
formado entre os anions superéxido pela adicao de nitroazul tetrazolio (NBT), 96 uM, e
cloridrato de hidroxilamina (NH20OH-HCI), 20 mM, com coloragdo amarela e a reducao de
NBT, formando uma leitura de cor azul em 560 nm. As amostras foram lidas a cada 15
segundos por 2 minutos (Senthilkumar et al., 2021). Os resultados foram expressos em
U/mg de proteina.

4.8.7 FRAP

O método Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) é utilizado para avaliar a
capacidade antioxidante de uma amostra. A reagcdo mede a reducido férrica de
2,4 6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) para um produto colorido. A reagao detecta compostos
com potencial redox < 0,7V (o potencial redox do Fe+3- TPTZ). O poder redutor mostra
estar relacionado com o grau de hidroxilacdo e extensdo de conjugacao em polifendis.
Quanto maior a concentragdo de FRAP, maior o poder redutor presente no plasma. Os
resultados foram expressos em nmol de equivalente de Trolox'mg de proteina
(Pinho-Ribeiro et al., 2015).

4.8.8 ABTS

Os ensaios utilizando o radical ABTS s&o baseados na habilidade dos
antioxidantes em sequestrar o anion radical de longa vida ABTS*. Neste ensaio, o ABTS é
oxidado pelo radical peroxil ou outros oxidantes para seu radical cation, ABTS*+, que &
intensamente colorido, e a capacidade antioxidante é medida pela habilidade que o
composto em teste possui em decrescer a cor reagindo diretamente com o radical
ABTS*+. Os resultados foram expressos em nmol de equivalente de Trolox/mg de
proteina (Pinho-Ribeiro et al., 2015).

4.9 Citocinas Pro-Inflamatoérias

Sabe-se que o0 sobrepeso e a obesidade estdo relacionados com o aumento de
citocinas pro-inflamatérias. Dessa forma, foi analisada a expressdao do RNAm das
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citocinas pré-inflamatérias TNFa, IL-18 e IL-6 por PCR em tempo real no figado e
musculos gastrocnémio e soéleo. Para tanto, o RNA total foi isolado a partir da amostra de
cada um destes érgdos 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 microplacas de deteccao multipla (Synergy HT, BioTek) e
foram utilizados 250 ng de RNA para a sintese de cDNA utilizando o kit de transcrigao
reversa de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, EUA). As reacbes foram
realizadas em volume de 12 pL (4 yL de cDNA), utilizando reagentes TagMan® (Applied
Biosystems). Cada reagcédo de PCR foi realizada em duplicata, sendo a agua o controle
negativo. A beta-actina foi utilizada como gene de referéncia (controle endégeno), o qual
ocorreu com cada amostra de cDNA. As sondas utilizadas para cada gene foram:
Rn01410330_m1 (IL6), Rn00580432 (IL1b), Rn99999017_m1 (TNF), e Rn01412977 g1
(beta-actina). A determinacao das concentragdes 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=Ct,ostra=Clgene de referencia)- A Variagao
da expressao de RNAmM nas amostras em relagdo ao grupo controle foi calculada como
2788t em que AACt=ACt,moera=ACteonroe (Livak & Schmittgen, 2001). Desta forma, o
resultado obtido representa a expressao relativa de RNAmM do gene de interesse
(unidades arbitrarias).

4.10 Analises Estatisticas

Os dados passaram por uma analise exploratéria de normalidade (Shapiro-Wilk
test) e homogeneidade de variancia (Levene test). No Estudo 1, foi comparado NL vs. SL.
Ao passar no teste de normalidade (p>0,05), foi realizado o teste t de Student. Os dados
foram expressos como meédia + erro padrao da média (EPM). Quando os dados nao
passaram no teste de normalidade, foi realizado o teste de Mann-Whitney, e os dados

foram expressos como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil.

No Estudo 2, foi comparado: NL veiculo vs. SL veiculo, NL veiculo vs. SL vitamina
C, e SL veiculo vs. SL vitamina C. Ao passar no teste de normalidade (p>0,05), foi
realizado o teste ANOVA de uma via, seguido do pos-teste de Tukey. Na curva de peso
corporal e no GTT, o teste ANOVA de medidas repetidas foi utilizado. Os dados foram
expressos como média * erro padrdao da média. Quando os dados nao passaram no teste
de normalidade, foi realizado o teste de Kruskal Wallis, seguido do po6s-teste de Dunn, e
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os dados foram expressos como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil. Os resultados

foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

5. RESULTADOS

5.1 ESTUDO 1: Avaliacdo de Animais com Obesidade Induzida por Supernutricao
Neonatal por Redugao do Tamanho da Ninhada no DPN 60.

5.1.1 Perfil morfofisioldgico

Houve interacao entre as variaveis grupo (NL ou SL) e dias no peso corporal [F(8,
336)=5,644, p<0,0001)]. A redugéao do tamanho da ninhada levou ao maior peso corporal
em todo periodo de avaliagédo, assim como o delta peso de 21-60 foi maior no grupo SL
(Figura 3a, b; Tabela 1). Apesar do maior peso corporal, a ingestao alimentar foi menor
neste grupo (Figura 1c; Tabela 1). A adiposidade também foi maior no grupo SL, tanto no
peso do tecido adiposo epididimal (TAE), quanto no peso do tecido adiposo
retroperitoneal (TAR) (Figura 3d, f; Tabela 1). O tamanho dos adipécitos de ambos os
tecidos, TAE e TAR, foi maior no grupo SL (Figura 3e, g; Figura 4a, b, c, d; Tabela 1). O
indice de Lee também foi maior no grupo SL (Figura 3h; Tabela 1). Em contrapartida, os
pesos do musculo gastrocnémio (MG) e musculo séleo (MS) nao foram diferentes entre
os grupos (Figura 3i, j; Tabela 1). Adicionalmente, houve uma tendéncia de aumento das
concentragbes plasmaticas de acido urico nos animais SL, em comparagdo aos NL
(Figura 3k; Tabela 1).
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Figura 3. Perfil morfométrico dos grupos NL e SL no DPN 60: Curva de peso corporal (DPN 21-60) (a),
delta peso corporal (21-60) (b), ingestao alimentar (g/100g) (c), peso do tecido adiposo epididimal (g/100g)
(d), tamanho do adipécito do tecido adiposo epididimal (mcg?) (e), peso do tecido adiposo retroperitoneal
(9/1009) (f), tamanho do adipocito do tecido adiposo retroperitoneal (mcg?) (g), indice de Lee (g"*/cm) (h),
peso do musculo gastrocnémio (g/100g) (i), peso do musculo soéleo (g/100g) (j), € acido urico plasmatico
(mg/dL) (k) dos grupos NL e SL, no DPN 60. (n=8-22/grupo). Teste T ou teste ANOVA de medidas
repetidas, dados expressos como médiatEPM. Teste de Mann-Whitney, dados expressos como medianas,
1° e 3° intervalo interquartil. P<0.05.
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Tabela 1. Descrigcdo estatistica do perfil morfométrico dos grupos NL e SL no DPN 60. Resultados
expressos como médiatEPM para teste T. P<0.05.

Variavel Grupo NL Grupo SL p t df U teste
Delta peso 218,242,355, 230,242,453,
21-60 n=22 n=20 0.0011* 3,52 40 - Teste T
Ingestao
alimentar 13,90+0,115, 12,46+0,192,
(g/100q) n=22 n=22 <0.0001* 6,407 42 - Teste T
Peso do TA
epididimal 0,734+0,029 0,830+0,031,
(mg/100g) n=22 n=22 0.0314* 2,226 42 - Teste T
Peso do TA
retroperitoneal 0,376+0,025, 0,526+0,028,
(mg/100g) n=19 n=22 0.0004* 3,903 39 - Teste T
Tamanho do
adipécito TAE  6116+317,8, 7445+378,3,
(mcg?) n=8 n=10 0.0192* 2,604 16 - Teste T
Tamanho do
adipécito TAR  3475+433,7, 9230+451,1,
(mcg?) n=9 n=8 <0,0001* 9,186 15 - Teste T
indice de Lee 0,315+0,0016, 0,325+0,0016
(g"*lcm) n=22 , n=22 <0.0001* 4,49 42 - Teste T
Peso MG 0,549+0,008, 0,554+0,007,
(9/100g9) n=22 n=22 0,6694 0,43 42 - Teste T
Peso MS 0,043+0,001, 0,045+0,001,
(9/100g9) n=22 n=22 0,1654 1,412 42 - Teste T
0,5215 1,028 Teste de
Acido urico (0,1905; (0,4233; 0.0503* - - 30

(md/dL) 0,5705), n=10 1,671) n=12 Mann-Whitney

5.1.2 Perfil lipidico

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos NL e SL nas concentragbes
plasmaticas de colesterol total e colesterol HDL (Figura 4a, b; Tabela 2). Porém, o grupo

SL apresentou menor concentracao plasmatica de triacilglicerois (Figura 4c; Tabela 2).
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Figura 4. Perfil lipidico dos grupos NL e SL no DPN 60: Concentragéo de colesterol total plasmatico
(mg/dL) (a), Concentragdo de colesterol HDL plasmatico (mg/dL) (b), Concentragdo de triacilglicerois
plasmaticos (mg/dL) (c), dos grupos NL e SL no DPN 60. (n=14-21/grupo). Teste T . Dados expressos como
médiatEPM. P<0.05.

Tabela 2. Descrigdo estatistica do perfil lipidico dos grupos NL e SL no DPN 60. Resultados expressos
como mediazEPM para teste T. P<0.05.

Variavel Grupo NL Grupo SL p t df teste

Colesterol total (ug/dL) 58,50+2,309, n=21 62,11+2,317, n=20 0,2766 1,104 39 Teste T

Colesterol HDL (ug/dL) 4,28+2,676, n=21 5,01+4,024, n=21 0,8795 0,1525 40 Teste T

Triacilgliceréis (ug/dL) 57,51+4,01, n=14  43,5914,380, n=14 0,027* 2,343 26 Teste T

5.1.3 Perfil glicémico

No teste de tolerancia a glicose, houve interacao entre as variaveis grupo (NL ou
SL) e tempo na glicemia [F(4, 80)=4,968, p=0,0013)]. O grupo SL apresentou maior
glicemia ap6s 15 e 30 minutos da sobrecarga intraperitoneal de glicose (Figura 5a; Tabela
3). Da mesma maneira, a area sob a curva do GTT (AUC do GTT) foi maior no grupo SL
(Figura 5b; Tabela 4). Nao houve diferenca estatistica na glicose plasmatica e no indice

de TyG entre os grupos (Figura 5c, d; Tabela 4).
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meédiatEPM. P<0.05.

Tabela 3. Descricdo estatistica do GTT dos grupos NL e SL no DPN 60. Resultados expressos como média
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para teste Two Way ANOVA, com pés teste de Sidak. P<0.05.

GTT NL SL P
Basal 118,5, n=13 112,1, n=9 0,2415
15 minutos apés
sobrecarga de glicose 208,2, n=13 243,3, n=9 0.0456*
30 minutos apds
sobrecarga de glicose  171,4,n=13  202,1, n=9 0.0090*
60 minutos apos
sobrecarga de glicose  126,9, n=13 132,6, n=9 0,8568
120 minutos apoés
sobrecarga de glicose  119,3,n=13  113,8, n=9 0,8991

Tabela 4. Descricdo estatistica do perfil glicémico dos grupos NL e SL no DPN 60. Resultados expressos
como mediazEPM para teste T. P<0.05.

HL

5L

NL

Variavel Grupo NL Grupo SL df teste
AUC do GTT 17159+409,8 n=13 18422+356 1, n=10  0.0404* 2,191 20  TesteT
Glicose plasmatica 1) 7 | 4 591 n=10 113.642179n=10 07588  0,3118 18 Teste T
(mg/dL)
indice de TyG 4,336+0,037, n=10 4,332+0 047, n=10 00669 18  TesteT
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5.1.4 Figado: fontes energéticas

Nao houve diferengca na concentragcdo de glicose e glicogénio no figado entre
animais NL e SL (Figura 6a, b; Tabela 5). As concentragdes de colesterol e triacilgliceréis

hepaticos foram maiores no grupo SL (Figura 6c, d; Tabela 5).
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Figura 6. Perfil de fontes energéticas no figado dos grupos NL e SL no DPN 60: Concentragdo de
glicose (mg/dL) (a), Concentracdo de glicogénio (b), Concentracdo de colesterol no (mg/dL) (c),
Concentracao de triacilglicerdis(d) no figado de ratos dos grupos NL e SL no DPN 60. (n=8-10/grupo). Teste
T, dados expressos como médiaztEPM. Teste de Mann-Whitney, dados expressos como medianas, 1° e 3°
intervalo interquartil. P<0.05.

Tabela 5. Descricdo estatistica do perfil de fontes energéticas no figado dos grupos NL e SL no DPN 60.
Resultados expressos como médiatEPM para teste T e mediana, 1° e 3° intervalo interquartil. para teste de
Mann-Whitney. P<0.05.

Variavel Grupo NL Grupo SL p t df u teste
) 12,83 (12,02; 13,85) 13,35 (11,91; 14,49) Teste de
Glicose (mg/dL) =9 n=10 0,7197 40 Mann-Whitney
Glicogénio (mg/dL) 7,697+1,637,n=8  8,362+1,108,n=9 0,736 0,3435 15 - Teste T
Colesterol (mg/dL) 0,257+0,048, n=10 0,421+0,030, n=10 0,0105* 2,858 18 - Teste T
o 0,565 (0,232; 0,805 (0,687, . Teste de
Triacilglicerois (mg/dL) 4 766) =g 0883)n=10 1044 - 7 Mann-Whitney

5.1.5 Figado: perfil oxidativo

As analises de parametros oxidativos mostraram que houve maior peroxidagcéo
lipidica no grupo SL comparado ao NL (Figura 7a; Tabela 6), porém sem diferencas
significativas quanto a reducdo do NBT (Figura 7b; Tabela 6). Quanto as defesas
antioxidantes, a concentracao de GST e GSH foi semelhante em ambos os grupos (Figura

7c, d; Tabela 6). A atividade das enzimas SOD e CAT também foi semelhante nos grupos
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NL e SL, assim como o FRAP (Figura 7e, f, g; Tabela 6). Porém, o ABTS foi maior no

grupo SL (Figura 7h; Tabela 6).
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Figura 7. Perfil oxidativo no figado dos grupos NL e SL no DPN 60: Concentragdo de MDA (nmol/mg de
proteina) (a), Reducdo de NBT (OG/mg de proteina) (b), Concentracdo de GST (mM/mg de proteina) (c),
Concentragdo de GSH (mM/mg de proteina) (d), Atividade da CAT (nM/mg de proteina) (e), Atividade da
SOD (U/mg de proteina) (f), FRAP (nmol de equivalente de Trolox/mg de proteina) (g), ABTS (nmol de
equivalente de Trolox/mg de proteina) (h) no figado de ratos dos grupos NL e SL no DPN 60 (n=7-10/grupo).
Teste T, dados expressos como médiatEPM. Teste de Mann-Whitney, dados expressos como medianas, 1°

e 3° intervalo interquartil. P<0.05.
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Tabela 6. Descricdo estatistica do perfil oxidativo do figado dos grupos NL e SL no DPN 60. Resultados
expressos como médiatEPM para teste T e medianas, 1° e 3° intervalo interquartil para teste de

Mann-Whitney. P<0.05.

Variavel Grupo NL Grupo SL p t df U teste
MDA (nmol/mg de 4,787 (3,705; 6,404 (6,112; 0.0106* - - 12  Teste de Mann
proteina) 5,908), n=9 6,686) n=9 Whitney
Reducéo de NBT 11,88 (11,51; 16,47 (10,52, 0,2110 - - 29  Teste de Mann
(OG/mg de proteina) 13,65), n=9 19,79), n=10 Whitney
GST (OG/mg de 132,3+19,72, 171,5+14,80, 0,1367 1,562 17 - Teste T
proteina) n=10 n=9
GSH (ug/mg de 12,79+0,720, 12,60+1,043, 0,8856 0,146 16 - Teste T
proteina) n=9 n=9
Atividade da CAT 119,2421,22, 144,124 .82, 0,4552 0,768 14 - Teste T
(mM/mg de proteina) n=9 n=7
Atividade da SOD 3,819 (0,195; 0,989 (0,091; 0,5726 - - 33  Teste de Mann
(U/mg de proteina) 8,213), n=10 7,737), n=8 Whitney
FRAP (nmol equivalente 2362 (1995; 2700 (2221, 0,1593 - - 31  Teste de Mann
de 2832), n=10 3890), n=10 Whitney
Trolox/mg de proteina)
ABTS (nmol equivalente 1952 (1734, 3062 (2261, 0,0011* - - 9 Teste de Mann
de 2168), n=10 3800), n=10 Whitney

Trolox/mg de proteina)

5.1.6 Figado: citocinas pro-inflamatorias

Nao houve diferenga estatistica entre os grupos NL e SL quanto as citocinas

pré-inflamatérias TNFa e IL-1B3, porém, houve uma tendéncia de aumento de IL-13 no
grupo SL (Figura 8a, b; Tabela 7). Ja o RNAm da IL-6, que também foi avaliada, nao foi

expressa nesse tecido.
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Figura 8. Perfil inflamatério no figado dos grupos NL e SL no DPN 60: Expressdo de RNAm de TNFa

(unidades arbitrarias) (a), Expressdo de RNAm de |L-1[ (unidades arbitrarias) (b) no figado de ratos dos
grupos NL e SL no DPN 60 (n=5-10/grupo). Teste de Mann-Whitney, dados expressos como medianas, 1° e
3¢ intervalo interquartil. P<0.05.

Tabela 7. Descricdo estatistica do perfil inflamatério no figado dos grupos NL e SL no DPN 60. Resultados
expressos como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil para teste de Mann-Whitney. P<0.05.

Variavel Grupo NL Grupo SL p U teste
TNFa (unidades 1,490 (0,3790; 1,609 (1,015; 7,002), 04396 18 Teste de Mann
arbitrarias) 2,254), n=5 n=10 ' Whitney
IL-1B (unidades 1,031 (0,718; 1,637 (1,243; 00553 15 Teste de Mann
arbitrarias) 1,648), n=7 2,190), n=10 ' Whitney

5.1.7 Musculo gastrocnémio: fontes energéticas

Nao houve alteragdo nas concentragbes de glicose, glicogénio e triacilgliceréis no
MG (Figura 9a, b, d; Tabela 8). Porém, as concentragdes de colesterol neste musculo

foram maiores no grupo SL (Figura 9c; Tabela 8).
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Figura 9. Perfil de fontes energéticas no musculo gastrocnémio dos grupos NL e SL no DPN 60:
Concentracdo de glicose (mg/dL) (a), Concentragéo de glicogénio (b), Concentracdo de colesterol (mg/dL)
(c), Concentracao de triacilgliceréis (d) no musculo gastrocnémio de ratos dos grupos NL e SL no DPN 60
(n=8-10/grupo). Teste T, dados expressos como mediatEPM. Teste de Mann-Whitney, dados expressos
como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil. P<0.05.

Tabela 8. Descrigéo estatistica do perfil de fontes energéticas no musculo gastrocnémio dos grupos NL e SL
no DPN 60. Resultados expressos como médiatEPM para teste T e medianas, 1° e 3° intervalo interquartil
para teste de Mann-Whitney. P<0.05.

Variavel Grupo NL Grupo SL p t df U teste
Glicose 1,180 (0,445; 1,570 (1,375; Teste de
(mg/dL) 1,620), n=10 1,695), =10 0,0991 ) - 248 Mann-Whitney

Glicogénio 18,06+2,237, n=10 218341402, n=10 02902 1090 18 - Teste T
(mg/dL)

Colesterol 056240 126, n=10 14170135 n=10 0.0002* 4623 18 - Teste T
(mg/dL)

Triacilgliceréis 2,746 (0,688; 2,736 (2,182; 09705 ) ) 49 Teste de

(mg/dL) 3,185), n=10 3,070), n=10 : Mann-Whitney

5.1.8 Musculo gastrocnémio: perfil oxidativo

Nao houve diferenca significativa na concentracdo de MDA entre os grupos NL e
SL, porém, no grupo SL, observou-se aumento da reducao de NBT (Figura 10a, b; Tabela
9). A concentracao de GST e GSH néao foi diferente entre os grupos (Figura 10c, d; Tabela
9), assim como a atividade da catalase (Figura 10e; Tabela 9). A atividade da SOD foi
maior no grupo SL, mas nao foram observadas diferencas no FRAP e ABTS (Figura 10f,
g, h; Tabela 9).
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Figura 10. Perfil oxidativo no musculo gastrocnémio dos grupos NL e SL no DPN 60: Concentracdo de
MDA (nmol/mg de proteina) (a), Redugéo de NBT (OG/mg de proteina) (b), Concentracdo de GST (mM/mg de
proteina) (c), Concentragdo de GSH (mM/mg de proteina) (d), Atividade da CAT (nM/mg de proteina) (e),
Atividade da SOD (U/mg de proteina) (f), FRAP (nmol de equivalente de Trolox/mg de proteina) (g), ABTS
(nmol de equivalente de Trolox/mg de proteina) (h) no musculo gastrocnémio de ratos dos grupos NL e SL no
DPN 60 (n=7-10/grupo). Teste T, dados expressos como médiatEPM. Teste de Mann-Whitney, dados
expressos como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil. P<0.05.
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Tabela 9. Descricao estatistica do perfil oxidativo no musculo gastrocnémio dos grupos NL e SL no DPN 60.
Resultados expressos como médiatEPM para teste T e medianas, 1° e 3° intervalo interquartil para teste de

Mann-Whitney. P<0.05.

Variavel Grupo NL Grupo SL p t df u teste
MDA (nmol/mg de 6,044+0,214, 6,048+0,156, 0,991 0,0112 15 - Teste T
proteina) n=9 n=8
Redugdo de NBT 14,150,950, 17,9311,424, 0,0407* 2,205 18 - Teste T
(OG/mg de proteina) n=10 n=10
GST (OG/mg de 4,95+3,341, 7,63411,862, 0,0846 1,847 15 - Teste T
proteina) n=9 n=8
GSH (pg/mg de 14,89 (11,56; 19,34 (16,56; 0,1144 - - 14 Teste de
proteina) 20,17), n=7 23,50), n=8 Mann Whitney
Atividade da CAT 61,448,879, 44 31+7,721, 0,1676 1,455 14 - Teste T
(mM/mg de n=8 n=8
proteina)

Atividade da SOD 0,063 (0,044; 1,523 (0,173; 0.0003* - - 6 Teste de
(U/mg de proteina) 0,088), n=8 4,446), n=7 Mann Whitney
FRAP (nmol 351,5+48,72, 408,8+23,05, 0,3011 1,065 18 - Teste T

equivalente de n=10 n=10
Trolox/mg de proteina)
ABTS (nmol 5974 (5454; 6309 (6105; 0,2799 - - 35 Teste de
equivalente de 6787), n=10 6759), n=10 Mann Whitney

Trolox/mg de proteina)

5.1.9 Musculo gastrocnémio: citocinas pré-inflamatérias

Nao foi

investigadas (TNFa, IL-1PB e IL-6).

5.1.10 Musculo séleo: fontes energéticas

encontrada expressdo de RNAm das citocinas pré-inflamatérias

A concentracado de glicose no musculo séleo foi maior no grupo SL (Figura 11a;

Tabela 10), enquanto ndo houve diferenga na concentragéo de glicogénio entre os grupos

(Figura 11b; Tabela 10). As concentragdes do colesterol e dos triacilglicerdis também

foram maiores no musculo séleo do grupo SL (Figura 11c, d; Tabela 10).
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Figura 11. Perfil de fontes energéticas no musculo séleo dos grupos NL e SL no DPN 60:
Concentracdo de glicose (mg/dL) (a), Concentragéo de glicogénio (b), Concentracdo de colesterol (mg/dL)
(c), Concentragéo de triacilgliceréis (d) no musculo s6leo de ratos dos grupos NL e SL no DPN 60
(n=8-10/grupo). Teste T, dados expressos como médiatEPM. Teste de Mann-Whitney, dados expressos
como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil. P<0.05.

Tabela 10. Descrigéo estatistica do perfil de fontes energéticas no musculo séleo dos grupos NL e SL no
DPN 60. Resultados expressos como médiatEPM para teste T e medianas, 1° e 3° intervalo interquartil para
teste de Mann-Whitney. P<0.05.

Variavel Grupo NL Grupo SL P t df U teste
Glicose (mgrdly ~ O8067£0.2111, 1894201387, oope 4390 17 ] Teste T
n=9 n=10
. . 0,876 (0,564; 1,393 (0,725; Teste de
Glicogénio (mg/dL) —  5a4) \_1g 1,092), n=10 0,1486 - - 305 Mann-Whitney
Colesterol (mgidly 02620175, A9720.134, ) ho10 3910 18 ) Teste T
n=10 n=10
Triacilglicerdis 1662+03383,  3,891+0,2507, ]
oLy N L <0,0001* 5292 18 ] Teste T

5.1.11 Musculo séleo: perfil oxidativo

O grupo SL apresentou aumento da peroxidagao lipidica no musculo séleo (Figura
12a; Tabela 11), mas ndo houve diferenca significativa na redu¢cdo de NBT (Figura 12b;
Tabela 11). A concentracdo de GST foi maior no grupo SL (Figura 12c; Tabela 11),
enquanto a de GSH foi menor (Figura 12d; Tabela 11). Nao houve diferenca na atividade
da catalase, SOD, FRAP e ABTS entre os grupos NL e SL (Figura 12e, f, g, h; Tabela 11).
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Figura 12. Perfil oxidativo no musculo séleo dos grupos NL e SL no DPN 60: Concentracdo de MDA
(nmol/mg de proteina) (a), Reducdo de NBT (OG/mg de proteina) (b), Concentragdo de GST (mM/mg de
proteina) (c), Concentragédo de GSH (mM/mg de proteina) (d), Atividade da CAT (nM/mg de proteina) (e),
Atividade da SOD (U/mg de proteina) (f), FRAP (nmol de equivalente de Trolox/mg de proteina) (g), ABTS
(nmol de equivalente de Trolox/mg de proteina) (h) no musculo séleo de ratos dos grupos NL e SL no DPN
60 (n=7-10/grupo). Teste T, dados expressos como médiatEPM. Teste de Mann-Whitney, dados expressos
como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil. P<0.05.
Tabela 11. Descrigdo estatistica do perfil oxidativo do musculo s6leo dos grupos NL e SL no DPN 60.
Resultados expressos como médiatEPM para teste T e medianas, 1° e 3° intervalo interquartil para teste de
Mann-Whitney. P<0.05.
Variavel Grupo NL Grupo SL p t df U teste
MDA 5,676+0,161, 7,353+0,283, <0,0001* 5,148 18 Teste T
(nmol/mg de proteina) n=10 n=10 ) este
Reducéo de NBT 24,58+2,324, 22,48+1,797, 0,4837 0,715 18 Teste T
(OG/mg de proteina) n=10 n=10 ) este
GST 0,816 (0,193; 1,992 (1,382; 0.0022* - - 11,50 Teste de Mann
(OG/mg de proteina) 1,315), n=10 3,934), n=10 Whitney
GSH 4,499+0,465, 2,889+0,401, 0.0173* 2,622 18 - Teste T
(ug/mg de proteina) n=10 n=10
Atividade da CAT (mM/mg de 183,7+28,58, 150,3+33,75, 0,466 0,745 17 - Teste T
proteina) n=9 n=10
Atividade da SOD (U/mg de 3,063 (0,946; 2,575 (0,922, 0,6334 - - 34 Teste de Mann
proteina) 6,121), n=8 4,036), n=10 Whitney
FRAP (nmol equivalente de 213,1 (175,7; 182,2 (147,3; 0,2799 - - 35 Teste de Mann

Trolox/mg de proteina) 279,4), n=10 244.4), n=10 Whitney
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ABTS (nmol equivalente de 3014+155,3, 2743+215,9, n=10 0,3215 1,020

Trolox/mg de proteina) n=10 18 - Teste T

5.1.12 Musculo séleo: citocinas pro-inflamatoérias

Nao foi encontrada expressido de RNAm das citocinas pré-inflamatérias
investigadas (TNFa, IL-1PB e IL-6).

5.2 ESTUDO 2: Avaliacdo dos Efeitos do Tratamento com VitC na Vida Adulta (DPN
60-89) de Animais com Obesidade Induzida por Supernutricao Neonatal por Reducéao do
Tamanho da Ninhada.

5.2.1 Perfil morfofisioldgico

O ganho de peso durante o tratamento (60-90) do grupo SLvitC foi menor que dos
grupos SLv e NLv (Figura 13a; Tabela 12), sem efeitos da VitC na ingestdo alimentar
(Figura 13b; Tabela 12). Embora os pesos do TA epididimal dos grupos SLv e SLvitC
tenham sido semelhantes (Figura 13c; Tabela 12), houve diminuicdo do tamanho dos
adipécitos do TAE no grupo SLvitC, comparado ao SLv (Figura 13d; Tabela 12). O peso
do TAR do grupo SLvitC também foi semelhante ao SLv, € maior que o do grupo NLv
(Figura 13e; Tabela 12). E tal como no TAE, o tamanho do adipécito do TAR foi menor no
grupo SLvitC, comparado ao SLv (Figura 13f; Figura 15e, f; Tabela 12). O indice de Lee
do grupo SLvitC, embora maior que o NLv, foi menor que o do grupo SLv (Figura 13g;
Tabela 12). Os pesos dos musculos gastrocnémio e s6leo do grupo SLvitC nao diferiram
do grupo SLv, sendo menores que do grupo NLv (Figura 13h, i; Tabela 12). A

concentracao de acido urico foi semelhante entre os grupos (Figura 13j; Tabela 12).
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Figura 13. Perfil morfométrico dos grupos NLv, SLv, e SLvitC no DPN 90: Peso corporal (60-90) (a),
delta peso corporal 60-90 (b), ingestdo alimentar (g/100g) (c), peso do tecido adiposo epididimal (g/100g)
(d), tamanho do adipécito do tecido adiposo epididimal (mcg?) (e), peso do tecido adiposo retroperitoneal
(9/100g) (f), tamanho do adipocito do tecido adiposo retroperitoneal (mcg?) (g), indice de Lee (g"¥/cm) (h),
peso do musculo gastrocnémio (g/100g) (i), peso do musculo séleo (g/1009) (j), concentragcéo plasmatica de
acido urico (mg/dL) (k) dos grupos NLv, SLv, e SLvitC no DPN 90 (n=7-15/grupo). Dados expressos como
médiatEPM para teste One Way ANOVA, com pés-teste de Tukey. Dados expressos como medianas, 1° e
3¢ intervalo interquartil para teste Kruskal-Wallis, com pés-teste de Dunn. P<0.05.

Tabela 12. Descricdo estatistica do perfil morfométrico dos grupos NLv, SLv, e SLvitC no DPN 90.
Resultados expressos como médiatEPM para teste One Way ANOVA, com pos teste de Tukey. Expressos
como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil para teste Kruskal-Wallis, com pés teste de Dunn. P<0.05.

NLv NLv SLv
Variavel NL SL SL P teste pos vs. vs. vs.
veiculo veiculo vitamina teste SLv: SLvitC: SLvitC:
c p P p

Delta peso 95,47+5,12, 95,567+3,29, 79,36%4,31, One Way
60-90 n=15 n=14 n=14 0,0168* ANOVA Tukey's 0,9998 0,0317* 0,0339*
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Ingestéo

alimentar 7411014, 7,47+0,15, 7,45+0,16, One Way

(9/100g) n=15 n=14 n=14 0,9528 ANOVA Tukey's 0,9522 0,9733 0,9969
Peso do TAE 1,26+0,07, 1,69+0,05, 1,44+0,10, One Way

(mg/100g) n=15 n=13 n=13 0,0012 ANOVA Tukey's 0.0008* 0,2390 0,0699
Peso do TAR 0,73+0,04, 1,31£0,07, 1,09%0,10, One Way

(mg/100g) n=15 n=12 n=14 <0,0001 ANOVA Tukey's <0,0001* 0,0033* 0,1556
Tamanho do

adipocito 7805 (6707; 8112 (7610; 7145 (6000; Kruskal-

TAE (mcg® 8255),n=9 13056), n=7 7702),n=6 0,0256 Wallis Dunn's 0,4616 0,4736  0.0256*
Tamanho do

adipocito 128744865, 142051748, 10118+845,7 One Way

TAR (mcg?) 4, n=9 4, n=8 , h=6 0,0129 ANOVA Tukey's 0,4754 0,0846 101*
indice de  0,29+0,002, 0,30+0,001, 0,301%0,001 One Way
Lee (g"*/cm) n=15 n=13 ,h=14 <0.0001* ANOVA Tukey's <0.0001* 0.0287* 0.0466*
Peso MG 0,74+0,03, 0,64%+0,01, 0,65+0,01, One Way

(g/100g) n=15 n=13 n=14 0.0140* ANOVA Tukey's 0.0243* 0,0383* 10,9698
PesoMS  0,066+0,00 0,054+0,00 0,055+0,002 One Way

(g/100g) 2, n=14 1, n=13 ,n=14 0.0009* ANOVA Tukey's 0,0021* _0,0040* 0,9519
Acido urico 0,178 0,122 0,145

plasmatico (0,048; (0,119; (0,061; Kruskal-

(mg/dL) 0,588), n=8 0,156),n=7 0,559), n=6  0,9341 Wallis Dunn's >0,9999 >0,9999 >0,9999

en
(=]

5.2.2 Perfil lipidico

Na comparacédo entre os grupos NLv vs SLv, ndo foi observada diferengca nas

concentragcbes plasmaticas de colesterol total, das fracbes HDL e LDL, e triacilgliceréis

(Figura 14a, b, c, d; Tabela 13).

Considerando o efeito do tratamento com VitC, a concentracdo plasmatica de

colesterol total foi menor no grupo SLvitC, comparado aos grupos NLv e SLv (Figura 14a;

Tabela 13). A concentragédo plasmatica de colesterol HDL do grupo SLvitC foi maior que a
do grupo NLv (Figura 14b; Tabela 13), enquanto o grupo SLvitC apresentou reducéo de

LDL e triacilglicerdis, comparado ao SLv (Figura 14c, d; Tabela 13).
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Figura 14. Perfil lipidico dos grupos NLv, SLv, NLv e SLvitC no DPN 90: Concentracdo plasmatica de
colesterol total (mg/dL) (a), Concentracdo plasmatica de colesterol HDL (mg/dL) (b), Concentragcéo
plasmatica de colesterol LDL (mg/dL) (c), Concentragéo plasmatica de triacilglicerois (mg/dL) (d) dos grupos
NLv, SLv, NLv e SLvitC no DPN 90 (n=7-13/grupo). Dados expressos como médiatEPM, e analisados pelo
teste One Way ANOVA, com pos-teste de Tukey. P<0.05.

Tabela 13. Descricdo estatistica do perfil lipidico dosdos grupos NLv, SLv, e SLvitC no DPN 90. Resultados
expressos como médiatEPM para teste One Way ANOVA, com pos teste de Tukey. P<0.05.

Variavel NL SL SL p teste pos NLv NLv
veiculo veiculo vitamina teste VS. VS. .
C SLv: SLvitC: SLvitC:
Y p
Colesterol total 85,6+2,76, 87,1+562, 68,9+3,08, One Way
(ug/dL) n=13 n=7 n=13 0,0010* ANOVA  Tukey's 0,9594 0,0026* 0,0061*
Colesterol HDL 69,8+2.66, 78,1+3,56, 89,1+4 25, One Way
(ug/dL) n=11 n=11 n=11 0.0024* ANOVA  Tukey's 0,2407 0.0017* 0,0906
Colesterol LDL 21,8+1,700, 7,4%£5270, 14,7+2,015, One Way
(ug/dL) n=13 n=7 n=10 0.0178* ANOVA  Tukey's 0,3610 0,1380 0.0151*
.. . .. 16,5%6,43, 9464589, 69,9+5093,
Triacilglicerdis One Way
(ug/dL) n=11 n=14 n=11 00166  ANOVA  Tukey's 0,0993 0,7502  0,0178*
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5.2.3 Perfil glicémico

O grupo SLv apresentou maior area sob a curva do GTT, comparado ao grupo NLv
(Figura 15b; Tabela 15). Além disso, a concentracao plasmatica de glicose e o indice TyG
foram maiores no grupo SLv, em relagédo ao grupo NLv (Figura 15c, d; Tabela 15).

A AUC do GTT foi menor no grupo SLvitC, comparado ao SLv, e semelhante a
AUC do GTT do grupo NLv (Figura 15b; Tabela 15). O mesmo pode ser observado quanto
a glicose plasmatica do grupo SLvitC, sendo menor que do grupo SLv, e semelhante a
glicemia do grupo NLv (Figura 15c; Tabela 15). O perfil deste resultado se repete no
calculo do indice TyG, sendo menor no grupo SLvitC em relagao ao SLv, e similar ao NLv
(Figura 15d; Tabela 15).
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Figura 15. Perfil glicémico dos grupos NLv, SLv, NLv e SLvitC no DPN 90: Curva de glicemia no GTT
(mg/dL) (a), Area sob a curva (AUC) do GTT (b), Concentragdo de glicose plasmatica (mg/dL) (c), indice
TyG (d) dos grupos NLv, SLv e SLvitC no DPN 90 (n=10-13/grupo). Resultados expressos como
médiatEPM para teste One Way ANOVA, com pés-teste de Tukey. Dados expressos como medianas, 1° e
3% intervalo interquartil para teste Kruskal-Wallis, com pos-teste de Dunn. P<0.05.

Tabela 14. Descricdo estatistica do GTT dos grupos NLv, SLv e SLvitC no DPN 90. Resultados expressos
como médiatEPM para teste Two Way ANOVA, com pés teste de Tukey. P<0.05.

GTT NL SL SL NLv vs. NLv vs. SLv vs.
veiculo veiculo vitamina C SLv: p SLvitC: p SLvitC: p
100,9 108,8 96,77,
Basal
n=15 n=15 n=14 0,1455 0,6371 0.0080*
15 minutos apos 228,5, 239,4, 2311,
sobrecarga de glicose n=15 n=15 n=14 0,5525 0,9728 0,7127
30 minutos apés 191,0, 210,8, 190,2,
sobrecarga de glicose n=15 n=15 n=14 0,1717 0,9970 0,2302
60 minutos apos 137,9, 153,3, 1341,
sobrecarga de glicose n=15 n=15 n=14 0,1262 0,7706 0.0383*
120 minutos apoés 111,3, 117,5, 108,6,
sobrecarga de glicose n=15 n=15 n=14 0,4185 0,7972 0,1384

Tabela 15. Descrigéo estatistica do perfil glicémico dos grupos NLv, SLv e SLvitC no DPN 90. Resultados
expressos como meédiatEPM para teste One Way ANOVA, com poés teste de Tukey. Expressos como
medianas, 1° e 3° intervalo interquartil para teste Kruskal-Wallis, com pés teste de Dunn. P<0.05.

NLv NLv SLv
Variavel NL veiculo SL SL vitamina p teste pos VS. VS. vs.
veiculo C teste SLv: SLvitC: SLvitC:
p p p
AUCdo 17633 (16636; 19609 (17558; 17517 (16526; Kruskal-
GTT 18237),n=13  21190), n=10 18631), n=12 0,0126* Wallis Dunn's 0,0285* >0,9999 0,0260*
Glicose
plasmatica 106,1+2.7, 117,5+4 19, 106,9+3,43, One Way
(ug/dL) n=10 n=10 n=10 0.0004* ANOVA Tukey's 0.0020* 0,9219 0.0006*
indice de 4 51+0,01, 4 67+0,04, 4.43+0,04, One Way
TyG n=10 n=10 n=10 0.0026* ANOVA Tukey's 0.0382* 0,4791 0.0022*




ajl

(]
=

=
&n

an

Concertragio o ofi cose
nofigada [mghdL)
a

56

5.2.4 Figado: fontes energéticas

As concentragdes de glicose, colesterol e triacilgliceréis foram menores no
figado do grupo SLv, em relagdo ao grupo NLv (Figura 16a, c, d; Tabela 16), sem
diferenca entre estes grupos na concentracdo de glicogénio hepatico (Figura 16c;
Tabela 16).

As concentragcdes de glicose e glicogénio hepaticos no grupo SLvitC foram
menores que as do grupo NLv, e semelhantes as do grupo SLv (Figura 17a, b; Tabela 16).
Nao houve diferenga na concentracdo de colesterol e triacilglicerdis hepaticos entre os
grupos SLv e SLvitC (Figura 16c, d; Tabela 16).
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Figura 16. Perfil de fontes energéticas no figado dos grupos NLv, SLv, NLv e SLvitC no DPN 90:
Concentracdo de glicose (mg/dL) (a), Concentragéo de glicogénio (b), Concentracdo de colesterol (mg/dL)
(c), Concentragdo de ftriacilglicerdis (d) no figado de ratos dos grupos NLv, SLv e SLvitC no DPN 90
(n=8-10/grupo). Resultados expressos como médiatEPM para teste One Way ANOVA, com pos-teste de
Tukey. Dados expressos como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil para teste Kruskal-Wallis, com
pbs-teste de Dunn. P<0.05.

Tabela 16. Descricdo estatistica do perfil de fontes energéticas no figado dos grupos NLv, SLv e SLvitC no
DPN 90. Resultados expressos como médiatEPM para teste One Way ANOVA, com pés teste de Tukey.
Expressos como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil para teste Kruskal-Wallis, com pés teste de Dunn.
P<0.05.

NLv NLv SLv

Variavel NL SL SL p teste pos vs. vs. .

veiculo veiculo vitamina C teste SLv: SLvitC: SLyvitC:
p Y

Glicose 15,91+0,643, 11,920,688, 9,25+0,955, One Way

(mg/dL) n=10 n=10 n=10 <0.0001* ANOVA Tukey's 0.0032* <0.0001* 0,0549

Glicogénio 14,21 (7,41, 11,89 (6,57; 7,05 (14,66; Kruskal-

(mg/dL) 18,78), n=10 4,80),n=10 10,44), n=10 0,0531 Wallis Dunn's 0,9289 0.0475* 10,4872

Colesterol 0,313+0,024, 0,180+0,034, 0,264+0,017, One Way

(mg/dL) n=10 n=8 n=10 0.0050* ANOVA Tukey's 0,0036* 0,3501 0,0766
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Triacilgliceréis 0,854+0,047 0,673+0,071 0,764+,0,018 One Way
(mg/dL) n=10 n=8 n=10 0.0452* ANOVA Tukey's 0.0358* 10,3617 0,3890

5.2.5 Figado: perfil oxidativo

Nao foi observada diferenga na concentragdo de MDA ou na reducéo de NBT entre
os animais NLv e SLv (Figura 17a, b; Tabela 17). Quanto as defesas antioxidantes, no
grupo SLv, a SOD e ABTS estao diminuidas, comparado ao grupo NLv (Figura 17f, h;
Tabela 17). Os demais componentes do sistema antioxidante enddégeno nao foram

diferentes entre os grupos NLv e SLv (Figura 17c, d, e, g; Tabela 17).

A concentracdo de MDA hepatico foi menor no grupo SLvitC (Figura 17a; Tabela
17), em relacao ao grupo SLv, sem diferenca na reducéo de NBT entre os trés grupos
(Figura 17b; Tabela 17). A concentracdo de GST, GSH, SOD e FRAP né&o foi diferente
entre os trés grupos (Figura 17c, d, f, g; Tabela 17). No entanto, as concentragcdes de CAT
e ABTS foram menores no grupo SLvitC do que NLv (Figura 17e, h; Tabela 17).
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Figura 17. Perfil oxidativo no figado dos grupos NLv, SLv, NLv e SLvitC no DPN 90: Concentracdo de
MDA (nmol/mg de proteina) (a), Redugéo de NBT (OG/mg de proteina) (b), Concentracdo de GST (mM/mg
de proteina) (c), Concentracdo de GSH (mM/mg de proteina) (d), Atividade da CAT (nM/mg de proteina) (e),
Atividade da SOD (U/mg de proteina) (f), FRAP (nmol de equivalente de Trolox/mg de proteina) (g), ABTS
(nmol de equivalente de Trolox/mg de proteina) (h) no figado de ratos dos grupos NLv, SLv e SLvitC no
DPN 90 (n=6-10/grupo). Resultados expressos como médiatEPM para teste One Way ANOVA, com
pos-teste de Tukey. Dados expressos como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil para teste Kruskal-Wallis,
com pos-teste de Dunn. P<0.05.
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Tabela 17. Descrigéo estatistica do perfil oxidativo do figado dos grupos NLv, SLv e SLvitC no DPN 90.
Resultados expressos como médiatEPM para teste One Way ANOVA, com pos teste de Tukey. Expressos
como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil para teste Kruskal-Wallis, com pés teste de Dunn. P<0.05.

NLv NLv SLv
Variavel NL SL SL vitamina p teste pos VS. VS. VS.
veiculo veiculo C teste SLv: SLvitC: SLvitC:
Y Y P

MDA (nmol/mg 7,240 (6,970; 7,500 (7,255; 6,030 (5,068; Kruskal-

de proteina) 7,600), n=10 7,833),n=10 6,978),n=10 0,0033 Wallis Dunn’s 0,8923 0,0711 0,0029*
Reducéo de NBT

(OG/mg de 14,63+1,10, 14,89+0,72, 14,88+0,74, One Way

proteina) n=10 n=10 n=10 0,9722 ANOVA Tukey's 0,9759 0,9781 >0,9999
GST (OG/mg de 192,3+10,20, 211,0+14,86, 163,6+19,22, One Way

proteina) n=10 n=10 n=9 0,1014 ANOVA Tukey's 0,6438 10,3816 0,0852
GSH (ug/mg de  13,24+0,55, 15,53%0,77, 2,17+1,49, One Way

proteina) n=10 n=10 n=10 0,0781 ANOVA Tukey's 0,2732 0,7397 0,0700
Atividade da CAT

(mM/mg de 222142407, 181,2+17,53, 140,4%+18,61, One Way

proteina) n=9 n=9 n=8 0.0344* ANOVA Tukey's 0,3368 0,0267* 0,3587
Atividade da 3,615 (1,782; 0,327 (0,204; 0,919 (0,320;

SOD (U/mg de 6,781), 1,211), 2,786), Kruskal-

proteina) n=9 n=6 n=10 0.0043* Wallis Dunn’s 0.0044* 10,0737 0,6387
FRAP (nmol

equivalente de

Trolox/mg de 3597+414,4, 3610+323,1, 3960+415,8, One Way

proteina) n=10 n=9 n=10 0,7565 ANOVA Tukey's 0,9997 10,7843 0,8072
ABTS (nmol

equivalente de 3781 (3408; 98,74 (74,90; 93,61 (71,13,

Trolox/mg de 4050), 118,3), 108,7), <0,0001 Kruskal-

proteina) n=10 n=10 n=10 x Wallis  Dunn’s 0,0011* 0,0001* >0,9999

5.2.6 Figado: citocinas pré-inflamatorias

A expressdao do RNAm de TNFa foi menor no grupo SLv, comparado ao NLv
(Figura 18a; Tabela 18), enquanto nao houve diferenca entre estes grupos na expressao
do RNAm de IL-1B (Figura 18b; Tabela 18). O grupo SLvitC ndo apresentou diferenca na
expressdo do RNAm de TNFa ou de IL-1B no figado, em relagdo aos demais grupos

(Figura 18a, b; Tabela 18). Ainda, a IL-6 nao apresentou expressao alguma nesse tecido.
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Figura 18. Perfil inflamatério no figado dos grupos NLv, SLv, NLv e SLvitC no DPN 90: Expressao de

RNAm de TNFa (unidades arbitrarias) (a), Expressdo de RNAm de IL-1B (unidades arbitrarias) (b) no
figado dos grupos NLv, SLv e SLvitC no DPN 90 (n=10-13/grupo). Dados expressos como medianas, 1° e
3¢ intervalo interquartil € analisados pelo teste Kruskal-Wallis, com pés-teste de Dunn. P<0.05.

Tabela 18. Descricdo estatistica do perfil inflamatério do figado dos grupos NLv, SLv e SLvitC no DPN 90.
Resultados expressos como médiatEPM para teste One Way ANOVA, com pos teste de Tukey. Expressos
como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil e analisados pelo teste Kruskal-Wallis, com pés-teste de Dunn.
P<0.05.

NLv NLv SLv
Variavel NL SL SL p teste pos vs. vs. vs.
veiculo veiculo vitamina C teste SLv: SLvitC: SLvitC:
p p p
TNFa 1,088 (0,574; 0,152 (0,109; 0,267 (0,125; Kruskal-
2,319),n=7 0,694), n=9 0,446), n=10 0.,0243* Wallis Dunn's 0.0240* 0,1232 >0,9999
IL-18 0,890 (0,648; 0,810 (0,473; 1,093 (0,696; Kruskal-

1,694), n=10 1,709), n=10 1,680), n=10 0,6620 Wallis Dunn's >0,9999 >0,9999 >0,9999

5.2.7 Musculo gastrocnémio: fontes energéticas

As concentracdes de glicose, colesterol e triacilglicerdis no musculo gastrocnémio
foram menores no grupo SLv, comparado ao NLv (Figura 19a, c, d; Tabela 19), e nao foi
observada diferenca entre estes dois grupos na concentracédo de glicogénio no musculo
(Figura 19b; Tabela 19).

A concentracdo de glicose no musculo gastrocnémio foi menor no grupo SLvitC,
comparado ao NLv, sem diferencas entre os grupos SLv e SLvitC (Figura 19a; Tabela 19).
A concentragao de colesterol no musculo gastrocnémio do grupo SLvitC foi menor que a
do grupo NLv, porém maior que a do SLv (Figura 19c; Tabela 19). Nao houve diferenca
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nas concentracbes de glicogénio e triacilglicerdis neste musculo no grupo SLvitC em
relacdo aos demais grupos (Figura 19b, d; Tabela 19).
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Figura 19. Perfil de fontes energéticas no musculo gastrocnémio dos grupos NLv, SLv, NLv e SLvitC
no DPN 90: Concentracdo de glicose (mg/dL) (a), Concentracdo de glicogénio (b), Concentragcédo de
colesterol (mg/dL) (c), Concentracéo de triacilglicerdis (d) no musculo gastrocnémio de ratos de NLv, SLv e
SLvitC no DPN 90 (n=7-10/grupo). Resultados expressos como médiatEPM para teste One Way ANOVA,
com pos-teste de Tukey. Dados expressos como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil e analisados pelo
teste Kruskal-Wallis, com p6s-teste de Dunn. P<0.05.

Tabela 19. Descricao estatistica do perfil de fontes energéticas no musculo gastrocnémio dos grupos NLy,
SLv e SLvitC no DPN 90. Resultados expressos como médiatEPM para teste One Way ANOVA, com pos
teste de Tukey. Expressos como medianas, 1° e 3° intervalo interquartii e analisados pelo teste
Kruskal-Wallis, com pés-teste de Dunn. P<0.05.

NLv NLv SLv
Variavel NL SL SL p teste pos VS. VS. VS.
veiculo veiculo vitamina C teste SLv: SLvitC:  SLvitC:

p p p

Glicose 1,884+0,102, 1,473+0,071, 1,210+0,077, One Way
(mg/dL) n=10 n=10 n=10 <0,0001* ANOVA Tukey's 0.0054* <0.0001* 0,0908
Glicogénio  20,74+4,053, 20,64+3,605, 23,63+,7,273, One Way
(mg/dL) n=9 n=9 n=10 0,3914 ANOVA Tukey's 0,9991 0,4773 0,4539
Colesterol  1,281+0,094, 0,464+0,084, 0,874+0,069, One Way
(mg/dL) n=10 n=7 n=9 <0.0001* ANOVA Tukey's <0,0001* 0,0049* 0.0095*
Triacilgliceréis 2,860 (2,627; 1,706 (0,650; 2,252 (1,537; Kruskal-
(mg/dL) 3,002), n=10 2,443),n=9 2,986), n=8 0,0045* Wallis Dunn's 0.0031* 0,2579 0,4627

5.2.8 Musculo gastrocnémio: perfil oxidativo

Embora a concentragcdo de MDA no musculo gastrocnémio nao tenha apresentado
diferencas significativas entre os grupos NLv e SLv (Figura 20a; Tabela 20), foi observada
maior concentragcdo de NBT no grupo SLv, em relacdo ao NLv (Figura 20b; Tabela 20).

Nao houve diferenca entre os animais NLv e SLv nas defesas antioxidantes endoégenas
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GST, GSH, CAT e SOD (Figura 20c, d, e, f; Tabela 20), mas FRAP e ABTS foram maiores
no grupo SLv, comparado ao NLv (Figura 20g, h; Tabela 20).

Nao houve efeito do tratamento com VitC na concentragdo de MDA e NBT,
comparado aos demais grupos (Figura 20a, b; Tabela 20). A concentracdo de GST e a
atividade da SOD foram maiores no grupo SLvitC, comparado aos grupos NLv e SLv
(Figura 20c, f; Tabela 20). O FRAP e o ABTS foram menores no grupo SLvitC,
comparados ao SLv (Figura 20g, h; Tabela 20). Nao houve alteragcdo nas defesas

antioxidantes GSH e CAT entre os grupos (Figura 20d, e; Tabela 20).
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Figura 20. Perfil oxidativo no musculo gastrocnémio dos grupos NLv, SLv, NLv e SLvitC no DPN 90:
Concentracdo de MDA (nmol/mg de proteina) (a), Reducédo de NBT (OG/mg de proteina) (b), Concentragdo
de GST (mM/mg de proteina) (c), Concentragdo de GSH (mM/mg de proteina) (d), Atividade da CAT (nM/mg
de proteina) (e), Atividade da SOD (U/mg de proteina) (f), FRAP (nmol de equivalente de Trolox/mg de
proteina) (g), ABTS (nmol de equivalente de Trolox/mg de proteina) (h) no musculo gastrocnémio de grupos
NLv, SLv e SLvitC no DPN 90 (n=5-10/grupo). Resultados expressos como médiatEPM para teste One Way
ANOVA, com pos teste de Tukey. Dados expressos como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil e
analisados pelo teste Kruskal-Wallis, com pés-teste de Dunn. P<0.05.
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Tabela 20. Descrigdo estatistica do perfil oxidativo do musculo gastrocnémio dos grupos NLv, SLv e SLvitC
no DPN 90. Resultados expressos como médiatEPM para teste One Way ANOVA, com pés teste de Tukey.
Expressos como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil e analisados pelo teste Kruskal-Wallis, com
pbs-teste de Dunn. P<0.05.

NLv NLv SLv
Variavel NL SL SL vitamina p teste pos VS. VS. VS.
veiculo veiculo C teste SLv: SLvitC: SLvitC:
p p p
MDA (nmol/mg 5,58810,449, 5,527+0,414, 4,65310,204, One Way
de proteina) n=10 n=8 n=10 0,1299 ANOVA Tukey's 0,9926 0,1648 0,2234
Reducéo de
NBT (OG/mg de 12,90+0,799, 15,81+0,676, 14,45+0,658, One Way
proteina) n=10 n=10 n=10 0.0269* ANOVA Tukey's 0.0205* 0,2916 0,3842
GST (OG/mg de 17,78+2,304, 15,604,001, 35,07+2,765, One Way
proteina) n=9 n=9 n=10 0.0002* ANOVA Tukey's 0,8772 0.0014* 0.0004*
GSH (ug/mg de  19,02+1,658, 18,831,689, 9,59+1,166, One Way
proteina) n=9 n=9 n=10 0,9323 ANOVA Tukey's 0,9956 0,9616 0,9319
Atividade da 45,25 (27,25; 123,5(22,00; 31,00 (20,50;
CAT (mM/mg de 98,38), 131,5), 44,50), Kruskal-
proteina) n=8 n=7 n=9 0,1584  Wallis Dunn’s >0,9999 0,9079 0,1680
Atividade da 0,030 (0,026; 1,008(0,008; 4,817 (3,621,
SOD (U/mg de 1,198), 1,241), 9,250), Kruskal-
proteina) n=7 n=5 n=5 0.0017* Wallis Dunn’'s >0,9999 0.0151* 0.0175*
FRAP (nmol
equivalente de  365,9 (293,3; 509,8 356,7 (319,3;
Trolox/mg de 4245), (412,8; 443,0), Kruskal-
proteina) n=10 597,9), n=10 n=10 0.0129* Wallis Dunn’'s 0.,0287* >0,9999 0.0357*
ABTS (nmol
equivalente de
Trolox/mg de 5886 (5423; 7378 (7035, 5826 (5657, Kruskal-
proteina) 6107),n=10 7765), n=10 6106), n=10 0,0004* Wallis Dunn’s  0,0020* >0,9999 0.0017*

5.2.9 Musculo gastrocnémio: citocinas pré-inflamatérias

Nao foi

investigadas (TNFa, IL-1P e IL-6).

5.2.10 Musculo séleo: fontes energéticas

encontrada expressdo de RNAm das citocinas pré-inflamatérias

Comparadas ao grupo NLv, as concentracbées de glicose e triacilgliceréis foram

menores no grupo SLv (Figura 21a, d; Tabela 21). Ja as concentracbes de glicogénio e

colesterol foram semelhantes entre esses dois grupos (Figura 21b, c; Tabela 21).
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A concentragdo de glicose no musculo séleo foi menor no grupo SLvitC,

comparada a do grupo NLv (Figura 21a; Tabela 21). Nao houve diferengca na

concentragdo de glicogénio entre os grupos avaliados (Figura 21b; Tabela 21). As

concentragdes de colesterol e triacilglicerois foram maiores no grupo SLvitC comparado
ao SLv (Figura 21c, d; Tabela 21).
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Figura 21. Perfil de fontes energéticas no musculo séleo dos grupos NLv, SLv, NLv e SLvitC no DPN
90: Concentragéo de glicose (mg/dL) (a), Concentragdo de glicogénio (b), Concentracdo de colesterol
(mg/dL) (c), Concentragdo de triacilglicerois (d) no musculo séleo de grupos NLv, SLv e SLvitC no DPN 90
(n=7-10/grupo). Resultados expressos como médiatEPM para teste One Way ANOVA, com pos teste de
Tukey. Dados expressos como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil e analisados pelo teste Kruskal-Wallis,
com pos-teste de Dunn. P<0.05.
Tabela 21. Descrigéo estatistica do perfil de fontes energéticas no musculo séleo dos grupos NLv, SLv e
SLvitC no DPN 90. Resultados expressos como médiatEPM para teste One Way ANOVA, com pés teste de
Tukey. Expressos como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil e analisados pelo teste Kruskal-Wallis, com
pbs-teste de Dunn. P<0.05.
NLv NLv SLv
Variavel NL SL SL p teste pos vs. vs. vs.
veiculo veiculo vitamina C teste SLv: SLvitC: SLvitC:
P Y
Glicose 2,232+0,125, 1,679+0,109, 1,201+0,180, One Way
(mg/dL) n=10 n=10 n=7 <0,0001* ANOVA Tukey's 0,0138* <0,0001* 0,0597
Glicogénio 1,191 (0,813; 1,030 (0,747; 1,274 (0,630; Kruskal- Dunn’s
(mg/dL) 1,734), n=10 1,619), n=10 1,653), n=10 0,8755 Wallis >0,9999 >0,9999 >0,9999
Colesterol  1,867+0,250, 1,550+0,262, 2,367+0,195, One Way 0,3309
(mg/dL) n=10 n=9 n=9 0.0390* ANOVA Tukey's 0,4082 0.0302*
Triacilgliceréis 3,335+0,130, 1,463+0,302, 2,555+0,306, One Way
(mg/dL) n=10 n=10 n=9 <0,0001* ANOVA Tukey's <0.0001* 0,1037 0,0165*

5.2.11 Musculo séleo: perfil oxidativo

Houve aumento na concentracdo de MDA no musculo séleo do grupo SLv, em

relacdo ao NLv (Figura 22a; Tabela 22), sem diferenca na concentracao de NBT entre
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estes dois grupos (Figura 22b; Tabela 22). A atividade da catalase e o FRAP foram
menores no grupo SLv, em relacdo ao grupo NLv (Figura 22e, g; Tabela 22). Nao foi
observada diferenga nas concentragées de GST, GSH, atividade da SOD e ABTS entre os
animais NLv e SLv (Figura 22c, d, f, h; Tabela 22).

A concentragdo de MDA no musculo so6leo foi menor no grupo SLvitC comparado
ao SLv (Figura 22a), poréem nao houve alteracao no NBT entre os grupos avaliados
(Figura 22b). Quanto as defesas antioxidantes endégenas no musculo séleo, ndo houve
efeito da VitC nas concentracbées de GST, GSH, SOD, FRAP (Figura 22c, d, f, g, h). Jaa

atividade da catalase foi menor no grupo SLvitC, comparado ao NLv (Figura 22e).
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Figura 22. Perfil oxidativo no misculo séleo dos grupos NLv, SLv, NLv e SLvitC no DPN 90:
Concentracdo de MDA (nmol/mg de proteina) (a), Reducédo de NBT (OG/mg de proteina) (b), Concentragdo
de GST (mM/mg de proteina) (c), Concentracdo de GSH (mM/mg de proteina) (d), Atividade da CAT (nM/mg
de proteina) (e), Atividade da SOD (U/mg de proteina) (f), FRAP (nmol de equivalente de Trolox/mg de
proteina) (g), ABTS (nmol de equivalente de Trolox/mg de proteina) (h) no musculo s6leo de grupos NLv,
SLv e SLvitC no DPN 90 (n=7-10/grupo). Resultados expressos como médiatEPM para teste One Way
ANOVA, com pos teste de Tukey. Dados expressos como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil e
analisados pelo teste Kruskal-Wallis, com pés-teste de Dunn. P<0.05.
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Tabela 22. Descrigao dos resultados do perfil oxidativo do musculo séleo dos grupos NLv, SLv e SLvitC no
DPN 90. Resultados expressos como médiatEPM para teste One Way ANOVA, com pés teste de Tukey.
Expressos como medianas, 1° e 3° intervalo interquartil e analisados pelo teste Kruskal-Wallis, com
pbs-teste de Dunn.

NLv NLv SLv
Variavel NL SL SL P teste pos vs. vs. vs.
veiculo veiculo vitamina C teste SLv: SLvitC: SLuvitC:
p P ]
MDA (nmol/mg 2,913 (2,538; 4,172 (4,036; 3,624 (3,278; Kruskal-
de proteina)  3368), n=8 4,257),n=10 3,900), n=10 <0,0001* Wallis Dunn’s <0.0001* 0,1410 0.0433*
Redugédo de
NBT (OG/mg de 20,19 (18,91; 22,14 (17,87, 20,70 (17,68; Kruskal-
proteina)  22,89),n=10 27,11),n=10 26,29),n=10  0,8010  Wallis Dunn’s >0,9999 >0,9999 >0,9999
GST (OG/mg de 0,874 (0,067; 0,573 (0,221; 0,477 (0,298; Kruskal-
proteina) 2,235), n=10 1,351), n=10  1,485), n=10 0,9834 Wallis Dunn’s >0,9999 >0,9999 >0,9999
GSH (ug/mg de One
proteina) 12,49+2,019, 11,031,048, 8,906+0,792, Way
n=10 n=10 n=10 0,2049 ANOVA Tukey's 0,7404 0,1810 0,5339
Atividade da
CAT (mM/mg de 82,00 (64,00; 45,00 (23,00; 44,00 (31,38; Kruskal-
proteina) 209,8),n=9 57,75),n=9  57,63),n=10  0.0159* Wallis Dunn’s 0.0395* 45*  >0,9999
Atividade da
SOD (U/mg de 0,840 (0,560; 1,022 (0,424, 3,392 (1,657, Kruskal-
proteina) 5,160), n=7  3,537), n=6 10,73), n=8 0,1465 Wallis Dunn’s >0,9999 0,3098 0,2654
FRAP (nmol
equivalente de One
Trolox/mg de  466,8+40,96, 280,4+36,64, 400,0+66,14, Way
proteina) n=10 n=9 n=10 0.0489* ANOVA Tukey's 0.0404* 0,6136 0,2404
ABTS (nmol
equivalente de One
Trolox/mg de 4446+248,2, 3598+296,7, 667+423,7, Way
proteina) n=10 n=10 n=10 0,1517 ANOVA Tukey's 0,1849 0,2374 0,9880
5.2.12 Musculo séleo: citocinas pro-inflamatérias
Nao foi encontrada expressao de RNAmM de nenhuma das citocinas

pré-inflamatérias investigadas (TNFa, IL-13 e IL-6).

6. DISCUSSAO

Os principais achados deste trabalho foram:

- Os animais com obesidade induzida por supernutricdo lactacional (SL), no DPN 60,

apresentaram maior peso corporal e adiposidade, com hipertrofia adipocitaria, mesmo
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com reducao da ingestao alimentar, e intolerancia a glicose. O figado apresentou dano
oxidativo e aumento de citocina pré-inflamatéria. O MS também apresentou peroxidagao
lipidica e houve aumento de ERO no MG. Nos hepatécitos e miocitos, houve maior
deposicao lipidica, enquanto a concentragdo plasmatica de triacilglicerois foi diminuida, e
a de acido urico apresentou tendéncia de aumento.

- No DPN 90, o grupo SLv manteve maior peso corporal e adiposidade, e apresentou
reducao de massa muscular esquelética. Houve glicemia basal aumentada, resisténcia a
insulina e intolerancia a glicose. No figado houve reducdo de atividade antioxidante
(desequilibrio redox). No MG, houve aumento de ERO, e no MS, houve dano oxidativo
(peroxidacgao lipidica). Nos hepatocitos e miécitos (MG), houve redugéo da concentracao
de glicose e lipidios. Nos miocitos de MS houve menor concentragéo de glicose.

- No DPN 90, apés 30 dias de tratamento com Vitamina C, esse antioxidante foi capaz de
reduzir peso corporal, tamanho dos adipécitos, lipidios plasmaticos, resisténcia a insulina
e intolerancia a glicose. Reduziu a peroxidacao lipidica no figado e MS, aumentou a

concentracao de lipidios no MG e MS.

Figura 23. Resumo dos resultados estatisticamente significativos do Estudo 1 (NL e SL no DPN 60).

NL (DPN 60) | SL (DPN 60)

Sobrepeso do DPN 21 - 60 [colesterol]
Ganho de peso corporal [triacilglicerdis]
Indice de lee MDA

Peso do t.a. epididimal (TAE) ABTS
Tamanho do adipdcito (TAE)

E do RNAm IL-1b
Peso do t.a. retroperitoneal (TAR) Xpressao m

Tamanho do adipdcito (TAR) Mil L [colesterol]

Glicemia (15 e 30" apos sobrecarga uscuto ERO

de glicose) Gastrocnémio SOD

AUCdo GTT .

[Acido Urico] }%gic:;tee}ml]
Ingestdo alimentar R;ré)g:cerldeos]
[Triacilglicerdis plasmético] GST

GSH

Como pode ser observado na Figura 23, no Estudo 1, o aumento do peso corporal
do grupo com obesidade induzida pela supernutricdo no periodo lactacional, observado
desde a infancia até o inicio da vida adulta (DPN 60), esta de acordo com dados prévios
da literatura (Conceigao et al., 2013; Wunderlich et al., 2023a,b). Além disso, 0 maior peso
corporal deste grupo esteve associado ao aumento do peso do tecido adiposo branco
(TAE e TAR), que por sua vez, relaciona-se a hipertrofia adipocitaria, como evidenciado

anteriormente (Conceicdo et al., 2013; Hou et al., 2011). A menor ingestdo alimentar
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observada nos animais SL pode estar relacionada a uma possivel alteragdo no controle
neuroendocrino da ingestao alimentar, influenciados por redes neurais no sistema nervoso
central (Reddon et al., 2018), que visa a uma inibigcao ténica de consumo de energia, na
tentativa fisiologica de aumentar seu gasto de energia e diminuir os mecanismos
relacionados a fome, controlando assim o peso corporal (Lazzer et al., 2004; Hopkins et
al., 2023). No entanto, a menor ingestao alimentar no grupo SL nao foi capaz de reduzir
seu peso corporal.

Adicionalmente, é possivel que tenha ocorrido uma reducado do gasto energético,
uma vez que a proporgcao entre tecido adiposo e massa muscular esquelética estao
relacionadas a taxa metabodlica basal (Melo et al., 2008). Embora nao tenha sido
observada perda de massa muscular esquelética no grupo SL no DPN 60, o excesso de
tecido adiposo pode reduzir o gasto energético e ser uma explicagdo para maior
adiposidade nos animais adultos com supernutricdo lactacional, apesar de sua menor
ingestao alimentar (Huang et al., 2004; Melo et al, 2008). Vale ressaltar que a atividade
locomotora nao foi avaliada no presente trabalho, mas estudos anteriores demonstraram
que dietas obesogénicas durante a fase de lactagdo podem promover diminuicdo da
locomocgéo, reduzindo o gasto energético diario (Warneke et al., 2014; Sivanathan et al.,
2015).

A supernutricao perinatal influencia na diferenciacao e super estimula a funcéo das
células B-pancreaticas, o que leva ao comprometimento a longo prazo da secregao de
insulina (Aerts et al.,, 1990). Ja foi observado que animais supernutridos no periodo
lactacional apresentam hiperinsulinemia (Plagemann, 2010; Plagemann, 2011; Silva et al.,
2016; Previate et al., 2020), elevacao intra-hipotalamica de insulina (Aerts et al., 1990),
seguida por displasia hipotalamica permanente, e assim, ao longo da vida, alteragbes
metabodlicas (Plagemann et al., 1998; Plagemann et al., 1999). No presente trabalho,
embora a glicemia basal e o indice de TyG estejam inalterados em animais com
obesidade infantil no DPN 60, o aumento da AUC do GTT revela uma intolerancia a
glicose e um desequilibrio no metabolismo glicémico, como ja evidenciado na literatura
(Costa et al., 2019; Souza et al., 2022).

Sabe-se que a resposta glicémica observada no GTT esta relacionada a resposta
secretora de insulina por células B-pancreaticas e/ou a acao da insulina em seus
tecidos-alvos (Park et al., 2021). A funcéo das células B-pancreaticas desempenha um
papel crucial na determinagao do desenvolvimento de diabetes tipo 2 em individuos com
obesidade. De acordo com van Vliet et al. (2020), as concentracdes plasmaticas de

insulina e a sua taxa de secrecao, tanto em condi¢des basais quanto apds a ingestao de
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glicose, tendem a ser significativamente mais elevadas em pessoas obesas nao
diabéticas em comparacao com individuos magros. Esse aumento na secre¢ao de
insulina e nas concentragbes plasmaticas pode, em muitos casos, compensar a
resisténcia a insulina, mantendo a glicemia em jejum e a tolerancia oral a glicose dentro
dos limites normais. Entretanto, conforme observado por Gastaldelli et al. (2004) e Weyer
et al. (1999), a progressiva deterioracdo da funcao das células B eventualmente resulta
em um controle glicémico deficiente. Dessa forma, & possivel que nos animais com
obesidade infantil no inicio da fase adulta (DPN 60) do presente trabalho, a resisténcia a
insulina esteja comecando a se instalar, mas € superada pelo aumento da secrecéo
insulinica, e por isso a glicemia de jejum e o indice TyG estao inalterados.

A insulina € um hormdnio anabdlico que estimula a lipogénese e inibe a lipdlise,
portanto, a hiperinsulinemia esta relacionada ao aumento do acumulo lipidico nos tecidos
adiposos. Assim, a lipogénese estimulada pela hiperinsulinemia € coerente com a falta do
aumento das concentracdes de colesterol total e HDL em animais com supernutricao
lactacional no DPN 60. Quanto a menor concentragao de triacilglicerdis nos animais SL,
pode ter sido pela menor ingestao alimentar da dieta padrao oferecida aos animais, que &
composta por 55% carboidratos, 22% de proteina, 4,5 % de lipidios e outros constituintes
(vitaminas, fibras) (Nuvilab CR-1, NUVITAL®, Curitiba, PR, Brasil), e consequentemente,
0 consumo em menor quantidade desses macronutrientes.

No figado dos animais SL no DPN 60, houve maior concentracao de colesterol e
triacilglicerdis. Assim como nos miécitos de MG e MS foi observado acumulo lipidico.
Sabe-se que a insulina é capaz de estimular indiretamente a atividade da HMG-CoA
redutase, enzima importante na sintese de colesterol (Nelson & Cox, 2014). Essa enzima
catalisa a reacdo que converte HMG-CoA em mevalonato (Nelson & Cox, 2014), e sua
sintese é controlada por uma familia de proteinas SREBP, que sado ativadores da
transcricdo de genes tais como o da HMG-CoA-redutase (Salles, 2019).
Interessantemente, dados demonstram que a insulina induz a expresséo da proteina
SREBP em adipécitos, em hepatécitos e em tecido muscular (Kim et al., 1998; Eberlé et
al.,, 2004; Krycer et al., 2010). Assim, presume-se que a possivel hiperinsulinemia
presente no grupo SL no DPN 60, estimulou a lipogénese tanto no figado quanto na
musculatura esquelética avaliada.

Corroborando com os resultados de acumulo lipidico em tecidos ectépicos ao
tecido adiposo, estudos anteriores demonstraram que individuos com obesidade tendem
a apresentar acumulo lipidico no figado e rins, podendo causar lipotoxicidade e lesbées
teciduais (Lakkis & Weir, 2018; Li et al., 2020). Ratos com obesidade induzida por dieta
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hiperlipidica também apresentam acumulo de lipideos no figado e lipotoxicidade hepatica
(Fujita et al., 2018; Jiang et al., 2022). Além disso, dados prévios no nosso grupo
reportaram que animais SL no DPN 74 apresentam aumento do acumulo de triacilgliceréis
e aumento da lipogénese de novo no figado (Souza et al., 2023).

Interessantemente, este acimulo de lipideos no figado de animais com obesidade
lactacional no DPN 60 esta associado a um aumento da concentracdo de MDA hepatico,
que € um dos produtos finais da peroxidacao lipidica. De fato, estes dados estao de
acordo com dados prévios que evidenciaram aumento de MDA hepatico em animais SL
com 180 dias, associado a microesteatose e resisténcia a insulina neste 6rgéo
(Conceicao et al.,, 2013). Durante este processo, intermediarios reativos podem causar
danos estruturais as membranas celulares, resultando em aumento da permeabilidade e
vazamento de lipidios das membranas para o meio extracelular (Gaschler & Stockwell,
2017). Especificamente, o MDA pode interagir com proteinas e outras moléculas,
causando mais danos celulares (Wong-Ekkabut et al., 2007; Diaz et al., 2016).

A tendéncia ao aumento da concentracao de acido urico plasmatico, pode
representar uma atividade antioxidante endégena (Mikami & Sorimachi, 2017). No
entanto, nota-se que, mesmo com aumento da defesa antioxidante endogena,
evidenciado pelo aumento do ABTS no figado e acido urico plasmatico, o dano oxidativo
nao foi evitado nos animais SL no inicio da vida adulta. Nesse contexto, estd bem
estabelecido que no quadro de obesidade o estresse oxidativo favorece a progressao de
doencas hepaticas (Fromenty & Roden, 2023).

Sabe-se que com o aumento do depdsito lipidico nos adipécitos, ha alteragdes
histoldgicas e bioquimicas, tais como migragdo de macrofagos que estimulam expressao,
sintese e secre¢do de mediadores inflamatérios como TNF-a e IL-6, sendo uma condigéo
de inflamagédo crénica (Nascimento, 2021). As diversas citocinas proé-inflamatérias
produzidas no tecido adiposo, sdo capazes de migrar sistemicamente e atingir tecidos
periféricos (Santos, 2017). Embora ndo tenha sido observada a expressao de IL-6 no
figado, e demais citocinas pré-inflamatérias nos musculos esqueléticos avaliados neste
trabalho, nao significa que essas citocinas ndo sejam recrutadas nestes 6rgaos, de modo
que elas podem apenas nao estar sendo sintetizadas nesses locais. No entanto, foi
observada uma tendéncia de aumento da expressdao de RNAm de IL-1B3, um dos
principais mediadores da inflamagédo aguda, corroborando com dados que demonstram
que camundongos com obesidade induzida por dieta apresentam maior expressao de
RNAm de IL-1B no figado (Negrin et al., 2014). Nesse contexto, a inflamagao, mesmo

leve, promove o aumento de ERO no tecido (Brenner et al., 2013), e isso pode ter
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contribuido para o estresse oxidativo instalado no figado de animais com obesidade
lactacional no inicio da vida adulta. De fato, este dado pode ser corroborado por dados de
Conceicao et al. (2013), que mostraram um infiltrado inflamatério hepatico associado a
aumento da lipoperoxidacgéo lipidica neste 6rgdo em animais com obesidade infantil no
DPN 180.

Como dito anteriormente, na musculatura esquelética avaliada, tanto no MG quanto
MS, observou-se acumulo lipidico nos miécitos, e isso pode ocorrer pela hiperinsulinemia.
O acumulo de triacilgliceréis nos midcitos ja foi visto anteriormente em individuos com
obesidade (Simoneau et al., 1999; Takagi et al., 2021). E neste quadro, a capacidade
metabdlica do muasculo esquelético parece estar organizada em direcdo ao
armazenamento ao invés de oxidagao (Bandyopadhyay et al., 2006; Fritzen et al., 2020).
O acumulo lipidico esta relacionado com o aumento do estresse oxidativo (Pérez-Torres et
al.,, 2021), e é possivel que esse acumulo observado no presente trabalho esteja
associado com o estresse oxidativo observado. No musculo esquelético gastrocnémio,
houve aumento da producao de ERO, que nao foi mitigado pelo aumento da atividade da
enzima SOD. No musculo soleo, observou-se a presenca de peroxidacao lipidica e
diminuicdo de GST, enzima do sistema antioxidante endégeno. Nesse sentido, o acumulo
lipidico observado nesses musculos, pode levar a producdo excessiva de ERO e
peroxidacao lipidica, causando EO nas células musculares (Mengeste et al., 2020).

Ainda na musculatura esquelética animais com obesidade infantil no DPN 60, nao
foram observadas alteracées no conteudo de glicogénio muscular em MS e MG. Com a
hiperinsulinemia, ha aumento da expressao de GLUT4, entao a glicose é capaz de entrar
nos miocitos para ser oxidada e utilizada, e por isso ndo ha aumento de sintese de
glicogénio. Parece nao ter ocorrido alteracdo na captacéo de glicose nos animais SL no
DPN 60, mas sim uma reducéo na sua utilizagao, uma vez que a concentracao de glicose
estava inalterada (MG) ou aumentada (MS) nestes animais. Dessa forma, & provavel que
a obesidade lactacional promoveu alteracbes metabdlicas no musculo esquelético, como
acumulo ectépico de lipidios, associado a aumento de ERO e lipoperoxidagao, e
consequentemente formacao de intermediarios lipidicos toxicos (Mengeste et al., 2021),
associado com reducao da utilizagéo da glicose muscular (MS).

Em suma, a supernutricdo lactacional levou a uma programacgéo metabdlica no
inicio da fase adulta (DPN 60), que parece ter favorecido a diminuigdo da taxa metabdlica
basal no grupo SL, uma vez que observa-se acumulo de tecido adiposo mesmo com
menor ingestado alimentar. Além disso, este trabalho é pioneiro em demonstrar que o

acumulo de lipideos em 6érgaos ectopicos ao tecido adiposo, como figado e musculos
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esqueléticos, pode ter favorecido uma leve inflamacgao e estresse oxidativo no figado,
além do EO na musculatura esquelética. Esse acumulo lipidico possivelmente decorreu
da hiperinsulinemia que ocorre nesse modelo de obesidade, estimulando a lipogénese.
Uma vez que estas estruturas sao chaves na regulacdo do metabolismo glicémico,
possivelmente o EO contribuiu para a instalagdo da intolerancia a glicose em animais com
obesidade infantil observada no inicio da fase adulta, provavelmente por reduzir a

utilizacao muscular de glicose.

Figura 24. Resumo dos resultados estatisticamente significativos do Estudo 2 (NLv e SLv no DPN 90).

NLv (DPN 90) ’ SLv (DPN 90) ‘
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I,ndice de Lee [Colesterol]
Indice TyG Musculo | [Triglicerideos]
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Peso do MS ABTS

) [Glicose]
[Glicose] Atividade da catalase
[Colesterol] FRAP

[Triglicerideos]
Atividade da SOD
ABTS [MDA]

Expressao de RNAmM de TNFa

Figura 25. Resumo dos resultados estatisticamente significativos do Estudo 2 (SLv e SL vitC no DPN 90).
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Como observado no resumo dos resultados na Figura 24, no DPN 90, o grupo SL
apresentou maior peso do TAE e TAR, corroborando com dados da literatura que mostram
que a programacgao metabdlica no inicio da vida causa prejuizos até a vida adulta (Souza
et al., 2022; Stopa et al., 2021). Além disso, o peso da musculatura esquelética do grupo
SL, no DPN 90, foi menor que o grupo controle, de modo que a propor¢cao mais alta de
tecido adiposo do que de massa muscular em animais com obesidade lactacional na
idade adulta pode levar a redugcao da taxa metabdlica basal, facilitando o acumulo de
tecido adiposo, e sendo um indicador de risco de doencas crénicas e disturbios
metabdlicos (Dada et al., 2017). Ja a Figura 25 traz um resumo das principais alteracoes
observadas ap6s tratamento por 30 dias, na vida adulta (DPN 60-89), com vitamina C em
animais com obesidade induzida por hiperlactacado. A vitamina C atua como redutor, ou
seja, doa um elétron a um substrato, enquanto & oxidada a um radical ascorbila - radical
livre relativamente estavel (Lykkesfeldt et al., 2014). Consequentemente, a vitamina C &
um poderoso antioxidante com a capacidade de reduzir (“eliminar”) radicais livres e ERO.

No DPN 90, o peso corporal dos animais SLvitC foi menor que os SLv, assim como
indice de Lee, sem alteracado da ingestao alimentar. Apesar da redugao de peso corporal,
o peso do tecido adiposo branco visceral TAR nao foi reduzido pela vitamina C, porém, o
tamanho do adipoécito foi reduzido em ambos os depoésitos por este antioxidante. De fato,

estudos anteriores confirmam esses achados, ja que mostraram que a administracao de
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vitC por via oral regula a obesidade em camundongos machos e fémeas, reduzindo a
hipertrofia dos adip6citos viscerais (Jeon et al., 2023; Lee et al., 2019), e isso ocorre sem
afetar o consumo alimentar (Lee et al., 2019). Além disso, a deposicao de tecido adiposo
subcutaneo também é reduzida pela vitamina C, acompanhada de perda de peso corporal
(Kim et al.,, 2018). Sugere-se, entdo, que a vitamina C é capaz de reduzir o acumulo
lipidico nos depositos de tecido adiposo epididimal e retroperitoneal, mostrando um
possivel efeito lipolitico. No entanto, o delta peso do grupo SLvitC nao foi menor apenas
que o grupo SL, mas também menor que o do grupo NL. Essa reducéo de peso € uma
evidéncia de toxicidade (Sisinno & Oliveira-Filho, 2013).

O perfil lipidico do grupo SL nao foi diferente do grupo NL, mas os animais que
receberam VitC por 30 dias apresentaram diminuicdo da concentragéo de colesterol total,
LDL, e triacilgliceréis, comparados ao grupo SL, além de aumento da concentragédo de
HDL, comparado ao NL, demonstrando um impacto positivo desse antioxidante (Fig 25).
Estudos anteriores mostraram que a vitamina C também reduziu a concentracao
plasmatica de colesterol total e LDL em ratas obesas (Lee et al., 2019), corroborando com
nossos achados

Observando o perfil glicémico (Fig 24), presume-se que nesta fase da vida, ocorra
a instalacédo da resisténcia a insulina no grupo SL. Isso é evidenciado pelo aumento do
indice TyG, além da maior glicemia basal e intolerancia a glicose (AUC do GTT),
resultados corroborados por estudos anteriores (de Souza et al., 2022; Pavanello et al.,
2022). Outra evidéncia da instalacao da resisténcia a insulina, € que houve aumento de
peso corporal desacompanhado de hipertrofia adipocitaria. Considerando que a acao da
insulina & lipogénica, a resisténcia a insulina € compativel com diminuicao da sintese de
triacilglicer6is nos adipécitos ocorrida no presente trabalho. A vitamina C também foi
capaz de minimizar a resisténcia a insulina e intolerancia a glicose nos ratos SL no
presente estudo. Ja foi demonstrado anteriormente que camundongos tratados com VitC
exibiram melhora na hiperglicemia, hiperinsulinemia, na intolerancia a glicose e a insulina
em comparacao com camundongos obesos nao tratados (Jeon et al., 2023). Além disso, a
vitamina C também é capaz de melhorar a sensibilidade a insulina em humanos
diabéticos tipo 2 (Mason et al.,, 2016); e reduzir a glicemia de ratos com retinopatia
diabética induzida por injecdo de estreptozotocina (Jariyapongskul et al. 2007). No
entanto, os mecanismos exatos pelos quais a vitamina C promove essa melhora no
metabolismo glicémico ainda nao estao elucidados.

Observando as concentracdes de glicose no figado e musculo esquelético (MG e

MS) do grupo SL (Fig 24), nota-se que ha menor concentracao deste substrato nesses
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tecidos comparados ao grupo NL. Isso, associado ao aumento da glicemia, demonstra
que a liberacdo de glicose estd aumentada. E possivel que essa maior liberacdo seja
estimulada por aumento de corticosterona plasmatica, uma vez que a homeostase
energética também possui interferéncia dos glicocorticoides adrenais. Nos roedores, a
corticosterona é o glicocorticoide envolvido no metabolismo energético (Palma et al.,
2007), e em diferentes modelos de obesidade foi demonstrado o aumento das
concentragcbes plasmaticas de glicocorticoides (Bruce et al.,, 1982; Dubuc and Wilden,
1986). Especificamente no modelo de supernutricao lactacional, por volta dos 90 dias, ha
aumento da concentracao plasmatica de corticosterona (Souza et al., 2022; Souza et al.,
2023). O grupo SLvitC apresenta concentragbes de glicose no figado e musculos
estatisticamente semelhantes ao grupo SL, mas mesmo assim, ha reducao da glicemia e
maior toleréncia a glicose (Fig 25). Parece que, mesmo com aumento da liberagao de
glicose, a resisténcia a insulina nesse grupo é menor, uma vez que a glicose
provavelmente esta sendo captada e utilizada pelas células. Assim, os valores do perfil
glicémico de SLvitC tornam-se estatisticamente semelhantes ao grupo NL, ou seja, esse
antioxidante contribui para a normalizagdo da homeostase glicémica.

Ao contrario do observado no DPN 60, no DPN 90 observa-se que ha diminuicao
de deposicdo lipidica no figado e musculo gastrocnémio. Uma possibilidade para
ocorréncia desse quadro, é redugao da insulinemia nesses animais, que pode ser
consequéncia de uma faléncia das células B-pancreaticas. Para compensar a resisténcia
insulinica, o pancreas pode aumentar a producao de insulina, cujo aumento da demanda
pode levar a exaustdo e faléncia das células beta (Nascimento, 2018). Além disso, a
lipotoxicidade e inflamagao crénica também podem levar a disfungdo dessas células
(Nascimento, 2018). No grupo SLvitC, no qual ha aumento de deposicao lipidica nos
musculos esqueléticos sbéleo e gastrocnémio, sugere-se que a vitamina C pode ter
recuperado ou melhorado a fung¢ado de células B-pancreaticas. Assim, a normalizacao da
secrecao insulinica pelo pancreas permitiria a lipogénese adipocitaria e ectépica ao tecido
adiposo, além de melhora na tolerancia a glicose e redugao da resisténcia insulinica, ja
que o perfil lipidico € normalizado.

Considerando o figado, no DPN 60 houve deposi¢ao de lipidios nos hepatocitos do
grupo SL, além de desequilibrio redox e dano oxidativo (peroxidacao lipidica). Isso esta
de acordo com a literatura, que mostra que a obesidade € considerada o principal fator de
risco para o desenvolvimento de Doencgas hepaticas gordurosas nao alcodlicas (Sattar et
al., 2014), e o acumulo lipidico aumenta o estresse oxidativo do reticulo endoplasmatico

dos hepatécitos, contribuindo para leséo hepatica, fibrose progressiva e até cirrose (Lee
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et al., 2014). Ja no DPN 90, o grupo SL apresentou reducéo lipidica nos hepatécitos, mas
o desequilibrio redox se manteve, uma vez que a SOD e o ABTS (parte da defesa
antioxidante endoégena) se apresentou reduzida. Interessantemente, houve reducao de
parametro inflamatério no figado desse grupo, o que pode estar relacionado com a
concentragdo aumentada de corticosterona (Souza et al., 2022; Souza et al., 2023), ja que
este horménio esteroide também modula o sistema imunologico e reduz a resposta
inflamatéria (Glover & Pruett, 2006). Nesse contexto, o antioxidante apresentou um efeito
benéfico, uma vez que no figado do grupo SLvitC, houve reducao da peroxidacgao lipidica,
ou seja, menos dano oxidativo.

Ja o perfil oxidativo dos musculos gastrocnémio e séleo do grupo SL tanto do DPN
60 quanto 90, foram marcados pelo estresse oxidativo e peroxidacao lipidica (MS). A
vitamina C promoveu o aumento das defesas antioxidantes enddgenas, GST e atividade
da SOD, acompanhada de uma atenuac¢ao do aumento de ERO no MG. Essas alteracdes
benéficas induzidas pelo tratamento com vitamina C podem ser justificadas pelo efeito da
vitamina C em estimular a biossintese e ativacdo de enzimas antioxidantes, como
superoxido dismutase, catalase ou glutationa peroxidase (Gegotek & Skrzydlewska,
2022). Além disso, o acido ascorbico promove a atividade de diversos fatores de
transcricdo (Nrf2, Ref-1, AP-1), o que possibilita a expressdo de genes que codificam
proteinas antioxidantes (Gegotek & Skrzydlewska, 2022). Além disso, foi demonstrado
que a suplementacao de vitamina C melhora a eliminacdo de ERO na musculatura
esquelética de diabéticos (Mason et al., 2016). Isso parece ocorrer porque a concentragao
de acido ascoérbico aumenta o musculo esquelético de pessoas com diabetes tipo 2, e a
vitamina C atua nas vias de sinalizagado redox no musculo e leva a maior sensibilidade a
insulina (Vinayagamoorthi et al., 2008).

No DPN 60, o grupo SL parece apresentar hiperinsulinemia, que estimula a
lipogénese e acumulo lipidico adipocitario e ectépico ao TA. Esse acumulo lipidico (com
aumento de peso dos TA e aumento de peso corporal) parece promover a instalagao do
estresse oxidativo e inflamagdo de baixo grau no figado, e estresse oxidativo na
musculatura esquelética. Além de uma intolerancia a glicose (observa-se reducao de sua
utilizagdo no MS), a secrecdo beta pancreatica esta superestimulada (secrecao
aumentada de insulina). Esse quadro, no inicio da vida adulta, j& demonstra um prejuizo
na homeostase energética e perfil morfométrico e metabdlico causado pela supernutricao
lactacional.

Ja no DPN 90, parece haver de fato a instalacado da resisténcia a insulina no grupo

SL, além de uma possivel faléncia das células beta-pancreaticas. Parece haver reducao



76
da insulinemia e consequente menor deposicao lipidica em tecidos periféricos, mesmo
com manutencdo de maior peso. Este grupo, entdo, apresenta glicemia aumentada e
intolerancia a glicose, além da resisténcia insulinica. A corticosterona plasmatica, que é
aumentada em animais SL, parece contribuir com o aumento da glicemia e com a
modulacdo da resposta inflamatéria (reducdo de TNAa no figado). Entdo, com o tempo,
parece haver uma progressao do prejuizo do controle glicémico e, portanto, disturbios
metabodlicos e da homeostase energética.

A suplementacdo com vitamina C atenuou ou mesmo reverteu a diminuicao dos
conteudos lipidicos no figado e musculos esqueléticos induzidos pela obesidade
lactacional na idade adulta, acompanhadas, como ja dito, por diminuicao dos lipidios
circulantes. No entanto, o tratamento com esse antioxidante nao alterou a menor
concentragao de glicose no figado e musculos esqueléticos nesses animais. Dessa forma,
como dito anteriormente, a possivel redugdo na captacdo de glicose induzida pela
resisténcia a insulina esta associada a disturbios da homeostase glicémica sistémica em
animais com obesidade infantil da idade adulta. Porém, a melhora deste quadro induzida
pela vitamina C parece envolver um aumento na utilizagéo de glicose por tais érgaos, que
justificaria a falta de efeito da vitamina C nas concentragbes de glicose hepatica e
musculares, associado a melhora na resisténcia a insulina e no perfil glicémico sistémico.
Assim, essa segunda parte do trabalho também demonstra pela primeira vez que é a
reducao do estresse oxidativo em érgaos-chaves na homeostase glicémica, induzida pela
vitamina C, esteja associada a melhora na resisténcia insulinica e do perfil glicémico
periférico por este antioxidante em animais com obesidade infantil.

A hipétese do trabalho foi parcialmente aceita. Era esperado que o grupo SL
apresentasse maior peso corporal e alteracdo no perfil glicémico no DPN 60 e 90,
associados com aumento do estresse oxidativo e danos oxidativos nos 6rgéos avaliados.
No entanto, a redugéo do perfil inflamatério em animais com obesidade infantil na idade
adulta mais avancada foi inesperado. A hipdtese de que o tratamento com vitamina C
durante a fase adulta, por 30 dias, seria capaz de mitigar os efeitos negativos da
programacao metabdlica por supernutricdo lactacional foi aceita. O tratamento com
vitamina C reduziu, e em alguns parametros reverteu, os desequilibrios metabdlicos e
oxidativos nos principais 6rgaos-chaves da homeostase energética induzidos pela super
nutricdo na lactagao. No entanto, ndo se pode excluir a evidéncia de uma certa toxicidade

por parte da vitamina C, que causou reducgao do delta peso no grupo SL.
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7. CONCLUSOES

Em sintese, o presente trabalho € pioneiro em demonstrar que as alteragcbes
metabdlicas dos animais com obesidade induzida por supernutricdo lactacional estao
associadas ao dano oxidativo no figado e musculo esquelético, 6rgaos envolvidos-a
homeostase glicémica, no inicio da fase adulta (DPN 60). Além disso, mais tardiamente
na vida adulta, aocs 90 dias de vida, os animais SL continuam apresentando maior
adiposidade sem aumento de ingesta alimentar, além de ainda apresentarem os prejuizos
metabodlicos e oxidativos. Além disso, este estudo evidenciou pela primeira vez na
literatura que o tratamento com vitamina C por 30 dias na idade adulta foi capaz de
mitigar, e em alguns parametros reverter, os desequilibrios metabdlicos e oxidativos no
figado e musculos esqueléticos induzidos pela supernutricdo da lactacao, sugerindo que o
EO contribui para as alteragdes metabdlicas observadas em ratos machos adultos com

obesidade infantil.
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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¢do pos-natal por reduciio da
ninhada: efeitos nos parimetros metabdlicos e reprodutivos em fémeas e participaciio dos glicocorticoides
nas altera¢des metabolicas em machos" protocolo CEUA n° 3457.2019.11 sob a responsabilidade de Ernane
Torres Uchda, que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagiio 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, ¢ 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 manipulagdo do tamanho da ninhada no
desenvolvimento sexual, metabdlico ¢ comportamento reprodutivo de fémeas e de suas proles, ¢ avaliar os
efeitos 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 ( ) Ensino  ( x) Pesquisa cientifica

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

Espécie/ linhagem/ raga Rato heterogénico / Wistar

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

Prole estimada - 1 gerago: 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* geragfo: 60 a 90 dias
Prole estimada - 2 * geragio: 60 dias

Sexo 480 Machos e 460 fémeas

Origem Biotério Central do CCB da Universidade Estadual de
i.ondrina

Amosiras a serem coletadas Sangue, cérebro, tecido adiposo, swab vaginal e adrenais

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteracdes no protocolo experimental aprovado,
deve-se submeter o novo protocolo & apreciagio da CEUA/UEL anteriormente a execugdo das modificagdes.

Coloco-me & disposi¢do para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessrios. Sem mais para
o momento, subscrevo-me, cordialmente.

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

Prof® Dr* Maria Fernanda
: i Rodrigwes Graciano
oordenadora da Comissdo d
IImo.(a) Sr.(a) . ~ Etiea no Uso de :nm!:ufsﬂ ‘
Prof. (a) Dr (a). Ernane Torres Uchéa Universidade Estadual de Londrina
Responsavel pelo projeto PrAAmELAr /(43433715454

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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