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Resumo

O periodo inicial da vida € um momento critico de plasticidade neuroenddcrina, no
qual o organismo é particularmente suscetivel a programacdo metabdlica. A
obesidade associa-se a estresse oxidativo (EO) e inflamagéo crénica de baixo grau,
havendo evidéncias de que antioxidantes como a vitamina C (vitC) podem atenuar
essas repercussdes. Este estudo avaliou, em ratos Wistar com supernutricao
lactacional (NL: ninhada normal; SL: ninhada reduzida), os efeitos metabdlicos,
redox e inflamatérios da supernutricdo neonatal e da suplementagdo com vitC
durante a puberdade. Os animais receberam vitC (50 mg/dia, gavagem) ou veiculo
(dgua) do DPN 30 ao 59 (grupos NL-v, NL-vitC, SL-v, SL-vitC), sendo avaliados no
DPN 60 e no DPN 90. No DPN 60, os animais SL apresentaram maior ganho de
peso, adiposidade, intolerancia a glicose e acumulo lipidico hepatico e no musculo
gastrocnémio (MG). O estado redox mostrou-se comprometido de forma
tecido-especifica: peroxidagéo lipidica no figado, aumento de EROs com ativagéo
compensatéria das defesas antioxidantes no MG, e redugao precoce de GSH sem
alteracao pro-oxidante no musculo séleo (MS). A vitC favoreceu o crescimento nos
NL, melhorou a tolerancia a glicose apenas nos SL, com efeitos redox variaveis
conforme o tecido. No DPN 90, o comprometimento metabdlico persistiu e se
agravou, com indicios de resisténcia insulinica e desequilibrio redox mais evidentes.
A vitC, tardiamente, reduziu o ganho de peso, a adiposidade e a intolerancia a
glicose em ambos os grupos, além de atenuar parcialmente o acumulo lipidico e o
dano oxidativo no figado e no MG. Os resultados demonstram que a supernutricao
neonatal promove um fendtipo de obesidade e disfungao metabdlica persistente, e
que a vitC na puberdade atenuou, de forma tecido- e tempo-dependente, os
desequilibrios metabdlicos, redox e inflamatérios da programacédo neonatal,
reforcando a puberdade como janela importante para intervengdes contra a
obesidade precoce.

Palavras-chave: Supernutrigdo lactacional. Vitamina C. Puberdade. Musculo

esquelético. Figado.
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Abstract

The early stages of life represent a critical period of neuroendocrine plasticity, during
which the organism is particularly susceptible to metabolic programming. Obesity is
associated with oxidative stress (OS) and low-grade chronic inflammation, and
evidence suggests that antioxidants such as vitamin C (vitC) may attenuate these
repercussions. This study evaluated, in Wistar rats subjected to lactational
overnutrition (litter size reduction; NL: normal litter; SL: small litter), the metabolic,
redox and inflammatory effects of neonatal overnutrition and vitC supplementation
during puberty. Animals received vitC (50 mg/day/rat, gavage) or vehicle (tap water)
from postnatal day (PND) 30 to 59 (NL-vehicle, NL-vitC, SL-vehicle and SL-vitC
groups), and were evaluated at PND 60 and PND 90. At PND 60, SL animals
showed greater body weight gain, adiposity, glucose intolerance, and increased lipid
accumulation in the liver and gastrocnemius muscle (GM). Redox status was
compromised in a tissue-specific manner: lipid peroxidation in the liver, increased
ROS production with compensatory antioxidant activation in the GM and an early
reduction in GSH without pro-oxidant changes in the soleus muscle (SM). VitC
promoted growth in NL animals, improved glucose tolerance exclusively in SL
animals, with redox effects that varied by tissue. At PND 90, metabolic impairment
persisted and worsened, with evidence of insulin resistance and more pronounced
redox imbalance. VitC reduced body weight gain, adiposity and glucose intolerance
in both groups, and partially attenuated lipid accumulation and oxidative damage in
the liver and GM. These findings demonstrate that neonatal overnutrition induces a
persistent phenotype of obesity and metabolic dysfunction, and that vitC
supplementation during puberty attenuated, in a tissue- and time-dependent manner,
the metabolic, redox and inflammatory imbalances resulting from neonatal
programming, reinforcing puberty as an important window for interventions targeting
early-onset obesity.

Keywords: Lactational overnutrition. Vitamin C. Puberty. Skeletal muscle. Liver.
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1. INTRODUGAO
1.1 Obesidade infantil e as origens desenvolvimentistas da saude e da doenga

As projecdes epidemioldgicas recentes apontam que a obesidade
continuara a crescer de forma acelerada nas proximas décadas. Segundo
estimativas do estudo Global Burden of Disease (GBD 2021 Adolescent BMI
Collaborators, 2025), aproximadamente um tergco das criangas e dos jovens em todo
0 mundo apresentara excesso de peso ou obesidade até 2050. Diante desse
cenario, a obesidade infantil configura-se como um dos principais desafios de saude
publica da atualidade, ndo apenas por sua elevada prevaléncia, mas também por
estar associada a maior probabilidade de persisténcia da doenca na vida adulta e ao
desenvolvimento precoce de complicagdes metabdlicas. Dessa forma, elucidar os
processos biolégicos envolvidos na fisiopatologia da obesidade desde os estagios
iniciais da vida, bem como aqueles relacionados a sua progresséo, € fundamental
para o desenvolvimento de estratégias eficazes de prevencéo e tratamento
(Organizagao Mundial da Saude, 2025).

A etiologia da obesidade é complexa e multifatorial, resultando da
interacdo entre fatores bioldgicos e ambientais (Bluher, 2019; Organizagdo Mundial
da Saude, 2025). Nas ultimas décadas, evidéncias cientificas demonstraram que
exposi¢cdes ocorridas durante o periodo inicial da vida podem exercer efeitos
duradouros sobre a estrutura e a funcdo de diferentes 6rgaos e sistemas,
influenciando a suscetibilidade ao desenvolvimento de doengas crdnicas na vida
adulta (Hanson & Gluckman, 2014; Fleming et al., 2018). Esses achados
estabeleceram as bases do conceito das Origens Desenvolvimentistas da Saude e
da Doencga (Developmental Origins of Health and Disease - DOHaD), inicialmente
proposto a partir dos estudos pioneiros de David Barker, que possibilitaram
compreender que condicbes ambientais e nutricionais no inicio da vida podem
modificar a trajetdria da saude metabdlica, influenciando também a predisposigéo ao
desenvolvimento de doengas ao longo da vida (Barker, 2004; Heindel et al., 2015;
Rosenfeld, 2020). Nesse contexto, as pesquisas passaram a investigar as
caracteristicas bioldgicas que tornam determinadas fases no periodo inicial da vida
particularmente mais suscetiveis aos estimulos ambientais e nutricionais.

O inicio da vida é caracterizado por elevada plasticidade bioldgica,

periodo em que 6rgaos e sistemas ainda se encontram em intensa formacao,
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crescimento e maturagcado funcional (Hanson & Gluckman, 2014; Fleming et al.,
2018). Essa plasticidade confere ao organismo notavel capacidade adaptativa frente
as condigdes do ambiente, favorecendo ajustes estruturais, fisiolégicos e
metabdlicos necessarios ao desenvolvimento e a sobrevivéncia (Hoffman & Barrett,
2021). Em contrapartida, a elevada responsividade caracteristica dessa fase
também aumenta sua vulnerabilidade as alteracdes do estado nutricional, fazendo
da nutricdo um dos principais moduladores da programacao metabdlica e da saude
ao longo da vida (Heindel et al., 2015).

Dentre as diferentes janelas de plasticidade bioldgica, a lactacao
corresponde ao periodo de maior crescimento pos-natal, acompanhado pela
maturacgao funcional de sistemas envolvidos na regulagdo da ingestao alimentar, do
metabolismo energético e da homeostase enddcrina (Plagemann, 2005; Vickers,
2014). Considerando isso, alteracdes quantitativas ou qualitativas na disponibilidade
nutricional durante essa fase podem repercutir sobre esses processos
maturacionais, produzindo efeitos persistentes sobre a fisiologia metabdlica (Heindel
et al., 2015; Fleming et al., 2018). Em razdo dessa elevada sensibilidade, diferentes
modelos experimentais tém sido desenvolvidos para reproduzir alteragdes
nutricionais durante a lactagado, a fim de investigar seus efeitos sobre a programacgéao

metabdlica e suas repercussdes a longo prazo.

1.2 Redugcao do tamanho da ninhada como modelo experimental de
supernutricao neonatal

A supernutricdo pode ser reproduzida experimentalmente por diferentes
metodologias. Entre elas, a redugao do tamanho da ninhada consolidou-se como um
modelo de grande relevancia para o estudo da programacado metabdlica, por
mimetizar, de forma consistente, as adapta¢des metabdlicas decorrentes do excesso
de oferta nutricional durante a lactagdo, permitindo investigar especificamente seus
efeitos em uma janela critica do desenvolvimento, sem a necessidade de
manipulagdes dietéticas ou genéticas (Plagemann, 2005; Boullu-Ciocca et al., 2005;
Vickers, 2014). Diferentemente de outros modelos experimentais de obesidade, essa
abordagem possibilita avaliar as consequéncias de uma alteragdo nutricional
precoce sobre o percurso metabdlico do individuo, reproduzindo adaptagdes
persistentes, como obesidade, alteragbes endocrinas e disturbios metabdlicos que

permanecem até a vida adulta (Boullu-Ciocca et al., 2005; De Souza et al., 2023).
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Esse modelo baseia-se na redug¢dao do numero de filhotes por ninhada logo apdés o
nascimento, sem alteracdo da capacidade lactacional materna. Como consequéncia,
a menor competicao pelo leite aumenta a disponibilidade nutricional para cada filhote
durante todo o periodo lactacional, caracterizando um estado de supernutricao
neonatal (Plagemann, 2005; De Souza et al., 2023; Wunderlich et al., 2023).

Essa condicdo resulta ndo apenas em maior ingestdo energética por
filhote, mas evidéncias também sugerem que a redugcdo do tamanho da ninhada
pode modificar a composig¢do do leite materno, incluindo aumento do teor lipidico e
reducao do conteudo proteico (Yagil et al., 1976), ampliando ainda mais a exposigao
energética aos filhotes durante essa janela critica do desenvolvimento (Plagemann,
2005; De Souza et al., 2023; Wunderlich et al., 2023). Dessa forma, esses fatores
promovem crescimento pos-natal acelerado e desencadeiam alteragdes precoces
em vias metabdlicas e enddcrinas envolvidas na regulagdo da homeostase
energeética, incluindo modificagdes na secregédo de leptina e insulina, bem como na
maturagcdo funcional de tecidos metabolicamente ativos, como figado, musculo
esquelético e tecido adiposo, por exemplo (Plagemann, 2005; Vickers et al., 2014;
Souza et al., 2022).

Além disso, os efeitos da supernutricdo neonatal estendem-se para além
do periodo lactacional. Estudos demonstram que a reducdo do tamanho da ninhada
promove modificagdes duradouras na regulagao do balango energético, favorecendo
o desenvolvimento de um fendtipo de obesidade e disfungbes metabdlicas que
persistem ao longo da vida (Souza et al.,, 2022; Skowronski et al., 2024). Tais
alteragdes sdo acompanhadas pela reprogramagao dos sistemas neuroenddcrino e
metabdlico envolvidos na homeostase energética, cujas repercussdes podem ser
observadas em diferentes tecidos e érgaos (Souza et al., 2022; Burton & Alonso,
2024). A capacidade desse modelo experimental de reproduzir disturbios
metabodlicos de forma duradoura decorrentes exclusivamente de modificagées no
ambiente nutricional durante a lactacdo, torna-o uma ferramenta particularmente
valiosa para investigar os mecanismos envolvidos na programag¢ao metabdlica,
avaliar suas consequéncias sobre diferentes sistemas fisiologicos e testar
estratégias terapéuticas capazes de prevenir, atenuar ou reverter tais repercussoes
em diferentes momentos do desenvolvimento (Souza et al., 2022; Skowronski et al.,
2024).
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1.3 Puberdade como janela de plasticidade metabdlica

Embora o conceito DOHaD tenha demonstrado que exposi¢coes
ocorridas no inicio da vida exercem influéncia duradoura sobre a saude metabdlica,
evidéncias mais recentes indicam que essa programagdo nao € um processo
irreversivel. Determinadas fases do desenvolvimento pds-natal ainda apresentam
elevada capacidade de remodelagéo fisiologica e metabdlica, representando janelas
de oportunidade para intervencdes capazes de modificar, ao menos parcialmente,
fendtipos previamente programados (Hanson & Gluckman, 2014; Fleming et al.,
2018). Dentre essas fases, destaca-se o periodo puberal.

Durante a puberdade, diversas alteragées hormonais, neuroenddcrinas e
metabdlicas ocorrem de forma coordenada, promovendo a remodelacéo de sistemas
envolvidos na regulagdo da homeostase energética, da sensibilidade a insulina e do
metabolismo dos nutrientes (Spear, 2000; Sawyer et al., 2018), conferindo a este
periodo elevada capacidade de adaptacgao frente aos estimulos ambientais (Viner et
al., 2017; National Academies, 2019). Essa reorganizagéo funcional cria condi¢des
favoraveis para que intervengdes nutricionais ou farmacolégicas exercam efeitos
mais pronunciados sobre trajetérias metabdlicas previamente estabelecidas (Burton
& Alonso, 2024; Skowronski et al., 2024).

Sob essa perspectiva, a puberdade passou a ser considerada uma fase
estratégica para intervengdes destinadas a modulagdo de alteragdes metabdlicas
previamente programadas. Esse entendimento ampliou as possibilidades
experimentais dentro do conceito DOHaD, originalmente direcionado ao estudo das
exposicoes precoces, ao incorporar abordagens voltadas n&do apenas a
compreensao dos mecanismos da programagao metabdlica, mas também a
investigacdo de potenciais estratégias que sejam capazes de atenuar suas
repercussodes, a fim de reduzir a progressao de disfungdes metabdlicas associadas a
obesidade (National Academies, 2019; Burton & Alonso, 2024).

1.4 Homeostase energética: integragao entre figado e musculo esquelético

A homeostase energética consiste no equilibrio entre a disponibilidade, o
armazenamento e a utilizagdo de energia, permitindo que o organismo ajuste
continuamente seu metabolismo em resposta as variagdes na oferta de nutrientes e
as demandas fisioldgicas (Scholtes & Giguére, 2022). Esse processo depende da

integracao funcional entre diferentes 6rgaos e tecidos metabolicamente ativos, que,
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por meio da coordenagao de sinais neurais, hormonais e metabdlicos, regulam o
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, assegurando a disponibilidade
energética necessaria ao funcionamento celular e a manutencédo da homeostase
sistémica (Petersen et al., 2017; Rui, 2014; Scholtes & Giguéere, 2022).

Entretanto, esse equilibrio pode ser comprometido em condi¢gdes de
excesso nutricional, como observado na obesidade. Nessa condicéo, a capacidade
fisiolégica de ajustar adequadamente a captagdo, armazenamento e utilizagdo de
energia torna-se progressivamente prejudicada, gerando alteragdes na regulagao da
glicemia, metabolismo lipidico e na sensibilidade a insulina (Petersen et al., 2017).
Essa desregulacdo da homeostase energética estda associada a perda da
comunicagdo integrada entre tecidos metabolicamente ativos e sistemas
regulatorios, resultando em adaptagdes inicialmente compensatorias que, quando
persistentes, acarretam o desenvolvimento e a progressao de disturbios metabdlicos
associados a obesidade (Rui, 2014; Petersen et al., 2017).

Considerando a integragdo entre os diferentes sistemas regulatorios
envolvidos nesse processo, o figado e o musculo esquelético sdo fundamentais para
coordenarem 0s processos previamente mencionados, além da redistribuicao
energética (Xourafa et al., 2024). Embora desempenhem fun¢des metabolicas
distintas, tais tecidos atuam juntos para garantir a homeostase energética. Enquanto
o figado regula a disponibilidade sistémica de nutrientes por meio do
armazenamento, sintese e mobilizagdo, o musculo esquelético € o principal tecido
responsavel pela captagéo e utilizagdo de glicose estimulada pela insulina, além de
constituir um importante reservatério proteico e glicogénico fisiolégico (Petersen et
al., 2017; Smith et al., 2023; Allard et al., 2024). Diante disso, o entendimento das
funcdes exercidas por cada um desses 6rgaos e tecidos torna-se essencial para
compreender os mecanismos envolvidos na homeostase energética e as disfungdes

desencadeadas pela obesidade.

1.4.1 Figado

Além de atuar como importante regulador da homeostase energética, o
figado € um dos principais 6rgaos responsaveis pela integracédo do metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas, coordenando continuamente o armazenamento, a
mobilizagdo e a utilizacdo desses substratos por meio da manutengdo das vias

anabdlicas e catabdlicas (Rui, 2014; Petersen et al.,, 2017). A execugao de tais
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fungdes depende da flexibilidade metabdlica, definida como a capacidade de ajustar
eficientemente a selegédo e a utilizacdo dos substratos energéticos em resposta as
alteragcdes na disponibilidade de nutrientes. Tal processo € regulado por sinais
hormonais, nutricionais e neurais (Scholtes & Giguere, 2022; Xourafa et al., 2024;
Zsombok et al., 2024). A insulina e o glucagon figuram entre o0s principais
reguladores hormonais desse processo, exercendo ag¢des antagbnicas sobre o
metabolismo hepatico ao promoverem, respectivamente, o armazenamento de
energia no estado alimentado e a mobilizagdo de substratos energéticos durante a
privagao alimentar, permitindo que o figado module continuamente seu metabolismo
conforme as necessidades fisiolégicas do organismo (Titchenell et al., 2017;
Petersen et al., 2017).

Dentre os processos metabdlicos regulados por tais hormdnios, o
metabolismo glicidico se destaca, sendo essencial para a manutengao da glicemia e
do equilibrio energético. Nos hepatdcitos, o transporte de glicose ocorre
predominantemente por meio do GLUT2, transportador que permite o fluxo
bidirecional desse substrato entre o figado e a circulagao, possibilitando sua entrada
nos hepatocitos no estado alimentado e sua liberagao durante a privagao alimentar
(Mueckler & Thorens, 2013; Thorens, 2015; Rui, 2014; Petersen et al., 2017). Tal
capacidade de ajuste bidirecional decorre das propriedades cinéticas do GLUT2,
caracterizado por elevado Km (~17 mM), refletindo baixa afinidade aparente pela
glicose e alta capacidade de transporte, o que permite que o fluxo desse substrato
acompanhe suas variagdes fisiologicas (Mueckler & Thorens, 2013; Sun et al., 2023;
van de Graaf et al., 2024).

Assim, no estado alimentado, a glicose captada pelos hepatdcitos é
direcionada principalmente para vias de armazenamento e utilizacdo energética
(Petersen et al., 2017; Titchenell et al., 2017). Parte desse substrato € armazenada
na forma de glicogénio, enquanto outra € metabolizada pela glicdlise, originando
piruvato, posteriormente convertido em acetil-CoA (Rui, 2014; Berg et al., 2019).
Além de ser oxidado no ciclo de Krebs para produgao de ATP, o acetil-CoA é um
importante precursor para a sintese de acidos graxos, estabelecendo a integracao
funcional entre o metabolismo glicidico e lipidico (Rui, 2014; Nelson & Cox, 2021).
Em contraste, durante a privacdo alimentar, o figado mobiliza inicialmente suas
reservas de glicogénio por meio da glicogendlise e, posteriormente, intensifica a

gliconeogénese a partir de lactato, glicerol e aminoacidos glicogénicos (Petersen et
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al.,, 2017; Scoditti et al., 2024). Tais mecanismos garantem a manutencdo da
glicemia e o suprimento continuo de glicose aos tecidos glicodependentes (Rui,
2014; Petersen et al., 2017).

Além de regular o metabolismo glicidico, o figado é igualmente essencial
na homeostase lipidica, gerenciando a captagao, sintese, oxidagao, armazenamento
e distribuicdo de lipidios de acordo com o estado nutricional e as demandas
energéticas (Bo et al., 2024). Para tais funcbes, este o6rgdo recebe lipidios
provenientes de diferentes fontes, incluindo os remanescentes de quilomicrons
oriundos da absorgao intestinal, acidos graxos nao esterificados liberados pela
lipdlise do tecido adiposo e aqueles sintetizados endogenamente por meio da
lipogénese de novo (Rui, 2014; Bo et al., 2024). O funcionamento integrado dessas
vias permite que o figado direcione os acidos graxos para oxidagao mitocondrial,
armazenamento na forma de triacilgliceréis ou secregao como lipoproteinas de muito
baixa densidade (VLDL), adaptando de forma responsiva o metabolismo lipidico as
necessidades fisiolégicas (Rui, 2014; Bo et al.,, 2024). Tal processo permite a
distribuicdo lipidica aos tecidos periféricos, evitando o acumulo excessivo de
triacilglicerdis no tecido hepatico (Petersen et al., 2017; Bo et al., 2024).

Ademais, durante a privagao alimentar, com a reducdo da sinalizagao
insulinica associada a a¢ao do glucagon e das catecolaminas, estimula-se a lipdlise
no tecido adiposo, aumentando a liberagao de acidos graxos nao esterificados para
a circulagdo (Rui, 2014; Titchenell et al., 2017). Apds sua captagao pelos
hepatécitos, estes substratos sdo direcionados para a B-oxidagdo mitocondrial,
processo responsavel pela geracdo de acetil-CoA e ATP, suprindo as demandas
energéticas hepaticas durante privagao alimentar e jejum prolongado (Nelson & Cox,
2021; Xourafa et al., 2024). Cabe destacar, ainda, que o figado também é importante
para a manutencdo do colesterol, regulando de forma coordenada sua sintese,
captacao, utilizagdo e excregao (Bo et al., 2024). Nesse contexto, a converséo do
colesterol em acidos biliares constitui processo essencial para a digestdo e absorgao
intestinal de lipidios, além de representar a principal via de excregao do excesso de
colesterol (Scholtes & Giguére, 2022; Xourafa et al., 2024; Bo et al., 2024). Assim,
esses processos permitem ao figado manter o equilibrio energético diante das
variagdes do estado nutricional.

Entretanto, na obesidade, a exposigao cronica ao excesso de nutrientes

compromete progressivamente esse controle dindmico, reduzindo a flexibilidade
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metabdlica hepatica e limitando sua capacidade de adaptar o metabolismo as
alteracdes do estado nutricional. Nesse cenario, o predominio persistente das vias
de armazenamento lipidico sobre os mecanismos de utilizacdo e exportacao
favorece o acumulo de triacilglicerdis nos hepatdcitos e o estabelecimento da
resisténcia hepatica a insulina (Petersen et al., 2017; Bo et al., 2024; Scoditti et al.,
2024). Em resposta a estas alteragdes, a insulina torna-se insuficiente para suprimir
adequadamente a producgdo hepatica de glicose, enquanto a lipogénese de novo
permanece elevada, contribuindo para a hiperglicemia, o acumulo lipidico
intra-hepatico e, por fim, progressao da disfuncdo metabdlica (Titchenell et al., 2017;
Bo et al., 2024). Esse mesmo excesso de fluxo lipidico e a sobrecarga mitocondrial
dele decorrente tém sido consistentemente associados a maior producido de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e a desequilibrio redox no figado em diferentes
modelos experimentais de obesidade (Furukawa et al., 2004; Yu et al., 2023),
achados discutidos com mais profundidade na segdo seguinte, que também

fundamentam a avaliacédo da homeostase redox hepatica realizada neste trabalho.

1.4.2 Musculo esquelético

Representando aproximadamente 40% da massa corporal total (Smith et
al., 2023), o musculo esquelético (ME) é reconhecido como um dos tecidos mais
metabolicamente ativos e plasticos do organismo. Além de suas fungdes mecanicas
e de locomogao, atua como um 6érgao endocrino e metabdlico central, responsavel
por coordenar o balango energético global e a particdo de nutrientes entre diferentes
sistemas organicos (Smith et al., 2023; Richter et al., 2025). Devido a sua expressiva
magnitude tecidual, o ME possui importante agdo na regulacdo do metabolismo
sistémico, destacando-se historicamente como o principal sitio de utilizagcdo
periférica de substratos energéticos em resposta a estimulos hormonais (DeFronzo
& Tripathy, 2009).

O desempenho de tal funcdo depende da ativacdo de vias de
sinalizagao intracelulares, desencadeadas principalmente pela acdo da insulina.
Apos a ligacao deste hormdnio ao seu receptor, ocorre a ativacdo da via PI3K/AKkt,
promovendo a translocag¢ao dos transportadores de glicose do tipo 4 (GLUT4) para a
membrana plasmatica dos midcitos, aumentando a captagao glicémica (DeFronzo &
Tripathy, 2009; Richter et al., 2025). Uma vez internalizada, a glicose pode ser
direcionada imediatamente para a producdo de ATP por meio da glicdlise e da
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fosforilagao oxidativa ou ser armazenada em forma de glicogénio, principal reserva
de carboidratos do organismo (Smith et al., 2023; Richter et al., 2025). A interagao
entre esses mecanismos confere ao ME elevada flexibilidade metabdlica, permitindo
que a utilizacdo de glicose e lipidios seja continuamente ajustada as condig¢des
nutricionais, hormonais e funcionais, assegurando o atendimento das demandas
energéticas em diferentes estados fisioldgicos.

Apesar de compartilhar mecanismos comuns de captagao e utilizacao
glicémica, o ME apresenta marcante heterogeneidade estrutural e funcional entre os
diferentes grupos musculares. Nesse contexto, os musculos diferem quanto a
composicao de proteinas contrateis, conteudo mitocondrial, a atividade enzimatica e
as vias predominantes de producado de ATP, apresentando capacidades oxidativas e
glicoliticas distintas, ou seja, especializagées funcionais proprias de cada grupo
muscular (Schiaffino & Reggiani, 2011; Smith et al., 2023). Consequentemente, cada
grupo muscular responde desigualmente as alteragdes do estado nutricional, aos
estimulos hormonais e as demandas fisiologicas (Smith et al., 2023; Richter et al.,
2025). Dessa forma, o musculo gastrocnémio (MG) e o musculo séleo (MS) séo
amplamente utilizados em modelos experimentais para a investigacdo das
adaptacdes do metabolismo muscular (Hayasaki, 2001; Schiaffino & Reggiani, 2011).

O MG apresenta predominancia de fibras do tipo Il, especialmente do
subtipo lIx/llb em roedores, conferindo-lhe alta capacidade glicolitica e rapida
geracao de ATP, caracteristicas que favorecem a captacdo glicémica durante
contragdes de alta intensidade e curta duracdo (Hayasaki, 2001; Schiaffino &
Reggiani, 2011). Em contraste, o MS é constituido predominantemente por fibras do
tipo |, caracterizadas por elevada densidade mitocondrial, maior atividade de
enzimas oxidativas e capacidade de oxidagcdo de acidos graxos, sustentando
atividades prolongadas e de menor intensidade (Schiaffino & Reggiani, 2011; Qaisar
et al., 2016a; Smith et al., 2023). Tais diferencas estruturais e metabdlicas conferem
papéis distintos na homeostase energética e influenciam diretamente a sensibilidade
a insulina, a captagcao de glicose e a utilizagado lipidica, tornando MG e MS
diferencialmente suscetiveis as alteragcdes induzidas pela obesidade (Smith et al.,
2023; Richter et al., 2025).

Tal exposicao crbnica ao excesso de nutrientes, caracteristica da
obesidade, promove um aumento sustentado da disponibilidade de acidos graxos

para o ME, favorecendo o acumulo de lipidios intramiocelulares e de metabdlitos
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lipidicos bioativos, como diacilglicerdis e ceramidas (Koves et al., 2008; Smith et al.,
2023). Estes metabodlitos comprometem a sinalizacdo da insulina, reduzindo a
ativacado da via PI3K/Akt e a translocacdo do GLUT4 para a membrana plasmatica,
limitando a captagcdo glicémica pelos miocitos, o que contribui para o
estabelecimento da resisténcia insulinica no ME (Koves et al., 2008; Petersen &
Shulman, 2018; Smith et al., 2023; Richter et al., 2025).

Apesar desse comprometimento, a contragdo muscular pode estimular a
captacao de glicose por mecanismos independentes da insulina. O aumento da
demanda energética intracelular, associado as alteragdes na concentracdo de Ca*
citosdlico e a ativagdo da proteina quinase ativada por AMP (AMPK), desencadeia
vias de sinalizacdo que também promovem a translocacdo do GLUT4 para a
membrana plasmatica, aumentando a captagao glicémica mesmo em condigdes de
resisténcia insulinica (Richter & Hargreaves, 2013; Sylow et al., 2017; Richter et al.,
2025). Entretanto, embora represente um importante mecanismo compensatério,
essa resposta também pode tornar-se parcialmente comprometida na obesidade.

A persisténcia dessas disfun¢gdes compromete a flexibilidade metabdlica
do ME, reduzindo sua capacidade de alternar eficientemente entre a utilizacdo de
glicose e lipidios conforme as demandas fisiologicas (Koves et al., 2008; Smith et al.,
2023; Richter et al.,, 2025). Adicionalmente, a alta disponibilidade de substratos
energéticos eleva o fluxo de oxidagdo mitocondrial, gerando a sobrecarga
mitocondrial funcional, a produ¢cdo de ERO e o estabelecimento de um ambiente
pré-oxidante (Bluher, 2019). Coletivamente, tais processos desencadeiam respostas
inflamatorias e modificagées celulares que favorecem a progresséo da resisténcia a
insulina e das disfungbes metabdlicas associadas a obesidade (Koves et al., 2008;
Bllher, 2019; Smith et al., 2023; Richter et al., 2025).

A sucessao das alteracbes metabdlicas induzidas pela obesidade varia
entre os diferentes grupos musculares, refletindo respostas musculo-especificas.
Nesse sentido, evidéncias demonstram que em modelos experimentais de
obesidade induzida por dieta, o MG apresenta maior acumulo de lipidios
intramiocelulares e alteragcbes relacionadas ao metabolismo energético quando
comparado ao MS, sugerindo maior suscetibilidade as alteragbes induzidas pela
obesidade (Shortreed et al., 2009). Em contrapartida, embora o MS apresente
relativa preservacdo de alguns parametros metabdlicos nas fases iniciais da

obesidade, a exposicao prolongada a supernutricdo também promove modificacbes
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no metabolismo lipidico e adaptagdes mitocondriais distintas (Kaneko et al., 2011;
Cabot et al., 2012; Morales et al., 2021). Diante dessas diferengas fisiologicas e
metabdlicas, a avaliagdo conjunta do MG e do MS permite investigar de forma mais
abrangente como a programacédo metabdlica induzida pela supernutricdo neonatal
compromete musculos com perfis distintos, bem como se diferentes intervencgdes

terapéuticas modulam essa resposta de maneira musculo-especifica.

1.5 Estresse oxidativo e inflamagao associados a Obesidade

Além das alteracbes metabdlicas observadas em diferentes 6rgaos e
tecidos, a obesidade desencadeia uma série de respostas celulares que contribuem
para a progressao de complicagdes sistémicas (Saltiel & Olefsky, 2017; Bliuher,
2019). Atualmente, tal doenga, de carater crénico e multifatorial, € reconhecida nao
apenas pelo acumulo excessivo de adiposidade, mas também por promover
alteragcdes persistentes sobre a homeostase celular. Tais modificagbes sao
caracterizadas pelo desequilibrio entre processos pro-oxidantes e antioxidantes,
além da ativacdo sustentada de vias inflamatérias, sendo componentes
fundamentais de sua fisiopatologia (Furukawa et al., 2004; Hotamisligil, 2006).

Um dos principais componentes desse quadro € o desequilibrio da
homeostase redox, caracterizado por um desbalango dindmico entre a produgao de
ERO e de nitrogénio (ERN), que sao oxidantes, e a capacidade dos sistemas
antioxidantes celulares de manter suas concentragdes fisioldgicas. Essa
manutencio constitui condicdo necessaria para que essas moléculas desempenhem
fungdes essenciais, incluindo a sinalizagao intracelular, a regulagdo da expressao
génica, a proliferagao celular e a resposta imune (Furukawa et al., 2004; Sies et al.,
2024). O organismo dispde de um sistema de defesa antioxidante a fim de preservar
a homeostase redox, constituido por mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos,
que atuam de forma integrada na limitagdo do acumulo de ERO e na manutengéo
das fungbes celulares (Sies et al., 2024; Halliwell, 2024). Entre os principais
componentes enzimaticos destacam-se a superoxido dismutase (SOD) e a catalase
(CAT), que atuam sequencialmente na conversdo de ERO em moléculas menos
oxidantes. J&4 os mecanismos ndo enzimaticos incluem compostos de baixo peso
molecular, como a glutationa reduzida (GSH) e o acido urico, além de antioxidantes
obtidos pela dieta, como as vitaminas C e E, que neutralizam ERO e regeneram
outros antioxidantes (Yu et al., 2023; Sies et al., 2024).
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Portanto, quando a produgcdo de ERO excede a capacidade dos
sistemas antioxidantes, estabelece-se o estresse oxidativo (EO), promovendo danos
oxidativos a biomoléculas essenciais (Betteridge, 2000; Sies et al., 2024; Halliwell,
2024). E o caso da peroxidagéo lipidica, resultante do ataque de ERO aos &cidos
graxos poli-insaturados das membranas celulares, que, por meio de uma reagdo em
cadeia, compromete sua integridade e da origem a aldeidos altamente reativos,
como o malondialdeido (MDA), um dos principais marcadores de dano oxidativo aos
lipidios (Moldogazieva et al., 2023; Halliwell, 2024). Ainda, a oxidacao de proteinas
promove modificagdes estruturais e funcionais capazes de comprometer sua
atividade e estabilidade, sendo frequentemente avaliada pela formagédo de grupos
carbonila (protein carbonyls, PCO), importante marcador de dano oxidativo as
proteinas (Akagawa, 2021; Halliwell, 2024). Assim, tais processos comprometem a
integridade celular e favorecem a disfungcdo de tecidos metabolicamente ativos,
contribuindo para o desenvolvimento e agravamento de diversos disturbios e
doencgas, incluindo a obesidade (Saltiel & Olefsky, 2017; Yu et al., 2023). Ainda, é
reconhecida como uma condigdo de aumento de citocinas pré inflamatdrias,
decorrente da expansao e disfungao do tecido adiposo.

Nesse contexto, adipdcitos hipertrofiados e células imunes infiltradas
passam a secretar maiores quantidades de mediadores pré-inflamatoérios e menores
concentragbes de adipocinas anti-inflamatdrias, promovendo a ativagao sustentada
da resposta inflamatéria (Hotamisligil, 2006; Saltiel & Olefsky, 2017; Lee & Olefsky,
2021). Além de comprometer diretamente a integridade celular, o EO atua como um
importante mediador da ativacdo e da manutencdo da resposta inflamatoria
associada a obesidade (Saltiel & Olefsky, 2017; Sies, 2024; LeFort, 2024). O
excesso de ERO ativa vias de sinalizagao intracelulares sensiveis ao estado redox,
entre as quais se destaca a via de sinalizagdo mediada pelo fator nuclear kappa B
(NF-kB), considerada uma das principais reguladoras da resposta inflamatéria
(Morgan & Liu, 2011; Lee & Olefsky, 2021). Uma vez ativado, o NF-kB induz a
transcricdo de diversos genes proé-inflamatérios, incluindo citocinas como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), a interleucina-6 (IL-6) e a proteina quimioatraente de
mondcitos-1 (MCP-1). Esse processo promove o recrutamento e a ativagdo de
diferentes populagdes de leucécitos, especialmente neutréfilos e macrofagos,
células que amplificam a resposta inflamatéria por meio da liberagcdo de ERO,
citocinas e enzimas inflamatdrias (Bliher, 2019; Lee & Olefsky, 2021; LeFort, 2024).
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Esse ciclo de retroalimentacdo positiva repercute diretamente sobre
orgados envolvidos na homeostase metabdlica, como o figado e o musculo
esquelético, contribuindo para a persisténcia do ambiente fisiopatoldgico
caracteristico da obesidade (Saltiel & Olefsky, 2017; Petersen & Shulman, 2018; Lee
& Olefsky, 2021). Como consequéncia, o EO e a inflamagao constituem processos
intimamente interdependentes, sustentando grande parte das alteragdes celulares e
metabdlicas observadas na obesidade (Saltiel & Olefsky, 2017; Lee & Olefsky, 2021;
Sies et al., 2024). A manutengdo desse ambiente pro-oxidante e pré-inflamatério
compromete progressivamente a funcionalidade de tecidos metabolicamente ativos,
como os mencionados anteriormente (Lee & Olefsky, 2021; Petersen & Shulman,
2018; LeFort et al., 2024). Diante da relevante participagdo desses mecanismos na
fisiopatologia da obesidade, estratégias capazes de restaurar o equilibrio redox e
mitigar a resposta inflamatéria tém sido amplamente investigadas como abordagens

terapéuticas promissoras (Lee & Olefsky, 2021; Sies et al., 2024).

1.6 Vitamina C como estratégia terapéutica

Frente ao aumento da produgao de ERO caracteristico da obesidade, a
manutengdo da homeostase redox depende da atuagédo integrada do sistema
antioxidante, composto por mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos (Halliwell,
2024; Sies et al., 2024). Dentre os componentes ndao enzimaticos, a vitamina C (vitC,
acido ascorbico) se destaca como um antioxidante hidrossoluvel naturalmente
presente em diversos alimentos de origem vegetal e que também pode ser
administrado na forma de suplementacdo (Carr & Vissers, 2013; Ramanujan et al.,
2024). Apos sua absorgéao e distribuicao aos tecidos, a vitC desempenha fungdes de
alta relevancia. Atua como cofator de diversas enzimas envolvidas em processos
fisiologicos essenciais, incluindo a sintese de colageno, a biossintese de
neurotransmissores, como noradrenalina e serotonina, além de atuar na regulagéo
da expressao génica por mecanismos epigenéticos, como a desmetilacido de DNA e
histonas (Padayatty et al., 2003; Carr & Maggini, 2017; Lykkesfeldt et al., 2024).
Ainda, possui um importante papel na regulacdo da resposta inflamatodria e na
funcado de diferentes células do sistema imune, indicando seu potencial terapéutico
em condi¢bes caracterizadas por infiltragao de citocinas pro6 inflamatérias e EO (Carr
& Maggini, 2017; Lykkesfeldt et al., 2024).
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Entre as distintas fungdes da vitC, destaca-se a atuacao sobre a defesa
antioxidante, exercida por mecanismos diretos e indiretos, que atuam de forma
complementar, a fim de limitar o dano oxidativo e preservar o equilibrio redox celular
(Padayatty et al., 2003; Halliwell, 2024; Lykkesfeldt & Carr, 2024). A vitC neutraliza
diretamente diferentes espécies reativas presentes nos compartimentos intra e
extracelulares, atenuando também sua propagacgao (Padayatty et al., 2003; Sies et
al., 2024). Paralelamente, regenera antioxidantes enddégenos, como a glutationa
(GSH), além de auxiliar na restauragao da atividade antioxidante da vitamina E apo6s
sua oxidacao, aprimorando a eficiéncia das defesas antioxidantes celulares (Winkler
et al., 1994; Halliwell, 2024). Dessa maneira, tais mecanismos otimizam a resposta
celular frente a sucessivos desafios oxidativos.

Além de suas atuagdes descritas anteriormente, a vitC também participa
da modulacao da resposta inflamatodria tecidual. Ao limitar o acumulo de ERO, limita
a ativacdo de vias de sinalizagdo redox-sensiveis, como a NF-kB, reduzindo a
producao de citocinas pro-inflamatoérias, como a TNF-qa, IL-1B8 e IL-6, e também
quimiocinas envolvidas no recrutamento leucocitario (Carr & Maggini, 2017; Lee &
Olefsky, 2021; Halliwell, 2024). Consequentemente, o recrutamento, a infiltragcdo e a
ativacao de diferentes células inflamatorias nos tecidos € reduzida (Carr & Maggini,
2017; Wilson et al., 2024).

Os neutrdfilos constituem um exemplo relevante dessa modulagdo: sua
infiltracdo pode ser estimada indiretamente pela atividade da mieloperoxidase
(MPO), uma heme peroxidase que catalisa a formacdo de oxidantes altamente
reativos, contribuindo tanto para a atividade microbicida quanto para o aumento do
EO e da resposta inflamatdria tecidual quando excessivamente ativada (Rizo-Téllez
et al., 2022). Da mesma forma, destacam-se os macréfagos, cuja infiltragao pode ser
expressa indiretamente pela atividade da enzima lisossomal
N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG), uma hidrolase abundante em tais células que é
utilizada como marcador tanto de sua infiltracdo quanto ativacdo nos tecidos,
refletindo o aumento da atividade fagocitica caracteristica da resposta inflamatoéria
(Dean et al., 1979; Le Thuc & Garcia-Caceres, 2024).

Assim, antes de discutir as evidéncias experimentais disponiveis, é
importante considerar uma particularidade dos modelos animais. Diferentemente dos
seres humanos, os roedores sao capazes de sintetizar vitC endogenamente a partir

da glicose, por meio da enzima L-gulonolactona oxidase (Linster & Van Schaftingen,
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2007). Entretanto, a sintese enddégena nao é o unico determinante da disponibilidade
biolégica de vitC, considerando que é continuamente ajustada as demandas
fisiologicas e patoldgicas do organismo (Lykkesfeldt & Tveden-Nyborg, 2019). Em
condicbes caracterizadas por intenso EO e inflamacédo, o elevado consumo
metabdlico de vitC modifica sua disponibilidade tecidual, de modo que a
suplementagcdo exogena pode elevar suas concentragbes, potencializando seus
efeitos mesmo em espécies capazes de sintetiza-la (Carr & Maggini, 2017;
Lykkesfeldt & Tveden-Nyborg, 2019; Wilson et al., 2024). Considerando os
mecanismos previamente descritos, a vitC tem sido estudada como estratégia para
atenuar o EO e a inflamagao caracteristicos da obesidade. Tais pesquisas fornecem
sélido embasamento biolégico sobre o potencial terapéutico que a vitC pode ter
perante a obesidade e as comorbidades associadas (Carr & Maggini, 2017; Lee &
Olefsky, 2021; Halliwell, 2024; Lykkesfeldt et al., 2024).

Embora os efeitos desse antioxidante tenham sido investigados em
diferentes modelos experimentais, a maior parte desses estudos foi conduzida em
animais adultos submetidos a dietas hiperlipidicas, hipercaléricas ou ricas em
gordura. Nesses modelos, a vitC atenuou o ganho de peso corporal, a expansao da
adiposidade e hipertrofia dos adipdcitos viscerais, embora esses efeitos ndo tenham
sido observados de maneira uniforme entre os diferentes protocolos experimentais
(Garcia-Diaz et al., 2009; Park et al., 2018; Lee et al., 2018; Jiang et al., 2022).
Adicionalmente, em relagdo ao metabolismo glicidico, foi evidenciada a redugao da
hiperinsulinemia e resisténcia a insulina, bem como melhora da tolerancia a glicose,
principalmente em modelos caracterizados pelo maior comprometimento metabdlico
e predisposi¢ao a disfungao induzida pela dieta (Garcia-Diaz et al., 2009; Park et al.,
2018; Jiang et al., 2022; Jeon et al., 2023).

Cabe destacar, ainda, que atenuou a progressdao de alteragbes
inflamatorias e histopatologicas hepaticas, além de reduzir outros marcadores
associados a esteatose hepatica (Lee et al., 2018; Zeng et al., 2020; Lee et al.,
2022; Jiang et al., 2022). Esses efeitos foram acompanhados por menor dano
oxidativo, preservacdo das defesas antioxidantes e atenuagcdo de marcadores
inflamatdrios em outros tecidos metabolicamente ativos; por fim, a vitC modulou vias
relacionadas a oxidagao de acidos graxos e ao metabolismo lipidico tecidual (Lee et
al., 2018; Drehmer et al., 2019a; Zeng et al., 2020; Lee et al., 2022). Em conjunto, as

evidéncias obtidas fornecem suporte experimental para aprimorar a investigacao da
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vitC como potencial estratégia terapéutica, capaz de mitigar diferentes componentes
da disfuncdo metabdlica associada a obesidade. Entretanto, vale ressaltar que seus
efeitos variam conforme o modelo experimental utilizado, a gravidade das alteragbes
metabdlicas, a dose, a via e a duragao da suplementagao, bem como o momento em
que a intervengao € iniciada e realizada.

Embora a suplementacdo com vitC tenha demonstrado efeitos benéficos
sobre diversos marcadores da disfuncdo metabdlica associada a obesidade em
diferentes modelos experimentais, o conhecimento disponivel permanece
concentrado em intervengdes realizadas em animais adultos submetidos a
obesidade induzida por dieta. Permanecem escassos os estudos que investigam sua
administracdo durante janelas de elevada plasticidade, como a puberdade, em
modelos de programacédo metabdlica induzida por supernutricdo neonatal. Além
disso, ainda nao esta esclarecido se os efeitos de uma intervencéao realizada nesse

periodo persistem apos o término da suplementagao.

2. JUSTIFICATIVA

Considerando que: 1. A supernutricdo neonatal induzida pela reducao do
tamanho da ninhada promove alteragcdes metabdlicas persistentes que se estendem
até a vida adulta; 2. O excesso de nutrientes e a expansao da adiposidade
favorecem o estabelecimento do estresse oxidativo e ativagdo de citocinas pro
inflamatdrias, o que contribui para o desenvolvimento de comorbidades metabdlicas;
3. que a suplementagdo com compostos antioxidantes tém demonstrado potencial
para atenuar esses processos em diferentes modelos experimentais; 4. e que a
puberdade constitui uma importante janela de plasticidade metabdlica, durante a
qual intervengdes podem modular, ao menos parcialmente, alteragdes previamente
programadas, torna-se relevante investigar os efeitos da suplementagdo com vitC
durante o periodo peripuberal sobre a homeostase energética e sobre parametros
metabdlicos, oxidativos e inflamatérios em ratos jovens adultos com obesidade
induzida pela redu¢ao do tamanho da ninhada.

A hipotese deste estudo foi de que a supernutricdo durante a lactagao
programaria alteragdes persistentes na homeostase glicémica e lipidica,
acompanhadas por disfungdes metabdlicas, oxidativas e inflamatérias no figado e no
musculo esquelético. Adicionalmente, hipotetizou-se que a suplementagdo com vitC

durante o periodo peripuberal seria capaz de atenuar tais repercussoes, por meio do
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fortalecimento das defesas antioxidantes e da recuperacdo, ao menos parcial, da
homeostase metabdlica, com efeitos detectaveis imediatamente e apds o término da

intervencao.

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar se a suplementagcdo com vitamina C durante o periodo
peripuberal é capaz de prevenir ou atenuar as alteragdes morfofisioldgicas,
metabdlicas, redox e inflamatdrias induzidas pela supernutricdo neonatal em ratos
Wistar, avaliadas no DPN 60 e no DPN 90.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Caracterizar os efeitos da suplementacdo com vitamina C sobre o

perfil morfofisiologico dos animais.

b) Determinar os efeitos da suplementagdo com vitamina C sobre o perfil

lipidico plasmatico e homeostase glicémica.

c) Caracterizar os efeitos da suplementagdo com vitamina C sobre o

metabolismo energético hepatico e muscular.

d) Investigar os efeitos da suplementagdo com vitamina C sobre a

homeostase redox e a inflamagao hepatica e muscular.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, provenientes do acasalamento de 21
fémeas com machos experientes, oriundos do Biotério Central da Universidade
Estadual de Londrina (UEL). No dia do nascimento (dia pés-natal 0; DPN 0), o
tamanho das ninhadas foi padronizado. Para formar a ninhada reduzida (SL; small
litter), as ninhadas foram padronizadas para trés filhotes (dois machos e uma
fémea). J& para compor o grupo controle (NL; normal litter), foram mantidos dez
filhotes (cinco machos e cinco fémeas), conforme descrito por de Souza et al.,

2023.0s filhotes excedentes foram submetidos a eutanasia por decapitacao.
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Apos o desmame, as fémeas foram remanejadas para outro projeto,
permanecendo apenas 0os machos no presente estudo. Estes foram alojados em
caixas coletivas contendo quatro a cinco animais e mantidos no biotério setorial do
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da Universidade Estadual de Londrina, sob
temperatura controlada (22 + 2 °C) e ciclo claro/escuro de 12h/12h. Foram
fornecidas agua e ragédo padrao (Nuvilab CR-1®, Nuvital, Brasil) ad libitum durante
todo o protocolo experimental, exceto durante os periodos de privacdo alimentar
prévios ao teste de tolerancia a glicose (GTT) e a eutanasia. Os procedimentos
experimentais foram previamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Londrina (PROTOCOLO CEUA no
024/2020, OF. CIRC. CEUA no 87/2020).

4.2 Tratamento

Para o tratamento, foi utilizada vitamina C (acido L-ascérbico;
Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA). A solugéo foi preparada diariamente em agua
corrente (utilizada também como veiculo), e mantida protegida da luz até o momento
da administracéo. A vitC foi administrada via oral, por gavagem, na dose fixa de 50
mg por animal/dia, durante 30 dias consecutivos (DPN 30-59), conforme protocolo
adaptado de Fernandes et al. (2011). O volume administrado foi padronizado em 250

WL por animal/dia.

4.3 Delineamento experimental

Compreendeu dois protocolos, diferenciados pelo momento da
realizacdo do GTT e da eutanasia: Protocolo | (DPN 60), destinado a avaliagdo dos
efeitos imediatos, e Protocolo Il (DPN 90), destinado a avaliagéo dos efeitos tardios.
Em ambos os protocolos, os animais foram submetidos ao mesmo modelo
experimental, diferindo apenas quanto ao periodo de acompanhamento apds o

término do tratamento.

4.3.1 Avaliacdo dos efeitos da suplementacdo com vitamina C durante o periodo
peripuberal sobre as alteragbes induzidas pela supernutricdo neonatal em ratos
Wistar, avaliadas no DPN 60 e no DPN 90.
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O delineamento experimental esta apresentado na Figura 1. Apods a
padronizacao das ninhadas no DPN 0, os animais foram pesados a cada trés dias
até o desmame (realizado no DPN 21). Apés o desmame, quatro a cinco animais
pertencentes ao mesmo grupo experimental foram mantidos por caixa coletiva. No
DPN 30, os animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais: NL-Veiculo
(ninhada normal tratada com veiculo), NL-vitC (ninhada normal tratada com vitamina
C), SL-Veiculo (ninhada reduzida tratada com veiculo) e SL-vitC (ninhada reduzida
tratada com vitamina C). A administragcdo do veiculo ou da vitamina C foi realizada
diariamente, por gavagem, entre os DPN 30 e 59, totalizando 30 dias consecutivos
de tratamento. Durante esse periodo, os animais foram pesados diariamente para
monitoramento da evolugdo ponderal, e a ingestdo alimentar também foi avaliada
diariamente. Apds o término da suplementacdo, os animais permaneceram em
acompanhamento até a eutanasia, sendo o peso corporal e a ingestdo alimentar
monitorados a cada cinco dias.

No Protocolo I, o teste de tolerancia a glicose (GTT) foi realizado no
DPN 59, apds seis horas de privagao alimentar. No Protocolo Il, o procedimento foi
realizado de forma idéntica no DPN 89. Ao final de cada protocolo experimental
(protocolo | — DPN 60; protocolo Il — DPN 90), foram mensurados o peso corporal e
a distancia nasoanal para posterior calculo do indice de Lee. Apds seis horas de
privacdo alimentar, realizada para padronizagdo do estado nutricional dos animais,
estes foram submetidos a eutanasia por decapitagcdo. O sangue foi coletado para
obtencdo de plasma destinado as analises bioquimicas subsequentes. Em seguida,
os tecidos adiposos epididimal (TAE) e retroperitoneal (TAR) foram dissecados e
pesados.

O figado foi removido e, de forma padronizada, o lobo lateral esquerdo
foi coletado para as analises dos parédmetros metabdlicos, da homeostase redox e
da infiltracdo de células inflamatérias. Os musculos gastrocnémio e soleo também
foram removidos e destinados as analises dos mesmos parametros. Para
padronizacao das analises musculares, foi coletada a por¢ao superficial e
intermediaria do musculo gastrocnémio, cuja aparéncia macroscopica permite
identificar a predominancia de fibras brancas (Hayasaki et al., 2001). Todos os
tecidos foram imediatamente armazenados em ultra-freezer (-80 °C) até a realizagao

das analises experimentais.
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Protocolo | Protocolo Il
DPN O DPN 21 DPN 30 DPN 59 DPN 60 DPN 89 DPN 90
@ @ @ @ @ @ @

Nascimento e  Desmame Inicio GTT - Eutandsia - GTT Eutandsia -
padronizagdo Intervengdio Término Decapitacdo Decapitagdo
das ninhadas oul Intervengdo - -—
~NL/SL 1.NL-veiculo

2.NL-vitC (50mg/rato/dia)

3.SL-veiculo -

4.SLvitC (50mg/rato/dia) —

" Aliquotas de Plasma;
Dissecagéo e armazenamento:
Figado, musculos Gastrocnémio

J e Scleo.

WL

Figura 1. Linha do tempo do delineamento experimental do protocolo utilizado no estudo.

Monitoramento: peso corporol
e ingestdo alimentar

4.4 Perfil Morfofisiolégico
4.4 1 Afericdo do peso corporal

O peso corporal dos animais foi aferido do nascimento (DPN 0) até o
desmame (DPN 21), com pesagens realizadas a cada trés dias. Durante o periodo
de suplementagdo (DPN 30-59), os animais foram pesados diariamente para
monitoramento da evolugao ponderal. Apds o término do tratamento, o peso corporal
foi aferido no DPN 60 (Protocolo I) ou em intervalos de cinco dias até o DPN 90
(Protocolo IlI). Os dados obtidos foram utilizados para determinagdo do ganho de
peso corporal nos diferentes periodos experimentais e para o acompanhamento da

evolucao ponderal dos animais.

4.4.2 Calculo da Ingestao alimentar

A ingestdao alimentar foi determinada em caixas coletivas contendo
quatro ou cinco animais pertencentes ao mesmo grupo experimental. Foi registrada
a quantidade de racao fornecida e, posteriormente, pesada a ragao remanescente.
O consumo alimentar da caixa foi obtido pela diferenga entre a quantidade de ragao

ofertada e a quantidade remanescente. Em seguida, o valor foi dividido pelo numero
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de animais da caixa e pelo numero de dias do intervalo correspondente, sendo
posteriormente corrigido para 100 g de peso corporal e expresso em g/100 g de

peso corporal/dia.

4.4.3 Determinagao da Eficiéncia Energética

A eficiéncia energética foi determinada, no presente estudo, pela razédo
entre o ganho de peso corporal e o consumo alimentar total correspondente ao
periodo avaliado, conforme empregado para determinagcédo da eficiéncia alimentar
em estudos experimentais com roedores (Naim et al., 1980; Ha et al., 2012). Para o
Protocolo |, foi considerado o ganho de peso corporal entre o DPN 30 e 60, dividido
pelo consumo alimentar total registrado no mesmo intervalo. Para o Protocolo Il, o
calculo foi realizado utilizando o ganho de peso corporal entre os DPNs 60 e 90 e o
consumo alimentar total correspondente ao mesmo periodo. Os resultados foram

expressos em gramas de ganho de peso por grama de alimento consumido (g/g).

4.4.4 Determinagéo do indice de Lee

O indice de Lee foi utilizado como indicador indireto da obesidade
corporal. E amplamente empregado em estudos experimentais por apresentar boa
correlagdo com o grau de obesidade em roedores, tornando-se uma ferramenta util
para avaliagdo do estado nutricional dos animais (Bernardis & Patterson, 1968;
Malafaia et al., 2013). Para sua determinacdo, antes da eutanasia, foram
mensurados o peso corporal e a distdncia nasoanal dos animais. O indice foi
calculado pela razdo entre a raiz cubica do peso corporal (g) e o comprimento

nasoanal (cm), conforme descrito por Bernardis e Patterson (1968).

4.4.5 Determinacéo do peso dos tecidos adiposos viscerais

Apoés a eutanasia, os tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal foram
dissecados e pesados. Para permitir a comparacdo entre animais com diferentes
pesos corporais, os valores obtidos foram normalizados em relagao ao peso corporal

individual e expressos em g/100 g de peso corporal.

4.4.6 Determinagao do peso dos musculos Gastrocnémio e Séleo
Os musculos gastrocnémio e soéleo foram removidos imediatamente

apos a eutanasia e pesados individualmente. Os valores obtidos foram normalizados
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em relacéo ao peso corporal individual dos animais e expressos em g/100 g de peso

corporal.

4.5 Determinacgao das concentragoes plasmaticas de lipidios

Apds a eutanasia por decapitagdo, o sangue foi coletado em tubos
contendo heparina e centrifugado a 3.000 r.p.m durante 20 minutos a 4 °C. O plasma
obtido foi aliquotado e armazenado a -20 °C até a realizagdo das anadlises. As
concentragdes plasmaticas de colesterol total, HDL-colesterol e triacilglicerdis foram
determinadas por espectrofotometria utilizando kits comerciais, conforme descrito a

seqguir.

451 Determinagdo das concentragbes plasmaticas de Colesterol total,
colesterol-HDL e Triacilglicerois

As concentragdes plasmaticas de colesterol total, colesterol-HDL e
triacilglicerdis foram determinadas por método enzimatico colorimétrico, utilizando
kits comerciais especificos para cada analito: Colesterol Total Enzimatico, Colesterol
HDL Enzimatico e Triglicérides Enzimatico (Vida Biotecnologia®, Belo Horizonte,
MG, Brasil), conforme as instru¢des do fabricante. As leituras foram realizadas por

espectrofotometria.

4.6 Avaliagdao da homeostase glicémica
4.6.1 Determinagéo das concentragbes plasmaticas de glicose e insulina

As concentragdes plasmaticas de glicose e insulina foram determinadas
em amostras de plasma obtidas no momento da eutanasia. A glicose foi quantificada
por método enzimatico colorimétrico, utilizando kit comercial especifico (Glicose
Enzimatica, Vida Biotecnologia®, Belo Horizonte, MG, Brasil), conforme as
instrucdes do fabricante, com leitura espectrofotométrica. A concentracado plasmatica
de insulina foi determinada por ensaio imunoenzimatico (ELISA), empregando kit
comercial especifico (MilliporeSigma, Burlington, MA, USA ), também de acordo com

as recomendacdes do fabricante.

4.6.2 Teste de Tolerédncia a Glicose (GTT)
Essa analise foi realizada apds seis horas de privagao alimentar, no DPN

59 (Protocolo I) e no DPN 89 (Protocolo Il). Inicialmente, foi coletada uma gota de
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sangue da extremidade da cauda para determinacdo da glicemia basal, utilizando
tiras reagentes acopladas ao glicosimetro Accu-Chek Advantage |l (Roche
Diagnostics®, Mannheim, Alemanha). Em seguida, foi administrada solugdo de
glicose a 25% por via intraperitoneal, na dose de 1,0 g/kg de peso corporal. Novas
determinagdes da glicemia foram realizadas aos 15, 30, 60 e 120 minutos apds a
administracdo da glicose. Ao término do teste, os animais retornaram as suas
caixas, com livre acesso a agua e a ragao, conforme descrito por De Souza et al.
(2023).

4.6.3 Determinagéo dos indices HOMA-IR e HOMA-B

Os indices Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance
(HOMA-IR) e Homeostatic Model Assessment for Beta-cell Function (HOMA-(B)
foram utilizados como estimativas indiretas da resisténcia a insulina e da fungao das
células B pancreaticas, respectivamente. Ambos foram calculados a partir das
concentragbes plasmaticas de glicose e insulina obtidas apds privagdo alimentar,
conforme o modelo matematico proposto por Matthews et al. (1985). O HOMA-IR foi
calculado pela razdo entre o produto das concentragdes de glicose e insulina em
privacdo alimentar e a constante 405, enquanto o HOMA- foi estimado pela relagéo
entre a concentracdo de insulina em privagao alimentar e a diferenga entre a
concentragao de glicose (convertida para mmol/L) e a constante 3,5, multiplicada por
20.

4.6.4 Determinagéo do indice TyG

O indice Triglyceride-Glucose (TyG) foi utilizado como marcador indireto
de resisténcia a insulina. O indice é calculado a partir das concentracdes
plasmaticas de glicose e triacilglicerdis obtidas apds privagao alimentar, conforme
descrito por Simental-Mendia et al. (2008). Posteriormente, sua aplicagdo como
marcador substituto de resisténcia a insulina foi amplamente validada em diferentes

modelos e condigdes metabdlicas (Guerrero-Romero et al., 2010).

4.7 Determinacgao das concentragoes teciduais de metabdlitos energéticos
Amostras de figado, musculo gastrocnémio e musculo soéleo foram

pesadas e submetidas a extracdo bioquimica dos metabdlitos, utilizando protocolo
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adaptado de Carr et al. (1993) e Schaubroeck et al. (2022), com modificacbes
metodologicas desenvolvidas em colaboragcdo com Pedro Tendrio (ainda né&o
publicado). Inicialmente, os tecidos foram homogeneizados em reagente de Folch
(cloroférmio:metanol, 2:1, v/v) e centrifugados a 10.000 rpm durante 2 minutos. O
sobrenadante obtido foi transferido para um novo microtubo e submetido a adigdo de
solugdo de NaCl 0,73%, promovendo a separacao das fases aquosa e organica. A
fase organica foi evaporada em estufa a aproximadamente 60 °C e posteriormente
ressuspendida em etanol absoluto para determinacdo dos metabdlitos lipidicos. O
pellet remanescente da homogeneizagédo inicial foi lavado com etanol a 66%
contendo sulfato de soédio a 0,73%, centrifugado e o sobrenadante reunido a fase
destinada as analises lipidicas. O pellet residual foi ressuspendido em solucédo de
NaOH a 20% e incubado a 100 °C por aproximadamente 10 minutos. Apos
resfriamento, adicionou-se etanol absoluto para precipitacdo, seguida de
centrifugacdo e ressuspensdo final do pellet em agua destilada, destinada a
determinagcdo do glicogénio. Esse protocolo permitiu a obtencdo de diferentes
fragdes destinadas a quantificacdo de glicose, glicogénio, colesterol e triacilglicerois

nos tecidos analisados.

4.7.1 Determinagéo da concentragéo tecidual de glicose

Aliquotas da fragdo correspondente foram transferidas para microplacas
de 96 pocos e a concentracdo de glicose foi determinada por método enzimatico
colorimétrico utilizando kit comercial (Glicose Enzimatica, Vida Biotecnologia®, Belo
Horizonte, MG, Brasil), conforme as instru¢ées do fabricante. As leituras foram
realizadas por espectrofotometria. Os resultados foram expressos em mg/g de tecido

fresco.

4.7.2 Determinagéo da concentragéo tecidual de glicogénio

A concentracédo de glicogénio nos tecidos foi determinada pelo método
colorimétrico do acido sulfurico-fenol. Para isso, aliquotas da fragao correspondente
foram transferidas para microtubos, submetidas a reagédo com fenol e acido sulfurico
concentrado e a absorbancia foi determinada por espectrofotometria. Os resultados

foram expressos em mg/g de tecido fresco.
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4.7.3 Determinacéo das concentragdes teciduais de colesterol e triacilglicerois

As concentragdes teciduais de colesterol e triacilgliceréis foram
determinadas na fracdo lipidica obtida apdés a extragcdo bioquimica dos tecidos.
Aliqguotas dessa fracao foram transferidas para microplacas de 96 pocos e
submetidas a quantificagcado por método enzimatico colorimétrico, utilizando os kits
comerciais Colesterol Total Enzimatico (Vida Biotecnologia®, Belo Horizonte, MG,
Brasil) e Triglicérides Enzimatico (Bioliquid®, Pinhais, PR, Brasil), conforme as
instrucdes dos respectivos fabricantes. As leituras foram realizadas por

espectrofotometria, e os resultados foram expressos em mg/g de tecido fresco.

4.8 Avaliagdo da homeostase redox

A homeostase redox no figado e nos musculos gastrocnémio e séleo foi
avaliada por meio da determinagdo de marcadores de dano oxidativo, da produgao
de espécies reativas de oxigénio e das defesas antioxidantes dos tecidos. Para isso,
foram utilizados diferentes meios de homogeneizagdo, de acordo com a analise a
ser realizada. Fragmentos do lobo lateral esquerdo hepatico, musculo gastrocnémio
(porcao superficial e intermediaria) e do musculo séleo, previamente armazenados
em ultrafreezer (-80 °C), foram homogeneizados utilizando homogeneizador

Ultra-Turrax (Marconi®) em diferentes solugoes.

1) Para os ensaios de peroxidacao lipidica (TBARS), carbonilagao
proteica, glutationa reduzida (GSH), atividade da catalase (CAT) e atividade da
superéxido dismutase (SOD), os tecidos foram homogeneizados em solugéo salina
tamponada com fosfato (PBS; pH 7,2). A concentragao de proteinas foi determinada
pelo método de Bradford (Bradford, 1976), e os homogenatos foram posteriormente
ajustados para a concentragdo de 1 mg de proteina/mL, utilizada na realizagado dos
ensaios.

2) Para a determinagdo da producdo de anion superdxido pelo
ensaio de reducgao do nitroblue tetrazolium (NBT), os tecidos foram homogeneizados
em solugao de EDTA 2 mM. A quantificagado de proteinas foi realizada pelo método
de Bradford (Bradford, 1976), permitindo a normalizagdo dos resultados obtidos.

3) E para os ensaios de capacidade antioxidante pelo radical ABTS
e de poder antioxidante redutor férrico (FRAP), os tecidos foram homogeneizados

em solugédo de KCI a 1,15%. O sobrenadante obtido foi utilizado nas analises, sendo
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os resultados posteriormente corrigidos pela concentracdo proteica determinada
pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

4.8.1 Determinagéo da peroxidagao lipidica (Ensaio TBARS)

A peroxidagao lipidica foi avaliada pelo método das substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS; Thiobarbituric Acid Reactive Substances), conforme
descrito por Federici et al. (2007). O ensaio baseia-se na reacado entre as
substancias reativas ao acido tiobarbiturico, principalmente o malondialdeido (MDA),
e o acido tiobarbiturico, formando um complexo cromoégeno cuja intensidade é
proporcional ao grau de peroxidacdo lipidica. A absorbancia foi determinada por
espectrofotometria utilizando a diferenga entre os comprimentos de onda de 535 e
572 nm. Os resultados foram normalizados pela concentragcdo de proteinas e

expressos em nmol de MDA/mg de proteina.

4.8.2 Determinagédo da carbonilagdo proteica

A carbonilagao proteica foi determinada conforme o método descrito por
Reznick e Packer (1994). Inicialmente, os homogenatos teciduais foram
centrifugados e as amostras que apresentaram razado de absorbancia A260/A280
inferior a 1,0 foram tratadas com solucao de sulfato de estreptomicina a 1% para
remogao de 4acidos nucleicos. Apds nova centrifugagcdo, o precipitado foi
ressuspendido em cloridrato de guanidina 6 M e incubado a 37 °C. O conteudo de
grupos carbonila foi determinado por espectrofotometria em 370 nm, utilizando curva
padrdao de albumina sérica (BSA; 0,25-2,0 mg/mL) para determinagdo da
concentracdo proteica. Os resultados foram expressos em nmol de grupos

carbonila/mg de proteina.

4.8.3 Determinagédo da produgéo de anion superoxido (NBT)

A producao de anion superoéxido foi estimada pelo ensaio de redugao do
nitroblue tetrazolium (NBT), conforme descrito por Pinho-Ribeiro et al. (2015). O
meétodo baseia-se na reducdo do NBT pelo anion superoxido, formando cristais de
formazana, cuja quantidade formada é diretamente proporcional a produgédo de
anion superoxido na amostra. Os homogenatos teciduais, preparados em solugéo de
EDTA 2 mM, foram incubados com NBT a 37 °C durante 1 hora. Em seguida, a
formazana formada foi solubilizada com hidréxido de potassio (KOH) 2 M e
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dimetilsulfoxido (DMSO), sendo a absorbéancia determinada por espectrofotometria

em 600 nm. Os resultados foram expressos em DO/mg de proteina.

4.8.4 Determinagéo das concentragbes de glutationa reduzida (GSH)

A concentragéo de glutationa reduzida (GSH) foi determinada conforme
0 método descrito por Rahman et al. (2007). O ensaio baseia-se na reagcéo da GSH
com o acido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB), formando o cromoforo amarelo
5-tio-2-nitrobenzoato (TNB), cuja intensidade é proporcional a concentragao de GSH
na amostra. A absorbancia foi determinada por espectrofotometria em 412 nm, e os

resultados foram expressos em ymol de GSH/mg de proteina.

4.8.5 Determinagdo da atividade da catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT) foi determinada conforme o método
descrito por Aebi et al. (1974). O ensaio baseia-se na decomposi¢ado enzimatica do
peréxido de hidrogénio (H:0:), cuja velocidade de consumo foi monitorada por
espectrofotometria. As leituras foram realizadas em 240 nm, em intervalos de 15
segundos, durante 1 minuto e 30 segundos. Os resultados foram expressos em

mM/mg de proteina.

4.8.6 Determinagéo da atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da superodxido dismutase (SOD) foi determinada conforme o
meétodo descrito por Kono (1978). O ensaio baseia-se na inibicdo da redugédo do
nitroblue tetrazolium (NBT) pelo anion superéxido, gerado pela reagdo entre o
cloridrato de hidroxilamina e o oxigénio molecular. A mistura reacional foi composta
por tampao carbonato de sédio (560 mM; pH 10,2), nitroblue tetrazolium (NBT, 96
MM), Triton X-100 (0,6%) e cloridrato de hidroxilamina (20 mM; pH 6,0). A
absorbancia foi determinada por espectrofotometria em 560 nm, com leituras
realizadas a cada 15 segundos, durante 2 minutos. Os resultados foram expressos

em U/mg de proteina (Kono, 1978).

4.8.7 Determinag&o do poder antioxidante redutor férrico (FRAP)
O poder antioxidante redutor férrico foi determinado pelo método Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP), conforme descrito por Pinho-Ribeiro et al.

(2015). O ensaio baseia-se na capacidade dos antioxidantes presentes na amostra
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em reduzir o complexo férrico Fe*-TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) a sua forma
ferrosa (Fe*-TPTZ), formando um complexo de coloragdo azul. As amostras foram
incubadas com o reagente FRAP recém-preparado a 37 °C, durante 30 minutos, e a
absorbancia foi determinada por espectrofotometria em 595 nm. Foi utilizada curva
padrao de Trolox (0,02-20 nmol) para quantificagdo dos resultados, que foram

expressos em nmol de equivalentes de Trolox/mg de proteina.

4.8.8 Determinagdo da capacidade antioxidante total (ABTS)

A capacidade antioxidante total foi determinada pelo ensaio do radical
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), conforme descrito por
Pinho-Ribeiro et al. (2015). O método baseia-se na capacidade dos antioxidantes
presentes na amostra em sequestrar o radical cation ABTSe*, promovendo redugao
da intensidade da coloragao da solugdo. Apos incubagao da amostra com a solugao
de ABTS diluida durante 6 minutos, a absorbancia foi determinada por
espectrofotometria em 730 nm. Os resultados foram expressos em nmol de

equivalentes de Trolox/mg de proteina.

4.9 Avaliagao da infiltragao de células inflamatoérias

A infiltragdo de células inflamatodrias nos tecidos estudados foi avaliada
indiretamente por meio da determinagao das atividades da mieloperoxidase (MPO) e
da N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG), utilizadas como marcadores de infiltragcao de

neutréfilos e macréfagos, respectivamente.

4.9.1 Determinagéo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A atividade da mieloperoxidase (MPO) foi determinada conforme o
método descrito por Bradley et al. (1982). O ensaio baseia-se na oxidagdo da
o-dianisidina catalisada pela MPO na presencga de perdxido de hidrogénio, formando
um composto cromogeno cuja intensidade € proporcional a atividade da enzima.
Para isso, os tecidos foram homogeneizados em tampao fosfato contendo 0,5% de
brometo de hexadeciltrimetiiamonio (HTAB), centrifugados e os sobrenadantes
incubados com o-dianisidina. A absorbancia foi determinada por espectrofotometria
em 450 nm. A atividade da MPO foi expressa como numero de neutréfilos/mg de

tecido, com base em curva padrao de neutrofilos.
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4.9.2 Determinagdo da atividade da N-acetil-3-D-glicosaminidase (NAG)

A atividade da N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) foi determinada
conforme adaptacdo do método descrito por Pinho-Ribeiro et al. (2015). O ensaio
baseia-se na hidrolise do substrato 4-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminida, liberando
p-nitrofenol, cuja intensidade de coloragao € proporcional a atividade enzimatica.
Para isso, 20 pL do sobrenadante obtido no ensaio de MPO foram incubados com
HTAB e o substrato cromogénico a 37 °C durante 10 minutos. A reagao foi
interrompida pela adigao de tampao glicina (pH 10,6) e a absorbancia determinada
por espectrofotometria em 400 nm. A atividade da NAG foi expressa como numero

de macréfagos/mg de tecido, com base em curva padrao de macréfagos.

4.10 Andlise Estatistica

Inicialmente, foi realizada analise descritiva dos dados, seguida da
verificacdo dos pressupostos para a aplicacdo de testes paramétricos. A
normalidade da distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, e a
homogeneidade das variancias, pelo teste de Levene. Para as varidaveis que
atenderam aos pressupostos de normalidade e homogeneidade das variancias, as
comparagdes entre 0os grupos experimentais foram realizadas por analise de
variancia de duas vias (Two-way ANOVA), considerando como fatores
independentes a condigdo de ninhada (NL ou SL) e o tratamento (veiculo ou vitC),
bem como a interagdo ninhada x tratamento. As variaveis que nao apresentaram
distribuicdo normal foram inicialmente submetidas a transformac&o logaritmica.
Quando a transformacgao permitiu o atendimento aos pressupostos do modelo, os
dados transformados foram analisados por Two-way ANOVA, mantendo-se os
mesmos fatores e sua interacdo. Para as variaveis que permaneceram inadequadas
aos pressupostos da ANOVA apds a transformagéo, foram empregados Modelos
Lineares Generalizados (Generalized Linear Models - GENLIN), com distribuicdo de
probabilidade e fungao de ligagao selecionadas de acordo com as caracteristicas e a
distribuicao da variavel dependente.

Em todas as analises fatoriais, foram avaliados os efeitos principais da
condigdo de ninhada e do tratamento, bem como a interagdo entre esses fatores.
Quando identificada interagao estatisticamente significativa, os efeitos principais nao
foram interpretados isoladamente, sendo realizadas comparagdes entre os grupos

com ajuste de Bonferroni para comparacées multiplas. Os resultados das analises
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baseadas em ANOVA foram reportados pela estatistica F, com os respectivos graus
de liberdade e valores de p, enquanto os resultados obtidos pelos modelos GENLIN
foram apresentados pela estatistica Wald x?, acompanhada dos respectivos graus
de liberdade e valores de p. Os dados foram expressos como média * erro padrao

da média (EPM), e o nivel de significancia estatistica adotado foi de 5% (p < 0,05).

5. RESULTADOS
5.1 Avaliacdo dos efeitos da suplementagdo com vitamina C no periodo peripuberal

em ratos com supernutricdo neonatal por redugdo do tamanho da ninhada.

5.1.1 Avaliacdo morfofisiologica
No DPN 60, houve interagao entre os os fatores ninhada (NL ou SL) e

tratamento (veiculo ou vitamina C) no ganho de peso corporal, sendo observado
aumento deste parametro nos grupos SlL-veiculo e NL-vitC em comparagdo do
grupo NL-veiculo (Figura 2A; Tabela 1). Em relagdo a ingestdo alimentar, ndo houve
interacdo entre os fatores; entretanto, os animais SL apresentaram menor ingestao
alimentar em comparagdo aos animais NL, enquanto a suplementacdo com vitC
promoveu reducdo dessa analise, independentemente da condicdo nutricional
neonatal, ou seja, no grupo NL e SL (Figura 2B; Tabela 1). Para a eficiéncia
energética, também foi observada interagdo entre os fatores, também evidenciada
por aumento deste parametro nos grupos SL-veiculo e NL-vitC em comparacao do
grupo NL-veiculo (Figura 2C; Tabela 1).

No DPN 90, ndo foi observada interagao entre os fatores para o ganho
de peso corporal. Entretanto, os animais SL apresentaram maior ganho de peso em
comparagao aos animais NL, enquanto a suplementagdo com vitC reduziu este
parametro, independentemente da condigao nutricional neonatal (Figura 2A; Tabela
1). Em relac&o a ingestdo alimentar, houve interagdo entre os fatores, caracterizada
pela redugdo nos animais NL suplementados com vitC, em relagcdo ao grupo
NL-veiculo, e aumento nos animais SL tratados com vitC, comparado ao grupo
SL-veiculo (Figura 2B; Tabela 1). Em relacdo a eficiéncia energética, nao foi
observada interacdo entre os fatores; contudo, os animais SL apresentaram maior
eficiéncia energética quando comparados aos animais NL, independentemente do

tratamento (Figura 2C; Tabela 1).
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Figura 2. Perfil morfométrico e parametros relacionados ao balang¢o energético dos grupos
NL-Veiculo, NL-vitC, SL-Veiculo e SL-vitC nos DPN 60 e 90. Ganho de peso corporal durante o
periodo experimental (DPN 30-60 e DPN 60-90) (A), ingestao alimentar (g/100 g de peso corporal) (B)
e eficiéncia energética (g/g) (C). Os dados estdo apresentados para as avaliagdes imediata (DPN 60)
e tardia (DPN 90). Os resultados sédo expressos como média £+ EPM (n=12-15/grupo). * p<0,05 para
comparagao entre tratamentos; # p<0,05 para comparagao entre ninhadas.

No DPN 60 foi observada interacdo entre os fatores para o indice de
Lee. Houve aumento no indice de Lee no grupo SL-veiculo em relagao ao respectivo
grupo NL, e a suplementagao com vitC promoveu aumento desse indice nos animais
NL (Figura 3A; Tabela 1). Em relacdo aos tecidos adiposos, os animais SL
apresentaram maior peso relativo dos tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal
em comparagao aos animais NL, independentemente do tratamento (Figura 3B, C;
Tabela 1).

No DPN 90, os animais SL apresentaram maior indice de Lee em
relagcdo aos animais NL, sem efeito da suplementagcdo com vitC (Figura 3A; Tabela
1). Os animais SL apresentaram maior peso relativo dos tecidos adiposos epididimal
e retroperitoneal, e a suplementacdo com VitC reduziu esses parametros,

independentemente da condi¢ao nutricional neonatal (Figura 3B, C; Tabela 1).
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Figura 3. indice de Lee e adiposidade dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC, SL-Veiculo e SL-vitC nos
DPN 60 e 90. indice de Lee (g*1/3/cm) (A), peso relativo do tecido adiposo epididimal (g/100 g de
peso corporal) (B) e peso relativo do tecido adiposo retroperitoneal (g/100 g de peso corporal) (C). Os
dados estdo apresentados para as avaliagbes imediata (DPN 60) e tardia (DPN 90). Os resultados
sdo expressos como média + EPM (n=12-15/grupo). * p<0,05 para comparagao entre tratamentos; #
p<0,05 para comparagao entre ninhadas.

5.1.2 Avaliacdo da Homeostase glicémica

No DPN 60, foi observada interagdao na glicemia plasmatica. Os animais
SL-veiculo apresentaram maiores concentracbes plasmaticas de glicose em
comparagao aos animais NL-veiculo, e a suplementagdo com vitC reduziu este
parametro nos animais SL, mas ainda apresentaram maiores valores de glicemia,
comparado aos animais NL-veiculo (Figura 4A; Tabela 1). Para a concentragao
plasmatica de insulina, ndo foi observado efeito da condigdo nutricional neonatal;
entretanto, a suplementacdo com vitC aumentou as concentracdes de insulina
plasmatica, independentemente da condi¢ao nutricional neonatal (Figura 4B; Tabela
1). Também foi observada interagao entre os fatores para a area sob a curva (AUC)
do GTT. Os animais SL-veiculo apresentaram maior AUC em comparagdo aos

animais NL-veiculo, enquanto a suplementagdo com vitC reduziu esse parametro
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nos animais SL (Figura 4C; Tabela 1). No DPN 90, apesar da interagao entre os
fatores, n&o foi observada diferenga na glicemia plasmatica entre os grupos (Figura
4A; Tabela 1). Em relagdo a concentragdao plasmatica de insulina, os animais SL
apresentaram menores concentracbes em comparagdo aos animais NL,
independentemente da suplementagdo com vitC (Figura 4B; Tabela 1). Nao foi
observada interacdo entre os fatores para a AUC do GTT, porém, os animais SL
apresentaram maior AUC em relagdo aos animais NL, enquanto a suplementacao
com vitC reduziu a intolerancia a glicose, independentemente da condi¢cao

nutricional neonatal (Figura 4C; Tabela 1).
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Figura 4. Perfil glicémico dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC, SL-Veiculo e SL-vitC nos DPN 60 e
90. Glicemia plasmatica (mg/dL) (A), insulina plasmatica (ulU/mL) (B) e area sob a curva (AUC) do
teste de tolerancia a glicose (GTT) (mg-min/dL) (C). Os dados estado apresentados para as avaliagdes
imediata (DPN 60) e tardia (DPN 90). Os resultados sdo expressos como meédia + EPM
(n=10-15/grupo). * p<0,05 para comparacdo entre tratamentos; # p<0,05 para comparagdo entre
ninhadas.

No DPN 60, os indices TyG, HOMA-IR e HOMA-f n&do diferiram entre os
grupos experimentais (Figura 5A, B, C; Tabela 1). Ja no DPN 90, o indice TyG e o
HOMA-IR foram maiores nos animais SL em comparacdo aos animais NL, sem
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efeitos da vitC (Figura 5A, B; Tabela 1). Em contrapartida, para o indice HOMA-, os
animais SL apresentaram menores valores quando comparados aos animais NL,
enquanto a suplementacado com vitC elevou este parametro, independentemente da

condigao nutricional neonatal (Figura 5C; Tabela 1).
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Figura 5. indices indiretos de sensibilidade a insulina dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC,
SL-Veiculo e SL-vitC nos DPN 60 e 90. indice TyG (A), indice HOMA-IR (B) e indice HOMA-B (C).
Os dados estao apresentados para as avaliagdes imediata (DPN 60) e tardia (DPN 90). Os resultados
sd0 expressos como média + EPM (n=9-15/grupo). * p<0,05 para comparagao entre tratamentos; #
p<0,05 para comparagao entre ninhadas.

5.1.3 Avaliacao do perfil lipidico

No DPN 60, nado foi observada interagdo entre os fatores para as
concentragbes plasmaticas de triacilglicerdis, porém os animais SL apresentaram
valores menores em comparagdo aos animais NL, sem efeito da vitC (Figura 6A;
Tabela 1). As concentragdes plasmaticas de colesterol total ndo diferiram entre os
grupos experimentais (Figura 6B; Tabela 1). Em relagdo ao colesterol-HDL, nao
houve interacdo entre os fatores; entretanto, a suplementagcdo com vitC promoveu
aumento desse parametro, independentemente da condicdo nutricional neonatal

(Figura 6C; Tabela 1). No DPN 90, também nao foi observada interacéo entre os
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fatores para as concentragbes plasmaticas de triacilgliceroéis, porém, diferentemente
do protocolo anterior, os animais SL apresentaram valores maiores em comparacao
aos animais NL, sem efeito da vitC (Figura 6A; Tabela 1). Para o colesterol total, foi
observada interacdo entre os fatores, caracterizada pela redugédo das concentragbes
plasmaticas apenas nos animais NL suplementados com vitC, em relagdo aos
grupos NL-veiculo e Sl-vitC (Figura 6B; Tabela 1). Da mesma forma, foi observada
interagdo para o colesterol-HDL, caracterizada por sua redugdo nos animais NL

suplementados com vitC e SL-veiculo, em relagédo ao grupo NL-veiculo (Figura 6C;

Tabela 1).
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Figura 6. Perfil lipidico dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC, SL-Veiculo e SL-vitC nos DPN 60 e 90.
Triacilgliceréis plasmaticos (mg/dL) (A), colesterol total plasmatico (mg/dL) (B) e HDL-colesterol
plasmatico (mg/dL) (C). Os dados estdo apresentados para as avalia¢cdes imediata (DPN 60) e tardia
(DPN 90). Os resultados sao expressos como média + EPM (n=9-15/grupo). * p<0,05 para
comparagao entre tratamentos; # p<0,05 para comparagdo entre ninhadas.

Tabela 1. Descricdo estatistica referente ao perfil morfofisiolégico, a homeostase glicémica e
sensibilidade a insulina, e ao perfil lipidico plasmatico dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC, SL-Veiculo e
SL-vitC, avaliados nos DPN 60 e 90. Os valores correspondem a estatistica de teste (F ou Wald x3) e
ao respectivo valor de p, obtidos pela analise two-way ANOVA, considerando os fatores: condigao
nutricional neonatal (SL ou NL) e tratamento (vitC ou veiculo), bem como a interagdo. Para as
variaveis cujos residuos nao atenderam aos pressupostos de normalidade (teste de Shapiro-Wilk)
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e/ou de homogeneidade de varidncias (teste de Levene), foi utilizado modelo linear generalizado,

sendo a estatistica de teste expressa como Wald 2. p<0,05.

DPN 60 DPN 90

Variavel Ninhada Tratamento Interagao Ninhada Tratamento Interagao
SL/NL VitC/Veiculo SL/NL VitC/Veiculo

Perfil morfofisiolégico

Ganho de peso F1,43=1.99 F1,43=0.001 F1,43=7.61 F1,490=8.68 F1,49=4.33 F1,40=1.34

corporal p=0.165 p=0.976 p=0.008 p=0.005 p=0.043 p=0.252

Ingest&o alimentar F1,46=19.62 F1,46=6.43 F1,46=0.23 F1,46=1.49 F1,48=0.48 F1,48=12.97
p<0.0001 p=0.015 p=0.637 p=0.228 p=0.494 p=0.001

Eficiéncia energética  Wald x2,=68.92 Wald x%,=9.82 Wald x?,=21.783 | F1,49=5.61 F1,49=1.91 F1,49=0.43
p<0.0001 p=0.002 p<0.0001 p=0.022 p=0.174 p=0.837

indice de Lee F1,42=4.13 F1,42=2.95 F1,42=9.45 F1,47=27.93 F1,47=3.50 F1,47=0.96
p=0.049 p=0.093 p=0.004 p<0.0001 p=0.067 p=0.332

Tecido adiposo F1,42=9.91 F1,42=.035 F1,42=.370 Wald ¥?,=22.20 Wald ¥2,=8.03 Wald x2,=0.192

retroperitoneal p=0.003 p=0.852 p=0.546 p<0.0001 p=0.005 p=0.661

Tecido adiposo Wald x*=8.46 Wald Wald x2,=0.398 F1,47=35.20 F1,47=5.55 F1,47=0.33

epididimal p=0.004 x?,=0.709 p=0.528 p<0.0001 p=0.023 p=0.571

p=0.400

Homeostase

glicémica

AUC GTT F1,39=3.70 F1,39=2.46 F1,39=4.48 F1,47=38.78 F1,41=14.73 F1,47=0.56
p=0.062 p=0.125 p=0.041 p<0.0001 p<0.0001 p=0.457

Glicemia plasmatica Wald x%,=47.09 Wald x?,=4.87 Wald x*,=7.91 Wald x*,=0.34 Wald Wald x2,=4.82
p<0.001 p=0.027 p=0.005 p=0.561 x%=0.012 p=0.028

p=0.914

Insulina plasmatica Wald ¥2,=1.89  Wald x%,=6.96 Wald x*,=0.45 F1,35=12.71 F1,35=0.001 F1,35=2.77
p=0.17 p=0.008 p=0.504 p=0.001 p=0.976 p=0.105

indice TyG F1,46=0.01 F1,46=2.06 F1,46=0.02 F1,37=5.42 F1,37=0.37 F1,37=2.25
p=0.922 p=0.158 p=0.896 p=0.025 p=0.546 p=0.142

indice HOMA-IR F1,34=3.17 F1,34=0.1 F1,34=1.6 Wald x2,=8.04 Wald x2,=0.09 Wald x*,=0.504
p=0.084 p=0.752 p=0.215 p=0.005 p=0.767 p=0.478

indice HOMA-Beta F1,34=1.34 F1,34=0.03 F1,34=0.25 F1,34=24.34 F1,34=5.2 F1,34=0.87
p=0.255 p=0.864 p=0.624 p<0.0001 p=0.029 p=0.357

Perfil lipidico

Triacilglicerdis F1,46=4.97 F1,46=.344 F1,46=0.49 F1,39=7.01 F1,39=0.42 F1,39=1.44
p=0.031 p=0.560 p=0.825 p=0.012 p=0.519 p=0.237

Colesterol total F1,48=1.09 F1,48=1.61 F1,46=0.03 Wald )51=1 71 Wald x?,=4.66 Wald x?,=5.47
p=0.302 p=0.210 p=0.856 p=0.191 p=0.031 p=0.019

Colesterol-HDL F1,47=0.76 F1,47=8.31 F1,47=2.39 F1,42=4.37 F1,42=1.91 F1,42=9.12
p=0.784 p=0.006 p=0.129 p=0.043 p=0.174 p=0.004

Apdés a avaliagdo morfofisiolégica e metabdlica sistémica, foram

avaliados os efeitos da suplementacdo com vitC sobre o metabolismo tecidual,
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homeostase redox e infiltracdo inflamatdria no figado, musculo gastrocnémio e

musculo s6leo de animais com supernutri¢ao lactacional.

5.2 Avaliagdo do metabolismo tecidual, homeostase redox e infiltragcdo inflamatéria:

Figado
5.2.1 Metabolismo tecidual

No metabolismo lipidico hepatico, neste primeiro momento (DPN_60),
nao foi observada interacdo entre os fatores para as quantificagdes do conteudo de
triacilglicerdis e colesterol. Os animais SL apresentaram maiores concentracdes de
triacilglicer6is e menores concentracbes de colesterol total, em comparagdo aos

animais NL, sem efeito da suplementagdo com vitC (Figura 7A, B; Tabela 2).

No DPN 90, também n&o foi observada interagao entre os fatores para o
conteudo hepatico de triacilglicerdis. Os animais SL apresentaram aumento de
conteudo hepatico de triacilglicerois em comparagdao aos animais NL, enquanto a
suplementacdo com vitC promoveu sua reducgado, independentemente da condigao
nutricional neonatal (Figura 7A; Tabela 2). A quantidade hepatica de colesterol n&o

diferiu entre os grupos experimentais (Figura 7B; Tabela 2).
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Figura 7. Metabolismo lipidico hepatico dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC, SL-Veiculo e SL-vitC
nos DPN 60 e 90. Concentracdo hepatica de triacilglicerdis (mg/g de tecido fresco) (A) e colesterol
(mg/g de tecido fresco) (B). Os dados estdo apresentados para as avaliagbes imediata (DPN 60) e
tardia (DPN 90). Os resultados sao expressos como média + EPM (n=8-12/grupo). * p<0,05 para

comparagao entre tratamentos; # p<0,05 para comparacgao entre ninhadas.

Em relagdo ao metabolismo glicidico hepatico, no DPN 60, foi observada
interacdo entre os fatores para o conteudo de glicogénio, evidenciada pelo seu
aumento nos grupos SL-veiculo e NL suplementados com vitC, em comparagao ao
grupo NL-veiculo, enquanto nos animais SL a suplementagdo promoveu sua
reducdo, em relagdo a esses dois grupos em que houve o aumento (Figura 8A;
Tabela 2). Da mesma forma, foi observada interagao para a quantidade hepatica de
glicose, caracterizada pela sua redugao nos animais NL suplementados com viiC, ao
passo que houve aumento do conteudo hepatico de glicose nos animais SL-vitC, em

relacdo ao respectivo grupo NL (Figura 8B; Tabela 2). No DPN 90, também foram
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observadas interacbes entre os fatores para as quantificacdes de glicogénio e
glicose. Para o glicogénio, houve aumento no grupo SL-veiculo, em relagdo ao
NL-veiculo, e a suplementagdo com vitC promoveu sua reducdo nos animais SL,
comparado aos seus respectivos controles (Figura 8A; Tabela 2). O conteudo
hepatico de glicose foi aumentado e reduzido nos grupos NL e SL, respectivamente,
em relagao aos respectivos veiculos, sendo menor no SL-vitC em relagdo ao NL-vitC
(Figura 8B; Tabela 2).
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Figura 8. Metabolismo glicidico hepatico dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC, SL-Veiculo e SL-vitC
nos DPN 60 e 90. Concentragado hepatica de glicogénio (mg/g de tecido fresco) (A) e glicose (mg/g
de tecido fresco) (B). Os dados estao apresentados para as avaliagdes imediata (DPN 60) e tardia
(DPN 90). Os resultados sdo expressos como média + EPM (n=8-12/grupo). * p<0,05 para
comparagao entre tratamentos; # p<0,05 para comparagao entre ninhadas.

5.2.2 Infiltrac&o inflamatdria

No DPN 60, nado foi observada interagcdo entre os fatores para as

atividades hepaticas de MPO e NAG. Também ndo houve efeito da condi¢ao
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nutricional neonatal sobre a atividade dessas enzimas; entretanto, a suplementagao
com vitC promoveu reducéo das atividades de MPO e NAG (Figura 9; Tabela 2). No
DPN 90, também n&o foi observada interacdo entre os fatores para as atividades
hepaticas de MPO e NAG. Para ambas as enzimas, os animais SL apresentaram
menor atividade em comparagdo aos animais NL, independentemente da

suplementagado com vitC (Figura 9; Tabela 2).
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Figura 9. Infiltragdo inflamatéria hepatica dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC, SL-Veiculo e SL-vitC
nos DPN 60 e 90. Atividade hepatica da mieloperoxidase (MPO) (U/mg de tecido) (A) e da
N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) (U/mg de tecido) (B). Os dados estdo apresentados para as
avaliagbes imediata (DPN 60) e tardia (DPN 90). Os resultados sdo expressos como média + EPM
(n=9-10/grupo). * p<0,05 para comparagao entre tratamentos; # p<0,05 para comparagdo entre
ninhadas.

5.2.3 Marcadores pré-oxidativos

No DPN 60, ndo foi observada interagcdo entre os fatores para a
peroxidagao lipidica hepatica, avaliada pelos niveis de MDA, nem para a redugao do
NBT. Os animais SL apresentaram maiores niveis de MDA em comparagado aos

animais NL, independentemente da suplementagdo com vitC (Figura 10A; Tabela 2).
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Para a reducao do NBT, ndo foram observados efeitos da condi¢cdo nutricional
neonatal, da vitC ou da interagédo entre os fatores (Figura 10C; Tabela 2). Em relag&o
a carbonilagdo proteica (PCO), foi observada interagdo, caracterizada pelo seu
aumento apenas nos animais NL suplementados com vitC, em comparagcdo ao
respectivo veiculo (Figura 10B; Tabela 2). No DPN 90, nao foram observados efeitos
da condicao nutricional neonatal, da suplementacdo com vitC ou da interacao entre
os fatores para as avaliagbes hepaticas de peroxidagéo lipidica (MDA), PCO e
reducao do NBT (Figura 10; Tabela 2).
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Figura 10. Marcadores pré-oxidantes hepaticos dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC, SL-Veiculo e
SL-vitC nos DPN 60 e 90. Concentragdo hepatica de malondialdeido (MDA) (nmol/mg de proteina)
(A), carbonilagéo proteica (PCO) (nmol/mg de proteina) (B) e redugéo do nitroblue tetrazolium (NBT)
(DO/mg de tecido) (C). Os dados estao apresentados para as avaliagdes imediata (DPN 60) e tardia
(DPN 90). Os resultados sao expressos como média £+ EPM (n=8-12/grupo). * p<0,05 para
comparagao entre tratamentos; # p<0,05 para comparacéo entre ninhadas.

5.2.4 Avaliacdo de defesas antioxidantes

Em relagdo ao sistema de defesas antioxidantes, no DPN 60, nao foi

observada interacao entre os fatores para as concentragdes hepaticas de GSH, nem
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para as atividades da SOD e da catalase. Em relagdo a atividade da SOD e
catalase, nao foram observados efeitos da condicdo nutricional neonatal ou da
suplementagao com vitC (Figura 11A, B; Tabela 2). As concentragdes de GSH foram
maiores nos animais SL em comparagao aos animais NL, sendo aumentadas pela
suplementagcao com vitC, independentemente da condigdo nutricional neonatal
(Figura 11C; Tabela 2). No DPN 90, foi observada interagcdo entre os fatores na
atividade da SOD, caracterizada pelo aumento apenas nos animais NL
suplementados com vitC, comparados ao NL-veiculo e SL-vitC (Figura 11A; Tabela
2). Em relacdo a atividade da CAT, nao houve interagdo; entretanto, a
suplementagdo com vitC promoveu seu aumento (Figura 11B; Tabela 2). Foi
observada interacdo entre os fatores para as concentragcdes hepaticas de GSH,
caracterizada pela sua redugcdo nos animais NL suplementados com VvitC,

comparados ao NL-veiculo e SL-vitC (Figura 11C; Tabela 2).
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Figura 11. Defesas antioxidantes hepaticas dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC, SL-Veiculo e
SL-vitC nos DPN 60 e 90. Atividade hepatica da superdxido dismutase (SOD) (U/mg de proteina)
(A), atividade da catalase (CAT) (ug/mg de proteina) (B) e concentragéo de glutationa reduzida (GSH)
(nmol/mg de proteina) (C). Os dados estdo apresentados para as avaliagbes imediata (DPN 60) e
tardia (DPN 90). Os resultados sdo expressos como meédia + EPM (n=10/grupo). * p<0,05 para
comparagao entre tratamentos; # p<0,05 para comparagao entre ninhadas.



59

Em relagdo a capacidade antioxidante do figado, no DPN 60, nao foi
observada interacdo entre os fatores para o poder redutor férrico (FRAP), nem
efeitos da condicao nutricional neonatal ou da suplementagdo com vitC (Figura 12A;
Tabela 2). Relativamente a capacidade antioxidante total (ABTS), foi observada
interacdo entre os fatores, caracterizada pela sua redugao apenas nos animais SL
tratados com vitC, em relacdo aos seus controles (Figura 12B; Tabela 2). No DPN
90, ndao houve interacdo para o FRAP. Entretanto, os animais SL apresentaram
aumento em comparacao aos animais NL, sem efeito da suplementagdo com vitC
(Figura 12A; Tabela 2). O ABTS nao diferiu entre os grupos experimentais (Figura
12B; Tabela 2).
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Figura 12. Capacidade antioxidante hepatica dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC, SL-Veiculo e
SL-vitC nos DPN 60 e 90. Poder antioxidante redutor férrico (FRAP) (nmol Trolox/mg de proteina) (A)
e capacidade antioxidante total determinada pelo método ABTS (nmol Trolox/mg de proteina) (B). Os
dados estdo apresentados para as avaliagdes imediata (DPN 60) e tardia (DPN 90). Os resultados
sdo expressos como média £+ EPM (n=10-12/grupo). * p<0,05 para comparacgao entre tratamentos; #
p<0,05 para comparagao entre ninhadas.

Tabela 2. Descrigdo estatistica referente ao metabolismo tecidual, a infiliragdo inflamatéria, aos
marcadores pro-oxidativos e as defesas antioxidantes no figado dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC,
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SL-Veiculo e SL-vitC, avaliados nos DPN 60 e 90. Os valores correspondem a estatistica de teste (F
ou Wald x?) e ao respectivo valor de p, obtidos pela analise two-way ANOVA, considerando os
fatores: condicdo nutricional neonatal (SL ou NL) e tratamento (vitC ou veiculo), bem como a
interagdo. Para as variaveis cujos residuos ndo atenderam aos pressupostos de normalidade (teste
de Shapiro-Wilk) e/ou de homogeneidade de variancias (teste de Levene), foi utilizado modelo linear
generalizado, sendo a estatistica de teste expressa como Wald x2. p<0,05.

. DPN 60 DPN 90
Variavel Ninhada Tratamento Interagcao Ninhada Tratamento Interacao
SL/NL VitC/Veiculo SL/NL VitC/Veiculo

Figado

Metabolismo tecidual

Triacilglicerol F1,34=7.26 F1,34=0.45 F1,34=0.007 F1,31=44.59 F1,31=9.14 F1,31=0.11
p=0.011 p=0.506 p=0.932 p<0.0001 p=0.005 p=0.918

Colesterol F1,31=19.74 F1,31=0.33 F1,31=3.582 F1,33=2.99 F1,33=0.02 F1,33=1.06
p<0.0001 p=0.571 p=0.068 p=0.093 p=0.888 p=0.311

Glicogénio F1,38=7.00 F1,38=12.03 F1,38=99.37 F1,26=0.12 F1,26=7.82 F1,26=13.93
p=0.012 p=0.001 p<0.0001 p=0.732 p=0.01 p=0.001

Glicose F1,38=18.02 F1,38=3.59 F1,38=16.51 F1,28=8.22 F1,26=0.082 F1,286=13.56
p=<0.0001 p=0.066 p<0.0001 p=0.08 p=0.776 p=0.001

Infiltragdo

inflamatéria

Atividade MPO F1,32=3.51 F1,32=4.98 F1,32=0.77 F1,32=11.48 F1,32=0.12 F1,32=1.54
p=0.07 p=0.033 p=0.386 p=0.002 p=0.734 p=0.224

Atividade NAG F1,29=3.08 F1,29=8.49 F1,20=2.24 F1,33=13.12 F1,33=0.58 F1,23=0.29
p=0.09 p=0.007 p=0.146 p=0.001 p=0.452 p=0.593

Marcadores

pro-oxidativos

Malondialdeido F1,23=6.20 F1,23=2.24 F1,23=0.53 F1,36=0.01 F1,36=1.81 F1,36=0.17

(MDA) p=0.020 p=0.148 p=0.476 p=0.909 p=0.187 p=0.684

Carbonilagéo proteica Wald x2,=0.350 Wald x2,=3.252 Wald x*=9.342 | F1,26=3.59 F1,26=2.71 F1,26=1.62

(PCO) p=0.554 p=0.071 p=0.002 p=0.069 p=0.112 p=0.215

Reducgdo de NBT F1,31=2.57 F1,31=0.33 F1,31=0.42 F1,31=0.04 F1,31=0.88 F1,31=1.07
p=0.119 p=0.570 p=0.524 p=0.847 p=0.355 p=0.309

Defesa antioxidante

Glutationa reduzida F1,27=35.30 F1,27=5.32 F1,27=0.09 F1,35=7.04 F1,35=0.23 F1,35=9.50

(GSH) p<0.0001 p=0.029 p=0.769 p=0.012 p=0.637 p=0.004

Superoéxido Wald ¥3,=0.325 Wald ¥%,=3.075 Wald x%,=0.583 | Wald x*=18.28 Wald x2,=13.56 Wald x*=16.62

dismutase (SOD) p=0.568 p=0.079 p=0.445 p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001

Catalase (CAT) F1,28=.084 F1,.28=.707 F1,26=.006 F1,34=0.52 F1,34=6.22 F1,24=0.01
p=0.774 p=0.407 p=0.940 p=0.4740 p=0.018 p=0.918

Poder redutor férrico F1,34=.002 F1,34=.019 F1,34=1.08 F1,31=5.53 F1,31=3.41 F1,31=3.60

(FRAP) p=0.962 p=0.891 p=0.307 p=0.026 p=0.075 p=0.067

Capacidade F1,34=12.36 F1,34=2.33 F1,34=4.25 F1,31=1.24 F1.31=0.38 F131=1.85

antioxidante (ABTS)  p=0.001 p=0.136 p=0.047 p=0.274 p=0.541 p=0.184
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5.3 Avaliagdo do metabolismo tecidual, homeostase redox e infiltragdo inflamatoéria:

Musculo Gastrocnémio

Em relagdo a massa relativa do musculo gastrocnémio, no DPN 60 n&o
foi observada interagcdo entre os fatores avaliados. Houve efeito da condi¢ao
nutricional neonatal, onde os animais SL apresentaram menor massa relativa do
musculo gastrocnémio em comparagao aos animais NL, sem efeitos da vitC (Figura
13; Tabela 3). No DPN 90, ndo houve interagcéo entre os fatores, tampouco efeitos
da condicao nutricional neonatal ou da suplementagdo com vitC sobre essa analise
(Figura 13; Tabela 3).
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Figura 13. Massa relativa do musculo gastrocnémio dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC,
SL-Veiculo e SL-vitC nos DPN 60 e 90. Massa relativa do musculo gastrocnémio (g/100 g de peso
corporal) (A). Os dados estdo apresentados para as avaliagdes imediata (DPN 60) e tardia (DPN 90).
Os resultados sdo expressos como média + EPM (n=13-15/grupo). * p<0,05 para comparagao entre
tratamentos; # p<0,05 para comparagao entre ninhadas.

5.3.1 Metabolismo tecidual

Em relagdo ao metabolismo lipidico no respectivo musculo, no DPN 60,
foi observada interacdo para a quantidade de triacilglicerdis, evidenciada por
aumento nos animals SL-veiculo e NL suplementados com vitC, em comparagao aos
NL-veiculo (Figura 14A; Tabela 3). Em relacdo a quantidade de colesterol, também
foi observada interacdo entre os fatores, demonstrada pela maior quantidade de

colesterol no grupo SL-veiculo, em comparagao ao grupo NL-veiculo, e pela sua
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reducao induzida pela vitC nos animais SL. (Figura 14B; Tabela 3). No DPN 90, nao
foi observada interagdo entre os fatores para a quantificagdo de triacilglicerois.
Também ndo houve efeito da condicdo nutricional neonatal; entretanto, a
suplementagao com vitC promoveu seu aumento (Figura 14A; Tabela 3). Ja em
relacdo ao colesterol, foi observada interagdo, caracterizada pelo seu aumento
apenas nos animais SL suplementados com vitC, em relagdo aos controles (Figura
14B; Tabela 3).
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Figura 14. Metabolismo lipidico do musculo gastrocnémio dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC,
SL-Veiculo e SL-vitC nos DPN 60 e 90. Concentragao de triacilglicerdis (mg/g de tecido fresco) (A) e
colesterol (mg/g de tecido fresco) (B). Os dados estdo apresentados para as avaliagdes imediata
(DPN 60) e tardia (DPN 90). Os resultados sdo expressos como média + EPM (n=8-12/grupo). *
p<0,05 para comparagao entre tratamentos; # p<0,05 para comparacgao entre ninhadas.

Ja em relagcdo ao metabolismo glicidico no respectivo musculo, no DPN

60, foi observada interacdo entre os fatores para a quantificagdo de glicogénio,
caracterizada pelo seu aumento apenas nos animais NL suplementados com VvitC,

em comparacgao aos grupos NL-veiculo e SL-vitC (Figura 15A; Tabela 3). Em relagao
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a glicose, nao foi observada interagcao ou efeito da condicdo nutricional neonatal;
entretanto, a suplementagcdo com vitC promoveu seu aumento (Figura 15B; Tabela
3). No DPN 90, ndo houve diferenga entre os grupos experimentais em relagao a

essas duas analises (Figura 15A, B; Tabela 3).
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Figura 15. Metabolismo glicidico do musculo gastrocnémio dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC,
SL-Veiculo e SL-vitC nos DPN 60 e 90. Concentracdo de glicogénio (mg/g de tecido fresco) (A) e
glicose (mg/g de tecido fresco) (B). Os dados estao apresentados para as avaliagées imediata (DPN
60) e tardia (DPN 90). Os resultados s&o expressos como média + EPM (n=8-12/grupo). * p<0,05
para comparagao entre tratamentos; # p<0,05 para comparagéo entre ninhadas.

5.3.2 Infiltracdo inflamatéria

No DPN 60, ndo foram observados efeitos da condicdo nutricional
neonatal ou suplementacéo, e interagao entre os fatores para as atividades de MPO
e NAG no musculo gastrocnémio (Figura 16A; Tabela 3). Em relagdo a atividade de
NAG, nao foram observados efeitos da suplementagao ou interagao; entretanto, os
animais SL apresentaram menor atividade dessa enzima em comparagao aos
animais NL (Figura 16B; Tabela 3).
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No DPN 90, foi observada interacao para as atividades de MPO e NAG.
Para a atividade de MPO, a suplementagcdo com vitC promoveu sua redug¢ao nos
animais SL, em comparagao aos seus controles (Figura 16A; Tabela 3). Da mesma
forma, para a atividade de NAG, a vitC promoveu seu aumento nos animais SL,
comparados aos animais SL-veiculo e NL-vitC. Além disso, houve redugao do NAG

no grupo SL-veiculo em relagdo ao NL-veiculo (Figura 16B; Tabela 3).
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Figura 16. Infiltragdo inflamatdria do musculo gastrocnémio dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC,
SL-Veiculo e SL-vitC nos DPN 60 e 90. Atividade da mieloperoxidase (MPO) (U/mg de tecido) (A) e
da N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) (U/mg de tecido) (B). Os dados estdo apresentados para as
avaliagbes imediata (DPN 60) e tardia (DPN 90). Os resultados sao expressos como média + EPM

(n=9-10/grupo). * p<0,05 para comparagédo entre tratamentos; # p<0,05 para comparagdo entre
ninhadas.

5.3.3 Marcadores pré-oxidativos

No DPN 60, nao foi observada interagdo para os niveis de MDA, PCO e
reducao do NBT no musculo gastrocnémio. As concentragbes de MDA e PCO nao

diferiram entre os grupos experimentais (Figura 17A, B; Tabela 3). Em relacdo a
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redugcéo do NBT, os animais SL apresentaram aumento em comparagao aos animais
NL, sendo também aumentados pela suplementagdo com vitC (Figura 17C; Tabela
3). No DPN 90, também ndo foi observada interagdo para os marcadores
pré-oxidativos avaliados. As concentragdes de MDA nao diferiram entre os grupos
experimentais (Figura 17A; Tabela 3). Em relagio a PCO, os animais SL
apresentaram aumento em comparagédo aos animais NL, sem efeito da vitC (Figura
17B; Tabela 3). Por outro lado, a reducédo do NBT foi menor nos animais SL em

comparagao aos animais NL, sem efeito da vitC (Figura 17C; Tabela 3).
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Figura 17. Marcadores pré-oxidantes do musculo gastrocnémio dos grupos NL-Veiculo,
NL-vitC, SL-Veiculo e SL-vitC nos DPN 60 e 90. Concentragao de malondialdeido (MDA) (nmol/mg
de proteina) (A), carbonilagdo proteica (PCO) (nmol/mg de proteina) (B) e redugao do nitroblue
tetrazolium (NBT) (DO/mg de tecido) (C). Os dados estdo apresentados para as avaliagdes imediata
(DPN 60) e tardia (DPN 90). Os resultados sdo expressos como média + EPM (n=8-12/grupo). *
p<0,05 para comparacgao entre tratamentos; # p<0,05 para comparagao entre ninhadas.

5.3.4 Avaliacédo das defesas antioxidantes

Em relagdo ao sistema de defesas antioxidantes, no DPN 60, nao foi
observada interacio para as concentracdes de GSH e atividade da SOD. A atividade

da SOD nao diferiu entre os grupos experimentais (Figura 18A; Tabela 3). Em
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relacdo a atividade da catalase, foi observada interacdo, caracterizada pela sua
reducdo nos animais SL suplementados com vitC, em relacdo ao seu respectivo
veiculo (Figura 18B; Tabela 3). A concentragdo de GSH foi maior nos animais SL em
comparagao aos animais NL, sem efeito da vitC (Figura 18C; Tabela 3). No DPN 90,
ndao foram observadas diferengas na atividade da SOD entre os grupos
experimentais (Figura 18A; Tabela 3). Foi observada interacdo para as
concentracbes de GSH e para a atividade da CAT. Essa interagao foi evidenciada
pelo aumento da atividade da CAT e GSH nos animais SL-vitC, comparados aos

seus controles (Figura 18B, C; Tabela 3).
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Figura 18. Defesas antioxidantes do musculo gastrocnémio dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC,
SL-Veiculo e SL-vitC nos DPN 60 e 90. Atividade da superéxido dismutase (SOD) (U/mg de
proteina) (A), atividade da catalase (CAT) (ug/mg de proteina) (B) e concentragdo de glutationa
reduzida (GSH) (nmol/mg de proteina) (C). Os dados estdo apresentados para as avaliagdes imediata

(DPN 60) e tardia (DPN 90). Os resultados sao expressos como média £+ EPM (n=10/grupo). * p<0,05
para comparagao entre tratamentos; # p<0,05 para comparagao entre ninhadas.

Em relagdo a capacidade antioxidante, no DPN 60, ndo foi observada
interagdo para o FRAP, nem para o ABTS. O FRAP apresentou efeito da vitC,
caracterizado pela sua reducdo, independentemente da condigdo nutricional
neonatal (Figura 19A; Tabela 3). Em relagcdo ao ABTS, foi observado efeito da

condi¢cdo nutricional neonatal, evidenciado pelo seu aumento nos animais SL em
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comparacgao aos animais NL (Figura 19B; Tabela 3). No DPN 90, nao foi observada
interagcédo entre os fatores para o FRAP nem para o ABTS. O FRAP né&o diferiu entre
os grupos experimentais (Figura 19A; Tabela 3). Em relagdo ao ABTS, os animais
SL apresentaram sua redugdo em comparagao aos animais NL, e a suplementagao
com vitC promoveu seu aumento, independentemente da condi¢gdo nutricional

neonatal (Figura 19B; Tabela 3).
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Figura 19. Capacidade antioxidante do musculo gastrocnémio dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC,
SL-Veiculo e SL-vitC nos DPN 60 e 90. Poder antioxidante redutor férrico (FRAP) (nmol Trolox/mg
de proteina) (A) e capacidade antioxidante total determinada pelo método ABTS (nmol Trolox/mg de
proteina) (B). Os dados estdo apresentados para as avaliagdes imediata (DPN 60) e tardia (DPN 90).
Os resultados sdo expressos como média + EPM (n=10-12/grupo). * p<0,05 para comparacgao entre
tratamentos; # p<0,05 para comparagao entre ninhadas.

Tabela 3. Descricdo estatistica referente ao metabolismo tecidual, infiltragdo inflamatéria,
marcadores pré-oxidativos e defesas antioxidantes no musculo gastrocnémio dos grupos NL-Veiculo,
NL-vitC, SL-Veiculo e SL-vitC, avaliados nos DPN 60 e 90. Os valores correspondem a estatistica de
teste (F ou Wald x?) e ao respectivo valor de p, obtidos pela analise two-way ANOVA, considerando
os fatores: condigdo nutricional neonatal (SL ou NL) e tratamento (vitC ou veiculo), bem como a
interagdo. Para as variaveis cujos residuos ndo atenderam aos pressupostos de normalidade (teste
de Shapiro-Wilk) e/ou de homogeneidade de variancias (teste de Levene), foi utilizado modelo linear
generalizado, sendo a estatistica de teste expressa como Wald 2. p<0,05.
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. DPN 60 . DPN 90 .
Variavel Ninhada Tratamento Interagao Ninhada Tratamento Interagao
SL/NL VitC/Veiculo SL/NL VitC/Veiculo
Gastrocnémio
Metabolismo
tecidual
Massa relativa F1,42=8.99 F1,42=0.44 F1,42=2.18 F1,49=1.03 F1,49=0.29 F1,49=0.016
muscular p=0.005 p=0.511 p=0.147 p=0.314 p=0.596 p=0.901
Triacilglicerol F1,36=1.33 F1,36=3.54 F1,36=6.72 Wald x2,=0.04 Wald x2,=4.07 Wald x3,=0.17
p=0.256 p=0.068 p=0.014 p=0.841 p=0.044 p=0.681
Colesterol Wald x?,=8.32 Wald x%,=6.5 Wald x?,=7.36 | Wald x?,=9.94  Wald x2,=0.11 Wald x*=9.01
p=0.004 p=0.011 p=0.007 p=0.002 p=0.741 p=0.003
Glicogénio F1,42=9.98 F1,42=11.43 F1,42=16.28 F131=1.95 F1,31=0.16 F1,31=0.08
p=0.003 p=0.002 p<0.0001 p=0.172 p=0.692 p=0.777
Glicose F1,36=2.58 F1,36=65.39 F1,36=2.74 F1,33=0.81 F1,33=0.17 F1,33=0.23
p=0.117 p<0.001 p=0.107 p=0.375 p=0.680 p=0.631
Infiltragao
inflamatéria
Atividade MPO F1,33=0.62 F1,33=3.60 F1,33=1.16 Wald x?,=23.0 Wald x?,=23.62 Wald x?,=10.02
p=0.437 p=0.066 p=0.151 p<0.0001 p<0.0001 p=0.002
Atividade NAG F1,32=4.82 F1,32=0.71 F1,32=0.5 F1,33=4.04 F1,33=38.95 F1,33=35.48
p=0.035 p=0.406 p=0.486 p=0.053 p<0.0001 p<0.0001
Marcadores
pro-oxidativos
Malondialdeido F1,30=0.34 F1,30=0.04 F1,30=0.98 F1,34=1.02 F1,34=0.07 F1,34=0.007
(MDA) p=0.562 p=0.849 p=0.331 p=0.32 p=0.799 p=0.933
Carbonilagéo Wald x%=0.091 Wald x>=0.903 Wald x*,=0.91 | Wald x*=4.69  Wald x%=045  Wald x*=0.22
proteica (PCO) p=0.763 p=0.342 p=0.763 p=0.03 p=0.502 p=0.638
Redugéo de NBT F1,20=6.67 F1,20=8.17 F1,20=.124 F1,35=7.92 F1,35=1.70 F1,35=0.24
p=0.015 p=0.008 p=0.728 p=0.008 p=0.201 p=0.630
Defesa antioxidante
Glutationa reduzida F1,30=27.16 F1.30=1.26 F1,30=3.76 F1,35=0.71 F1,35=0.92 F1,35=9.41
GSH) p<0.0001 p=0.271 p=0.062 p=0.406 p=0.344 p=0.004
Superoxido Wald x2,=0.36  Wald x2,=0.017 Wald ¥x*,=0.085 | F1,34=0.13 F1,34=0.02 F1,34=0.08
dismutase (SOD) p=0.549 p=0.895 p=0.771 p=0.72 p=0.898 p=0.783
Catalase (CAT) Wald x3,=0.177 Wald ¥2,=0.177 Wald x*=13.89 | F1.27=1.731 F127=2.516 F1,.27=8.076
p=0.674 p=0.674 p<0.0001 p=0.199 p=0.124 p=0.008
Roder redutor F120=1.76 F1,20=9.28 F1,20=0.39 F1.34=2.33 F1,34=1.40 F1.34=1.27
férrico (FRAP) p=0.196 p=0.005 p=0.535 p=0.136 p=0.244 p=0.268
Capacidade F1,20=7.55 F1,20=0.06 F1,20=0.21 F1,30=6.12 F1,30=19.46 F1,30=2.99
antioxidante p=0.010 p=0.809 p=0.65 p=0.019 p<0.0001 p=0.094

(ABTS)
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5.4 Avaliagdo do metabolismo tecidual, homeostase redox e infiltragdo inflamatoéria:

Musculo Sdleo

No DPN 60, foi observada interacdo entre os fatores para a massa
relativa do musculo séleo (Figura 20A; Tabela 4). Entretanto, o pds-teste nao
identificou diferengas entre os grupos experimentais. No DPN 90, também foi
observada interacdo entre os fatores para a massa relativa do musculo séleo, em
que os animais SL veiculo apresentaram maior massa relativa desse musculo em
comparagao aos animais NL veiculo. Adicionalmente, houve aumento da massa
relativa apenas nos animais NL suplementados com vitC em relagéo aos NL veiculo
(Figura 20B; Tabela 4).
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Figura 20. Massa relativa do musculo séleo dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC, SL-Veiculo e
SL-vitC nos DPN 60 e 90. Massa relativa do musculo séleo (g/100 g de peso corporal) (A). Os dados
estdo apresentados para as avaliagdes imediata (DPN 60) e tardia (DPN 90). Os resultados sao
expressos como média + EPM (n=13-15/grupo). * p<0,05 para comparagao entre tratamentos; #
p<0,05 para comparagao entre ninhadas.

5.4 1 Metabolismo tecidual

Em relagédo ao metabolismo lipidico avaliado no musculo séleo, no DPN
60, nao foram observadas interacdes entre os fatores para as concentragdes de
triacilglicer6is e colesterol. Da mesma forma, ndo houve efeito da condigéo
nutricional neonatal nem da suplementagédo sobre esses parametros (Figura 21A, B;

Tabela 4).
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No DPN 90, foi observada interacdo entre os fatores para a
concentracédo de triacilglicerdis. Entretanto, o pds-teste n&o identificou diferengas
entre os grupos experimentais (Figura 21A; Tabela 4). Em relagédo ao colesterol, ndo
houve interacdo nem efeito da suplementacdo com vitC; contudo, os animais SL
apresentaram uma maior concentragao em comparagao aos animais NL, sem efeitos
da vitC (Figura 21B; Tabela 4).
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Figura 21. Metabolismo lipidico do musculo séleo dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC, SL-Veiculo
e SL-vitC nos DPN 60 e 90. Concentragao de triacilgliceréis (mg/g de tecido fresco) (A) e colesterol
(mg/g de tecido fresco) (B). Os dados estdo apresentados para as avaliagbes imediata (DPN 60) e
tardia (DPN 90). Os resultados sao expressos como média + EPM (n=8-12/grupo). * p<0,05 para
comparagao entre tratamentos; # p<0,05 para comparacao entre ninhadas.

Em relagdo ao metabolismo glicidico no musculo séleo, no DPN 60, ndo
foi observada interagdo para a concentragdo de glicogénio. Foram observados
efeitos da condigdo nutricional neonatal e da suplementacdo, sendo as
concentracdes de glicogénio menores nos animais SL em comparagao aos animais

NL, além serem de reduzidas pela suplementacdo com vitC, tanto nos NL quanto
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nos SL tratados (Figura 22A; Tabela 4). Em relacdo a glicose, foi observada
interacao, caracterizada pela sua reducdo nos animais NL-vitC e SL-veiculo em
comparagao aos NL-veiculo (Figura 22B; Tabela 4). No DPN 90, n&do foram
observadas interacbes, nem efeitos da condigcdo nutricional neonatal ou da
suplementagao com vitC sobre as concentragdes de glicogénio e glicose no musculo

séleo (Figura 22; Tabela 4).
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Figura 22. Metabolismo glicidico do musculo séleo dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC, SL-Veiculo
e SL-vitC nos DPN 60 e 90. Concentragao de glicogénio (mg/g de tecido fresco) (A) e glicose (mg/g
de tecido fresco) (B). Os dados estao apresentados para as avaliagdes imediata (DPN 60) e tardia
(DPN 90). Os resultados sao expressos como média + EPM (n=8-12/grupo). * p<0,05 para
comparagao entre tratamentos; # p<0,05 para comparacao entre ninhadas.

5.4.2 Infiltracdo inflamatoria

No DPN 60, nao foi observada interacdo para as atividades de MPO e
NAG. Para a atividade de MPO, os animais SL apresentaram menor atividade em
comparagao aos animais NL, enquanto a suplementagao com vitC promoveu seu

aumento (Figura 23; Tabela 4). Em relagdo a atividade de NAG, ndo foram
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observadas diferengas entre os grupos experimentais (Figura 23B; Tabela 4). No
DPN 90, foi observada interacio para a atividade de MPO. Entre os animais veiculo,
a atividade de MPO foi maior nos animais SL em comparacgao aos NL, ao passo que,
entre os vitC, os animais NL apresentaram maior atividade enzimatica que os
animais SL. Nos animais NL, a vitC promoveu seu aumento, enquanto, nos animais
SL, promoveu sua reducgao (Figura 23A; Tabela 4). Em relagdo a atividade de NAG,

nao foram observadas diferengas entre os grupos (Figura 23B; Tabela 4).
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Figura 23. Infiltragdo inflamatéria do musculo séleo dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC,
SL-Veiculo e SL-vitC nos DPN 60 e 90. Atividade da mieloperoxidase (MPO) (U/mg de tecido) (A) e
da N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) (U/mg de tecido) (B). Os dados estdo apresentados para as
avaliagbes imediata (DPN 60) e tardia (DPN 90). Os resultados sdo expressos como média + EPM
(n=9-10/grupo). * p<0,05 para comparagédo entre tratamentos; # p<0,05 para comparagdo entre
ninhadas.

5.4.3 Marcadores pré-oxidativos

No DPN 60, nao foi observada interagcao para a concentragdo de MDA,
carbonilacdo proteica e redu¢cao de NBT no musculo soéleo. As concentracdes de
MDA e a redugédo de NBT nao diferiram entre os grupos experimentais (Figura 24A,

C; Tabela 4). Em relacdo a carbonilagdo proteica, a suplementacdo com vitC
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promoveu seu aumento, no grupo NL e SL tratados (Figura 24; Tabela 4). No DPN
90, também n&o foi observada interacdo para as concentracbées de MDA e de
carbonilagdo proteica. A concentragdo de MDA nao diferiu entre os grupos
experimentais (Figura 24A; Tabela 4). Para a carbonilagdo proteica, os animais SL
apresentaram maiores concentragbes em comparagdo aos animais NL, e a
suplementagcdo com vitC promoveu aumento desse parametro (Figura 24B; Tabela
4). Em relacdo a reducao de NBT, foi observada interagédo, a vitC promoveu seu
aumento nos animais SL, em comparacao aos seus controles (Figura 24C; Tabela
4).
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Figura 24. Marcadores pro-oxidantes do musculo séleo dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC,
SL-Veiculo e SL-vitC nos DPN 60 e 90. Concentragdo de malondialdeido (MDA) (nmol/mg de
proteina) (A), carbonilagdo proteica (PCO) (nmol/mg de proteina) (B) e redugdo do nitroblue
tetrazolium (NBT) (DO/mg de tecido) (C). Os dados estdo apresentados para as avaliagbes imediata
(DPN 60) e tardia (DPN 90). Os resultados sdo expressos como média + EPM (n=8-12/grupo). *
p<0,05 para comparagao entre tratamentos; # p<0,05 para comparacao entre ninhadas.

5.4.4 Avaliacédo das defesas antioxidantes

Em relagdo ao sistema de defesas antioxidantes, no DPN_ 60, foi

observada interagdo apenas para a atividade da SOD. Essa interacdo foi
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caracterizada pelo aumento de sua atividade nos animais NL-vitC, em comparacao
ao seu respectivo veiculo (Figura 25A; Tabela 4). A atividade da catalase nao diferiu
entre os grupos experimentais (Figura 25B; Tabela 4). Em relagdo a GSH, nao houve
interacao; entretanto, os animais SL apresentaram menores concentragoes desse
antioxidante em comparagao aos animais NL, e a vitC reduziu suas concentragdes
(Figura 25C; Tabela 4). No DPN 90, ndo foram observadas interagdes entre os
fatores, ou efeitos dos fatores para as concentragcbes de GSH, nem para as
atividades da SOD e da CAT (Figura 25; Tabela 4).
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Figura 25. Defesas antioxidantes do musculo séleo dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC,
SL-Veiculo e SL-vitC nos DPN 60 e 90. Atividade da superoxido dismutase (SOD) (U/mg de
proteina) (A), atividade da catalase (CAT) (ug/mg de proteina) (B) e concentragdo de glutationa
reduzida (GSH) (nmol/mg de proteina) (C). Os dados estdo apresentados para as avaliagbes imediata
(DPN 60) e tardia (DPN 90). Os resultados sao expressos como média £+ EPM (n=10/grupo). * p<0,05
para comparagao entre tratamentos; # p<0,05 para comparagao entre ninhadas.

Ja em relacdo as analises da capacidade antioxidante, no DPN 60, nao
foi observada interagao entre os fatores para o FRAP e ABTS no musculo séleo. Em
relacaio ao FRAP, a suplementagdo com vitC promoveu sua reducao,

independentemente da condig&o nutricional neonatal (Figura 26A; Tabela 4). Para a
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capacidade antioxidante total, avaliada pelo ensaio de ABTS, nao foram observadas
diferencas entre os grupos experimentais (Figura 26B; Tabela 4). No DPN 90, n&o foi
observada interagcdo para o FRAP, e esse parametro nao diferiu entre os grupos
experimentais (Figura 26A; Tabela 4). Em relagcdo ao ABTS, foi observada interagao,
caracterizada pelo seu aumento nos animais SL-vitC, que passaram a apresentar
valores superiores aos observados nos animais SL-veiculo e NL-vitC (Figura 26B;
Tabela 4).
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Figura 26. Capacidade antioxidante do musculo séleo dos grupos NL-Veiculo, NL-vitC,
SL-Veiculo e SL-vitC nos DPN 60 e 90. Poder antioxidante redutor férrico (FRAP) (nmol Trolox/mg
de proteina) (A) e capacidade antioxidante total determinada pelo método ABTS (nmol Trolox/mg de
proteina) (B). Os dados estdo apresentados para as avaliagdes imediata (DPN 60) e tardia (DPN 90).
Os resultados sdo expressos como média + EPM (n=10-12/grupo). * p<0,05 para comparagéao entre
tratamentos; # p<0,05 para comparagao entre ninhadas.

Tabela 4. Descricdo estatistica referente ao metabolismo tecidual, a infiltragdo inflamatéria, aos
marcadores pro-oxidativos e as defesas antioxidantes no musculo séleo dos grupos NL-Veiculo,
NL-vitC, SL-Veiculo e SL-vitC, avaliados nos DPN 60 e 90. Os valores correspondem a estatistica de
teste (F ou Wald x?) e ao respectivo valor de p, obtidos pela analise two-way ANOVA, considerando
os fatores: condigdo nutricional neonatal (SL ou NL) e tratamento (vitC ou veiculo), bem como a
interacdo. Para as variaveis cujos residuos ndo atenderam aos pressupostos de normalidade (teste
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Levene), foi utilizado modelo linear

generalizado, sendo a estatistica de teste expressa como Wald 2. p<0,05.
. DPN 60 . DPN 90 B

Variavel Ninhada Tratamento Interagio Ninhada Tratamento Interacéo
SL/NL VitC/Veiculo SIL/NL VitC/Veiculo

Musculo Soéleo

Metabolismo

tecidual

Massa relativa Wald ¥2,=0.37  Wald x%,=0.001  Wald x*=4.72 | F1,48=1.23 F1,48=5.75 F1,48=11.05

muscular p=0.546 p=0.969 p=0.03 p=0.273 p=0.02 p=0.002

Triacilglicerol F1,20=1.2 F1,29=0.21 F1.20=2.88 F1,33=0.154 F1,33=0.001 F1,33=4.302
p=0.283 p=0.648 p=0.100 p=0.697 p=0.978 p=0.046

Colesterol F1,27=1.33 F1,27=0.84 F1,27=0.004 F1,33=5.87 F1,33=1.05 F1,33=.174
p=0.259 p=0.367 p=0.95 p=0.021 p=0.312 p=0.679

Glicogénio F1,37=4.53 F1.37=5.83 F137=0.15 F1,34=0.4 F1.34=0.41 F1.34=1.08
p=0.040 p=0.021 p=0.705 p=0.536 p=0.527 p=0.307

Glicose F1,37=15.54 F1,37=22.33 F1,37=9.12 F1.20=1.74 F1,20=0.41 F1,20=1.86
p<0.0001 p<0.0001 p=0.005 p=0.197 p=0.527 p=0.183

infiltragcdo

inflamatéria

Atividade MPO F1,27=5.04 F1,27=13.36 F1,27=0.97 F1,33=0.15 F1,33=0.57 F1,33=14.03
p=0.033 p=0.001 p=0.333 p=0.7 p=0.457 p=0.001

Atividade NAG F1.28=2.16 F1,28=0.25 F1,28=1.02 Wald x 1=0.008 Wald x 4=0.01 Wald x?,=0.45
p=0.152 p=0.622 p=0.321 p=0.9 p=0.9 p=0.503

Marcadores

pré-oxidativos

Malondialdeido F128=2.77 F1,28=0.31 F1,28=0.07 F1,32=0.51 F1,32=3.48 F1,32=0.09

(MDA) p=0.107 p=0.584 p=0.800 p=0.480 p=0.071 p=0.765

Carbonilagao Wald ¥?,=3.09  Wald x*=7.36 Wald x%,=0.05 | Wald x*=12.39 Wald x*=6.11 Wald ¥?,=0.32

proteica (PCO) p=0.079 p=0.007 p=0.825 p<0.0001 p=0.013 p=0.575

Reducédo de NBT  F1,30=2.42 F1,30=0.75 F1,30=2.49 Wald x2,=9.61 Wald x2,10.83  Wald x%,=20.3
p=0.131 p=0.393 p=0.125 p=0.002 p=0.001 p<0.0001

Defesa

antioxidante

Glutationa F1,27=9.23 F1,27=9.12 F1,27=0.04 F1,32=0., 89 F1,32=0.33 F1,32=0.49

reduzida (GSH) p=0.005 p=0.005 p=0.842 p=0.351 p=0.572 p=0.488

Superoxido F1,30=0.08 F1,30=5.99 F1,30=4.49 F1,31=0.77 F131=1.1 F1,31=0.0001

dismutase (SOD) p=0.774 p=0.02 p=0.043 p=0.387 p=0.302 p=0.983

Catalase (CAT) F128=0.17 F128=1.44 F1.28=1.52 F1,32=0.98 F1,32=0.06 F1,32=0.23
p=0.682 p=0.241 p=0.229 p=0.33 p=0.81 p=0.634

Poder redutor F130=0.36 F1.30=5.14 F1,.30=1.952 F1,32=0.83 F132=1.09 F132=0.01

férrico (FRAP) p=0.551 p=0.031 p=0.173 p=0.369 p=0.305 p=0.915

Capacidade Wald =0.005 Wald =0.0001 Wald x2,=2.01 F1,28=4.28 F1,28=0.31 F1,28=6.33

antioxidante §5 55 p=0.156 p=0.048 p=0.548 p=0.018

(ABTS)
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6. DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo revelam que a supernutricao
neonatal induzida pela redugdo do tamanho da ninhada estabeleceu um fendtipo
persistente de obesidade e disfungdo metabdlica, ja evidente no DPN 60 e mantido
ou agravado no DPN 90, caracterizado por maior adiposidade visceral e
comprometimento progressivo da homeostase glicémica. No figado, esse quadro foi
acompanhado por alteragbes duradouras no metabolismo glicidico e lipidico e por
diferentes configuracdes redox e inflamatérias ao longo do tempo. No musculo
esquelético, as repercussdes da programacao neonatal também evoluiram de
maneira tecido-especifica: o MG apresentou comprometimento metabdlico-redox
mais pronunciado ja no primeiro momento avaliado, enquanto o MS exibiu maior
preservacao inicial, embora ja apresentasse alteragdes metabdlicas e antioxidantes,
evoluindo posteriormente para manifestagbes de dano oxidativo e infiltragdo

inflamatoria.

Os efeitos da suplementacdo com vitC durante a puberdade também
foram dependentes do momento e da condicdo nutricional neonatal,
manifestando-se imediatamente apds a intervencdo e, de forma particularmente
relevante, 30 dias apds seu término, quando foram observadas atenuagdes de
componentes importantes do fenétipo programado pela obesidade lactacional. A
persisténcia destes impactos reforca a puberdade como uma relevante janela de
plasticidade metabdlica, na qual interven¢des podem modificar o curso estabelecido
por exposi¢des nutricionais ocorridas no inicio da vida (Hanson & Gluckman, 2014;
Burton & Alonso, 2024; Skowronski et al., 2024). A discussao a seguir integra os
achados dos dois momentos avaliados, considerando suas repercussdes sistémicas

e por tecido sobre o metabolismo, a homeostase redox e a infiltragado inflamatéria.
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PERFIL METABOLICO SISTEMICO
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Figura 27. Sintese esquematica das alteragbes no perfil metabdlico sistémico induzidas pela supernutrigdo
neonatal e pela suplementagdo com vitC, nas avaliagbes imediata (DPN 60) e tardia (DPN 90). As setas indicam
aumento (1) ou redugdo (]) dos parametros em relagdo ao respectivo grupo controle. DPN, dia pds-natal; NL,
ninhada normal; SL, ninhada reduzida; VitC, vitamina C; TAG, triacilglicerdis.

Nos dois momentos avaliados, os animais SL apresentaram maior ganho
de peso corporal, eficiéncia energética, adiposidade visceral (TAE e TAR) e indice de
Lee em relagdo aos NL, confirmando a reprodutibilidade do modelo como indutor de
obesidade e a persisténcia ao longo do desenvolvimento (Plagemann, 2005; Souza
et al., 2022; De Souza et al., 2023; Fischer et al., 2024). Esse padrao € compativel
com uma programagao duradoura de mecanismos centrais e periféricos envolvidos
no controle do balango energético, incluindo modificagbes na responsividade
hipotaldamica aos sinais de leptina e insulina, no gasto energético e na termogénese,
além do direcionamento de processos relacionados ao armazenamento energético
(Patel & Srinivasan, 2011; Habbout et al., 2013; Marangon et al., 2020; Fischer et al.,
2024).

Os dados de ingestao alimentar reforcam tal interpretacdo: o maior
ganho ponderal e a elevada eficiéncia energética dos animais SL ocorreram, no
DPN 60, apesar da hipofagia; e permaneceram no DPN 90, quando o consumo
alimentar ja nao diferia entre os grupos, evidenciando que o maior ganho de peso
nao foi dependente de hiperfagia, e sim resultado de uma ampla mudanca no

balango entre a oferta, utilizagdo e retencédo energética dos nutrientes (Stefanidis &
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Spencer, 2012; Habbout et al., 2013; Marangon et al., 2020). Tais alteragbes no
gasto energético e na termogénese, associadas ao aumento do armazenamento de
substratos, podem explicar a alta eficiéncia energética observada e a manutencgao
da adiposidade visceral nos animais SL. Estes dados confirmam que os impactos da

supernutricao lactacional sobre o balango energético se perpetuam até a vida adulta.

Considerando os achados discutidos previamente, a avaliagdo do perfil
lipidico plasmatico identificou modificagdes qualitativas adicionais nos animais SL
ao longo do desenvolvimento. No DPN 60, apresentaram menor concentragao
plasmatica de triacilglicerdis, juntamente a maior adiposidade e a intolerancia a
glicose, caracterizada pelo aumento da AUC no GTT e pela hiperglicemia basal. A
menor triacilglicerolemia e maior adiposidade indica que a alteragdo do metabolismo
lipidico nao se manifesta primariamente pelo aumento da disponibilidade circulante
de triacilglicerdis, mas por mudangas em seu particionamento entre circulagao,
utilizacdo e armazenamento (Frayn, 2002; Virtue & Vidal-Puig, 2010; Beals et al.,
2021). Em condi¢des de expansao do tecido adiposo, como observado no presente
estudo, a captacdo e esterificacdo de acidos graxos constituem mecanismos de
tamponamento do fluxo lipidico circulante, favorecendo seu armazenamento na
forma de triacilglicerdis; variagbes na capacidade de estocagem e na supressao da
lipdlise, por outro lado, estdo associadas a maior disponibilizagdo de acidos graxos e

a resisténcia a insulina (Virtue & Vidal-Puig, 2010; Beals et al., 2021).

Ja a intolerancia a glicose, estabelecida mesmo sem alterar os indices
HOMA-IR e TyG, aponta que o comprometimento da homeostase glicémica
precedeu mudancas detectaveis por estes indices basais. Tal achado é
fisiologicamente plausivel, considerando que o GTT avalia dinamicamente a
capacidade de controle do organismo frente a sobrecarga glicémica, envolvendo
secregcdo de insulina, supressdo da produgdo enddgena de glicose e captagao
periférica, enquanto HOMA-IR e TyG constituem estimativas indiretas obtidas em
condicdo basal e podem nao evidenciar, primariamente, disfungbes precoces ou
tecido-especificas da agao insulinica (Sanchez-Garcia et al., 2020; Varghese et al.,
2020; Reckziegel et al., 2023). No DPN 90, entretanto, a persisténcia da intolerancia
a glicose nos animais SL passou a coexistir com o aumento dos indices HOMA-IR e

TyG e com a redugcdo de HOMA-B, além da reducdo do colesterol-HDL. Essa
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progressao ocorreu sincronicamente a uma inversao do perfil lipidico sistémico: a
triacilglicerolemia, reduzida no DPN 60, tornou-se elevada na avaliac&o tardia. Tal
convergéncia é mecanisticamente relevante, uma vez que a homeostase lipidica e a
agao da insulina sao processos metabolicamente interdependentes (Perry et al.,
2015; Petersen & Shulman, 2018; Sakamoto et al., 2025).

Em condigbes fisiologicas, a insulina tem importante a¢ao antilipolitica
no tecido adiposo, restringindo a mobilizagdo dos triacilgliceréis armazenados e a
liberacdo de acidos graxos circulantes; com a reduc¢ao da sensibilidade a insulina,
essa supressao torna-se menos eficiente, alterando o fluxo de lipidios entre
armazenamento e utilizacdo (Perry et al.,, 2015; Xia et al., 2018; Petersen &
Shulman, 2018; Sakamoto et al., 2025; Kotikalapudi et al., 2025). Quando,
adicionalmente, a capacidade de armazenamento do tecido adiposo torna-se
insuficiente frente a oferta energética, o excedente de acidos graxos passa a ser
captado e depositado em outros tecidos periféricos (Virtue & Vidal-Puig, 2010;
Asterholm et al., 2014; Dong et al., 2017; Tol et al., 2025), estabelecendo uma
relagdo potencialmente bidirecional entre desregulagdo lipidica e resisténcia a
insulina, compativel com a perda progressiva da capacidade de coordenar o
armazenamento e a disponibilizagdo dos substratos energéticos de maneira
adequada, o que agrava o comprometimento metabdlico dos animais SL ao longo do
desenvolvimento (Perry et al., 2015; Petersen & Shulman, 2018; Sakamoto et al.,
2025; Tol et al., 2025). Diante do perfil metabolicamente comprometido dos animais
SL nos dois momentos avaliados, tornou-se relevante compreender em que medida
a suplementacao com vitC durante a puberdade interferiu nesse percurso e se seus

efeitos foram condicionados pelo estado metabdlico previamente estabelecido.

No DPN 60, imediatamente apds a intervengao, a vitC aumentou o
ganho de peso corporal, o indice de Lee e a eficiéncia energética exclusivamente
nos animais NL, apesar da reducéo da ingestao alimentar; no DPN 90, 30 dias apos
o término da suplementagao, entretanto, diminuiu o ganho de peso e a adiposidade
visceral independentemente da condigdo nutricional neonatal. Tal contraste
temporal, particularmente evidenciado pela reducdo tardia da adiposidade também
nos animais SL, cuja ingestdo ndo permaneceu reduzida no periodo

pos-intervencdo, indica que os efeitos da vitC nao decorreram exclusivamente da
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menor oferta energética, modificando o destino metabdlico dos substratos. Essa
interpretacdo encontra respaldo em modelos de obesidade induzida por dieta
hiperlipidica, onde a suplementagdo com vitC reduziu o ganho de peso, a
adiposidade visceral e a hipertrofia adipocitaria sem modificar o consumo alimentar,
juntamente ao aumento da expressdao de PPARa e de genes relacionados a
B-oxidacdo de acidos graxos no tecido adiposo (Lee et al., 2019). Em outro modelo,
estes resultados foram acompanhados por menor expressdao de SREBP-1c e SCD1
no tecido adiposo visceral, o que indica um menor direcionamento de substratos
para a lipogénese de novo (Park et al., 2018), entretanto, nao foram diretamente

avaliados tais marcadores no presente estudo, sendo uma hipétese mecanistica.

A distincdo temporal entre as respostas das condigdes nutricionais a
suplementagao pode estar relacionada também a janela em que a intervengao foi
realizada e ao estado metabdlico sobre o qual a vitC atuou. A suplementacao entre
os DPN 30 e 59 coincidiu com a puberdade, caracterizada por intensa reorganizagao
da composicdo corporal e de tecidos metabolicamente ativos, incluindo o tecido
adiposo. A relevancia dessa janela é sustentada experimentalmente: estimulos
nutricionais restritos a puberdade foram capazes de alterar de forma persistente o
tamanho dos adipdcitos e a homeostase metabdlica até a vida adulta, mesmo apos

a retirada do estimulo (Holtrup et al., 2017).

Além de seus efeitos sobre o metabolismo energético, ha evidéncias
experimentais de que a vitC participa da fungao esteroidogénica testicular: em ratos,
sua exposi¢cdo aumentou a atividade de enzimas envolvidas na esteroidogénese e a
producao de testosterona (Biswas et al., 1996), enquanto sua administragéo in vivo,
em modelos de comprometimento testicular, preservou a producao de testosterona e
componentes da maquinaria esteroidogénica das células de Leydig (Murugesan et
al., 2007). Essa possivel interagdo € importante pois os andrégenos participam
diretamente da maturacdo e do remodelamento do tecido adiposo: em ratos,
testosterona e di-hidrotestosterona exercem efeitos dependentes do depdsito
adiposo, reduzindo a diferenciagao de pré-adipdcitos epididimais sem modificar sua

proliferagao (Dieudonné et al., 2000).

Assim, a administracdo de vitC durante uma fase de intensa atividade

esteroidogénica (como no presente estudo) pode ter interagido com as mudangas
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hormonais proprias da puberdade sobre um tecido adiposo ainda em
remodelamento, contribuindo para seus efeitos metabdlicos imediatos. A expressao
morfométrica dessa resposta, como mencionado anteriormente, parece ter
dependido do estado metabdlico estabelecido durante o periodo lactacional:
enquanto nos animais NL a vitC atuou sobre um organismo sem um desafio
nutricional prévio, nos animais SL, a suplementagdo operou sobre um fendtipo de
obesidade persistente (Hou et al., 2011; Fuente-Martin et al., 2012; Habbout et al.,
2013). Isto é, nos animais SL, a vitC mitigou componentes da homeostase glicémica
alterados pela programacgao neonatal: nestes animais, atenuou a hiperglicemia basal
e melhorou a tolerancia a glicose, embora nao tenha restabelecido completamente o

controle glicémico ao nivel observado nos animais NL.

A resposta glicémica observada imediatamente apdés o término da
suplementagao foi acompanhada pelo aumento das concentragdes plasmaticas de
insulina em ambos os grupos suplementados. Nos animais SL, em particular, a
maior disponibilidade circulante de insulina pode ter contribuido para a atenuacéo da
hiperglicemia e da intolerancia a glicose, ao favorecer a supresséo da produgao
endoégena de glicose e a captagao periférica desse substrato. Além disso, ha
evidéncias experimentais de que a disponibilidade adequada de vitC participa da
manutencido da funcionalidade das células B pancreaticas, e da mesma forma, seu
déficit compromete a producdo de ATP nas ilhotas e a secregcdo de insulina
estimulada pela glicose, efeitos atenuados pela restauragcdo de sua disponibilidade
(Wells et al., 1995; Steffner et al., 2004; Senmaru et al., 2012). Embora estes
mecanismos nhao tenham sido diretamente avaliados, a associagdo entre maior
insulinemia e melhora glicémica observada nos animais SL é compativel com a

participacao do eixo pancreatico na resposta imediata a suplementacgao.

No DPN 90, entretanto, a melhora da tolerancia a glicose passou a
ocorrer em ambos os grupos suplementados sem aumento da insulinemia basal,
mostrando uma mudanc¢a qualitativa na resposta a intervengao. O melhor controle
da sobrecarga glicémica coexistiu com menor ganho de peso corporal e redugao da
adiposidade visceral, o que configura um contexto metabdlico de menor
armazenamento energético e melhor controle glicémico sem necessidade de

concentracdes plasmaticas elevadas de insulina. Essa associagao encontra respaldo
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em outros modelos de obesidade, nos quais a vitC reduziu a hipertrofia adipocitaria,
a hiperglicemia e melhorou a tolerancia a glicose (Park et al., 2018), além de atenuar
marcadores inflamatoérios do tecido adiposo, reduzir a hiperinsulinemia e melhorar a
sensibilidade a insulina (Jeon et al., 2023), demonstrando que tais respostas a
suplementagao nao se restringem a um unico modelo de obesidade (Abdel-Wahab
et al., 2002). Houve, ainda, aumento tardio do indice HOMA- em todos os animais
suplementados, achado consistentemente interpretado como uma relacao
glicose-insulina basal mais favoravel, sendo indicativa de melhor funcionalidade das
células B pancreaticas. Nos animais SL, entretanto, apesar da melhora observada
nesses parametros, a suplementacdo nao reverteu a resisténcia insulinica

previamente evidenciada.

A reorganizacdo da homeostase glicémica ocorreu juntamente a
alteragcdes no perfil lipoproteico, reforcando que os efeitos sistémicos da vitC
envolveram componentes distintos do manejo dos substratos energéticos. No DPN
60, a suplementagcdo aumentou o colesterol-HDL independentemente da condicéo
nutricional neonatal, simultaneamente ao aumento da insulinemia e, nos animais SL,
a melhora do controle glicémico. Experimentalmente, a vitC pode interferir no
metabolismo das lipoproteinas por mecanismos hepaticos (posteriormente melhor
discutidos), incluindo a supressdo da expressao de PCSK9, com aumento da
disponibilidade de LDLR e da captagdo de LDL (Wang et al., 2020). Além disso, a
maior disponibilidade de vitC foi associada a modificagdes favoraveis na distribuicao
do colesterol entre as fragdes lipoproteicas, incluindo maiores concentragdes de
HDL (Shi et al., 2021). Esses achados indicam que a resposta plasmatica imediata a
vitC foi além do metabolismo glicidico, alcangando também o transporte sistémico de

lipidios.

Na avaliacao tardia, contudo, a resposta lipidica revelou que as
repercussdes metabdlicas da vitC ndo dependeram da normalizacdo uniforme das
diferentes fracbes circulantes. Nos animais NL, a suplementacdo reduziu
simultaneamente o colesterol total e o HDL plasmaticos; associada a manutencgao da
menor ingestdo alimentar, essa resposta coincidiu com redugédo do ganho de peso e
da adiposidade visceral, apontando para uma ampla reorganizagdo do balango

energético e do metabolismo do colesterol (Wang et al., 2020; Zeng et al., 2020).
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Nos animais SL, por outro lado, a vitC também reduziu o ganho de peso e a
adiposidade e melhorou a tolerancia a glicose, enquanto o aumento da concentragao
plasmatica de triacilgliceréis e a reducdo do HDL associados a condicédo SL

permaneceram independentes da suplementacgao.

Embora a vitC nao tenha modificado essa alteragao plasmatica de forma
direta, sua coexisténcia com a redugcao da adiposidade, melhora da tolerancia a
glicose e atenuacdo do acumulo lipidico intra-hepatico nos animais SL (melhor
abordado futuramente) revela que os impactos da suplementagdo sobre o manejo
dos substratos apresentaram diferencas entre os compartimentos metabdlicos. Tal
dissociagao é fisiologicamente plausivel, uma vez que a concentragao plasmatica de
triacilglicerdis resulta do equilibrio entre a produgdo e secregao de lipoproteinas
ricas em triacilglicerdis e sua remocao pelos tecidos periféricos (Minehira et al.,
2008), enquanto o conteudo lipidico tecidual depende adicionalmente de processos
de captacéo, sintese, oxidagédo e exportacado (Minehira et al., 2008; Ha et al., 2012),

aspecto explorado posteriormente.

Em sintese, os achados sistémicos evidenciam que a supernutrigao
neonatal resultou em um perfil de obesidade persistente, que compromete
progressivamente a coordenacdo entre o balango energético e as homeostases
glicémica e lipidica ao longo do desenvolvimento. A suplementacdo com vitC
durante a puberdade interferiu nessa trajetéria de maneira dependente do momento
avaliado e do estado metabdlico previamente estabelecido, atenuando componentes
especificos sem promover normalizagdo homogénea entre os compartimentos
metabdlicos. Considerando a participagdo fundamental do figado na integragéo
desses fluxos e na regulagdo da disponibilidade sistémica de glicose e lipidios
(Petersen et al., 2017), tornou-se relevante investigar como a programagao neonatal

e a suplementacdo com vitC repercutiram sobre a homeostase hepatica.
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Figura 28. Sintese esquematica das alteragbes hepaticas induzidas pela supernutricdo neonatal e
pela suplementagdo com vitamina C durante a puberdade, nas avaliagées imediata (DPN 60) e tardia
(DPN 90). As setas indicam aumento (1) ou reducado (|) dos pardmetros em relagdo ao respectivo
grupo controle. DPN, dia pés-natal; GSH, glutationa reduzida; SOD, superdxido dismutase; FRAP,
poder antioxidante redutor férrico; ABTS, capacidade antioxidante total; MPO, mieloperoxidase; NAG,
N-acetil-B-D-glicosaminidase; NL, ninhada normal; SL, ninhada reduzida; VitC, vitamina C.

As disfungdes hepaticas observadas no presente estudo revelaram que
a progressao da obesidade ocasionada pela supernutricdo neonatal envolveu
mudancgas persistentes na condugéo intra-hepatica dos substratos energéticos. Em
ambas as idades avaliadas, os animais SL apresentaram simultaneamente maiores
concentragbes hepaticas de triacilgliceréis e glicogénio, sinalizando maior retengéo
de reservas energéticas de natureza lipidica e glicidica no figado. No DPN 60, esse
padrao coexistiu com as alteragdes sistémicas descritas anteriormente,
evidenciando que o comprometimento metabdlico precoce dos animais SL ocorreu
em um contexto de maior direcionamento dos substratos energéticos para
armazenamento tecidual: a menor triacilglicerolemia plasmatica indica que, neste
momento, o0 excedente lipidico estava preferencialmente associado ao

armazenamento hepatico, em detrimento de sua permanéncia circulante.

Essa relacdo entre os compartimentos é fisiologicamente consistente,
considerando a relevante participacdo do figado na distribuicdo dos lipidios entre
armazenamento, oxidacao e exportacdo, uma vez que os acidos graxos captados ou
sintetizados nos hepatécitos podem ser esterificados e armazenados como

triacilglicerdis ou incorporados as VLDL e secretados para a circulagao;
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consequentemente, desbalancos neste equilibrio modificam a distribuicdo dos
triacilglicerdis entre figado e plasma (Minehira et al., 2008; Petersen et al., 2017).
Experimentalmente, isso € evidenciado pela redugdao da exportagdo hepatica de
VLDL, que diminui a triacilglicerolemia ao mesmo tempo em que aumenta a retengao

de triacilglicerdis intra-hepatica (Minehira et al., 2008).

O aumento de glicogénio intra-hepatico também evidenciado nos
animais SL amplia essa interpretacdo, apontando que o direcionamento de
substratos para retengao nao esteve restrito ao metabolismo lipidico. O conteudo de
glicogénio tecidual representa o balango entre sua sintese e mobilizagdo, enquanto
a manutengdo da glicemia depende da sincronizagdo dinamica entre captagao e
utilizagcado da glicose, glicogénese, glicogendlise e gliconeogénese (Petersen et al.,
2017; Nozaki et al., 2020). Na obesidade e na resisténcia a insulina, tais processos
nao se deterioram de maneira uniforme: as diferentes vias do metabolismo hepatico
da glicose, como sinalizagdo insulinica, producdo hepatica de glicose e sintese e
armazenamento de glicogénio, podem responder de forma distinta, permitindo que
vias de acumulo permanegam ativas enquanto o controle da produgdo e
disponibilizacdo hepatica de glicose se encontra comprometido, destacando que tais
processos sdo metabolicamente interligados, mas ndo equivalentes entre si (Kubota
et al., 2016; Titchenell et al., 2017; Petersen et al., 2018; Nozaki et al., 2020).

O metabolismo glicogénico, em particular, esta estreitamente
relacionado ao destino dos demais substratos no hepatécito: a redugdo da
capacidade de armazenar dglicose em forma de glicogénio resulta em seu
direcionamento para a sintese lipidica, acompanhada por maior acumulo hepatico de
triacilglicerdis e na disfuncionalidade da sinalizagao insulinica (Irimia et al., 2017).
Dessa forma, a relacdo entre armazenamento de glicogénio, producao hepatica de
glicose e metabolismo lipidico é fundamental para o direcionamento adequado dos
substratos energéticos (Kubota et al., 2016; Irimia et al., 2017; Nozaki et al., 2020).
Assim, o aumento do glicogénio intra-hepatico juntamente a intolerancia a glicose
observado nos animais SL evidencia que o comprometimento glicémico ocorreu
apesar do maior armazenamento desse substrato, o que reflete a perda de sincronia

entre os diferentes fluxos responsaveis pela regulacdo da glicose hepatica,
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reforcando que a supernutricao lactacional comprometeu também a condugéao

hepatica desse substrato.

Embora o maior armazenamento intra-hepatico tenha persistido nos
animais SL no DPN 90, a triacilglicerolemia plasmatica, anteriormente reduzida,
tornou-se elevada, coincidindo com maiores evidéncias sistémicas de resisténcia a
insulina, indicando que, com a progressédo da obesidade, a capacidade de retengao
hepatica dos lipidios deixou de ser acompanhada pela menor disponibilidade
circulante. Isso é compativel com o mesmo equilibrio entre armazenamento e
exportacdo hepatica de triacilglicerois discutido anteriormente, agora sob maior
pressao: a resisténcia insulinica no tecido adiposo reduz a ac¢ao antilipolitica da
insulina, aumentando o fluxo de acidos graxos para o figado que, somados aqueles
provenientes da lipogénese de novo, ampliam a esterificagdo e formacao de
triacilglicerdis (Smith et al., 2020; Sakamoto et al., 2025). Tal processo excede,
aparentemente, a capacidade de tamponamento hepatico que antes mantinha a
triacilglicerolemia reduzida. Assim, a programagao neonatal deixou de manifestar-se
predominantemente como maior retencao tecidual e passou a envolver uma

desregulacdo mais complexa do direcionamento lipidico entre figado e circulagao.

A persisténcia das alteragdes hepaticas descritas anteriormente foi
acompanhada por modificagdes também no estado redox, cuja magnitude variou ao
longo do desenvolvimento. No DPN 60, os animais SL apresentaram maior
peroxidagao lipidica hepatica, refletindo que o maior aciumulo desse substrato no
figado resultou em dano oxidativo as estruturas lipidicas. Na obesidade, a elevada
oferta energética ao hepatécito aumenta o fluxo pelas vias oxidativas e favorece a
geragcado de EROs, particularmente quando a entrada e a sintese de acidos graxos
ultrapassam a capacidade de utilizacdo e exportagdo. Além disso, intermediarios
lipidicos e produtos da prépria peroxidacdo comprometem a atividade mitocondrial e
outras fontes celulares de ERO, estabelecendo uma relagdo entre sobrecarga
metabdlica e propagacédo do dano oxidativo hepatico (Rui, 2014; Garcia-Berumen et
al., 2019; Masarone et al., 2018). Entretanto, o aumento da peroxidagao lipidica
ocorreu juntamente a maior concentragéo hepatica de GSH nos animais SL, um dos
principais componentes do sistema antioxidante, que atua diretamente na

neutralizacdo de EROs e como substrato para enzimas responsaveis pela redugao
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de perdéxidos, incluindo hidroperodxidos lipidicos (Jones, 2008; Lu, 2013; Sies et al.,
2024); indicando uma resposta antioxidante compensatoria, que embora ativada,

nao foi suficiente para impedir o dano lipidico observado.

Na avaliagao tardia, o perfil redox hepatico apresentou uma configuragao
distinta daquela observada no DPN 60: apesar da progressdo do comprometimento
metabdlico previamente mencionado, a peroxidacéao lipidica observada nos animais
SL na avaliacdo imediata ndo permaneceu na tardia, enquanto houve aumento do
poder redutor férrico (evidenciado pelo ensaio de FRAP, que expressa a
disponibilidade de compostos capazes de reduzir Fe* a Fe* na amostra), sem
alteracdo das concentragbes de GSH (Benzie & Strain, 1996). Tais achados nao
indicam resolucdo do desequilibrio hepatico induzido pela supernutricio neonatal,
mas mostram o estabelecimento de mecanismos compensatorios diante do perfil
metabdlico persistente evidenciado nos animais SL, capazes de ampliar a
capacidade redutora do figado e restringir a propagacao da peroxidacgao lipidica na
avaliagao tardia; essa resposta celular € compativel com a adaptacédo dos sistemas
antioxidantes diante de pressao oxidativa evidenciada (Sies et al., 2017). Tal
interpretacdo encontra respaldo em estudos experimentais nos quais a capacidade
antioxidante avaliada pelo FRAP esteve associada a reducéo da peroxidacéo lipidica
tecidual, enquanto sua diminuigdo ocorreu juntamente ao aumento deste dano
(Sarkhail et al., 2007; Garcia-Berumen et al., 2023).

A contencdo do dano lipidico pode ter repercutido também sobre os
marcadores inflamatdrios avaliados: as atividades de MPO e NAG, estaveis entre as
condi¢cdes nutricionais no DPN 60 mesmo diante da peroxidacao lipidica elevada
neste momento, encontraram-se reduzidas nos animais SL no DPN 90, indicando
menor infiltracdo de neutréfilos e macréfagos, participantes ativos da resposta imune
e de sua interagao com o metabolismo e o estado redox (Rensen et al., 2009; Lefere
& Tacke, 2019). A discrepancia temporal dessas respostas demonstra que a
resposta inflamatoéria hepatica também foi alterada ao longo do desenvolvimento, e
nao apenas o sistema redox: a redugdo da atividade de MPO e NAG ocorreu
justamente quando deixou de ser observado o dano lipidico e o poder redutor férrico
aumentou, sinalizando uma sincronia temporal entre as alteracbes redox e a

hiporresponsividade inflamatéria hepatica, mecanismo compativel com a estreita



89

relacdo entre EROs, produtos da oxidagao lipidica e a ativagdo e o recrutamento
dessas células no figado (Tosello-Trampont et al., 2012; Reid et al., 2016; Daemen
et al., 2021). Nesse sentido, a redugao simultdnea desses marcadores reforga que a
progressdao do fendtipo SL foi acompanhada por um descompasso entre o
comprometimento metabdlico e oxidativo ocasionado pela supernutricao lactacional
e a capacidade de recrutamento de infiltrado inflamatério hepatico. Esse padrao de
resposta inflamatoéria prejudicada em modelos de dano metabdlico crénico costuma
refletir exaustdo ou desregulacdo da resposta imune inata, e ndo resolugdo do
processo, corroborando estudos experimentais previamente publicados que a
reducdo da liberacdo de MPO decorreu de sinalizagao intracelular comprometida,
caracterizando disfungéo funcional, e ndo um estado inflamatério benéfico (Moreau
et al, 2019).

As repercussdes da suplementagao com vitC sobre o figado também
apresentaram importantes distingbes temporais. No DPN 60, imediatamente apds a
intervengao, seus efeitos concentraram-se principalmente sobre os componentes
redox e inflamatérios, enquanto, no DPN 90, 30 dias apdés o término da
suplementacédo antioxidante, tornaram-se mais evidentes sobre o direcionamento
dos substratos energéticos. Nos animais SL, particularmente, a redugéo tardia das
concentragcdes hepaticas de triacilglicerdis e glicogénio mostra que a suplementagao
atenuou simultaneamente o acumulo das reservas lipidicas e glicidicas que
caracterizava o fendtipo programado pela supernutricdo neonatal. Esse efeito
ocorreu no mesmo momento em que a vitC reduziu a adiposidade visceral e
melhorou a tolerancia a glicose, indicando repercussdes convergentes da
suplementacdo puberal com vitC sobre diferentes componentes da homeostase

energética na vida adulta.

No DPN 60, a vitC aumentou as concentracdes hepaticas de GSH
independentemente da condi¢do nutricional neonatal. Entretanto, nos animais SL,
esse aumento foi observado juntamente a redugédo da capacidade antioxidante total
tecidual avaliada pelo ensaio ABTS. Considerando que estes animais apresentavam
maior peroxidagao lipidica e um perfil de disfungdo metabdlica, tais resultados
refletem a elevada demanda imposta a rede antioxidante hepatica: enquanto a

suplementacdo fortaleceu a disponibilidade de GSH, outros componentes
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antioxidantes foram recrutados mais intensamente e consumidos a fim de conter as
reacbes oxidativas, o que resultou na menor capacidade antioxidante total
observada (Jones, 2008; Re et al., 1999; Halliwell, 2024). Juntamente a essas
respostas, foi evidenciada a redugao das atividades de MPO e NAG promovida pela
vitC, o que é compativel com agdes diretas da vitC sobre essas células, dissociadas
da capacidade antioxidante sistémica: a vitC sustentada pela GSH intra-hepatica
compete com o cloreto pelo composto | da MPO, redirecionando sua atividade
catalitica para longe da formacdo de HOCI (Peskin et al., 2025), ao mesmo tempo
em que reduz a fosforilagdo de IKK e a ligagdo do NF-kB ao DNA, diminuindo a
expressao de genes pro-inflamatorios associados ao recrutamento de macréfagos
hepaticos (Gegotek & Skrzydlewska, 2022). Assim, nos animais SL, a vitC teve agéo
redox-inflamatéria integrada ja no DPN 60, na qual o fortalecimento da GSH
sustentou tanto a defesa antioxidante quanto a modulagao direta dos marcadores
inflamatdrios, ainda que a capacidade antioxidante total permanecesse condicionada

pelo maior desafio oxidativo desse grupo.

Em relagdo a redugao de triacilglicerdis intra-hepaticos, ha respaldo em
outros modelos de obesidade, nos quais a vitC atenuou marcadores associados a
esteatose e o acumulo lipidico hepatico, modificando vias relacionadas a sintese e a
utilizacado de acidos graxos (Lee et al., 2019; Zeng et al., 2020). Tais efeitos podem
envolver seu maior direcionamento a oxidagado, uma vez que a vitC participa como
cofator da biossintese de carnitina, molécula indispensavel ao transporte desse
substrato, em sua forma de cadeia longa, para a matriz mitocondrial e,
consequentemente, a sua B-oxidacdo (Dosedél et al.,, 2021; Gradinaru & Popa,
2025); estudos experimentais também relacionam sua suplementagdo ao aumento
de PPARa e de genes envolvidos nessa via, incluindo CPT-1, ACOX e VLCAD (Lee
et al.,, 2019), reforcando a coordenagao entre a disponibilidade de carnitina e a
ativagao transcricional da 3-oxidagao (Aumailley et al., 2024). No presente estudo, a
reducao conjunta do glicogénio intra-hepatico evidencia que tal repercussao vai para
além do metabolismo lipidico: considerando que seu acumulo persistente no figado
dos animais SL coexistia com intolerancia a glicose, a reducdo dessa reserva
juntamente a melhora do GTT & compativel com uma reorganiza¢cado do destino da
glicose hepatica, e ndo somente com uma menor retengao energética (Nozaki et al.,
2020).
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A melhora sistémica da tolerancia a glicose pode ter participado dessa
reorganizagao hepatica, ao mesmo tempo em que as mudancgas hepaticas podem
ter contribuido para o melhor controle glicémico, configurando uma resposta
metabolicamente integrada: a acgdo da insulina coordena simultaneamente o
metabolismo hepatico da glicose e dos lipidios, de modo que a melhora da sua
resposta sistémica modifica o fluxo glicémico para armazenamento e utilizagdo e
reduz estimulos associados a sintese lipidica hepatica (Titchenell et al., 2017;
Petersen & Shulman, 2018; Smith et al., 2020). Em outros modelos de obesidade, a
suplementacao com vitC melhorou hiperglicemia, tolerancia a glicose e resisténcia a
insulina a0 mesmo tempo que reduziu a adiposidade e atenuou alteracdes
hepaticas, reforcando que seus efeitos metabdlicos associam a comunicacéo entre
tecido adiposo, controle glicémico e &rgaos responsaveis pelo manejo dos
substratos (Lee et al., 2019; Zeng et al., 2020; Jeon et al., 2023).

Essa reorganizagdo hepatica, contudo, ocorreu sem normalizagdo da
triacilglicerolemia plasmatica dos animais SL, que, como discutido anteriormente,
permaneceu elevada pela condigdo neonatal independentemente da suplementagao.
Como ja estabelecido, a concentragdo plasmatica e o conteudo intra hepatico de
triacilglicer6is nédo constituem compartimentos equivalentes, refletindo balangos
distintos entre produgdo/secrecdo e captagado/oxidacdo (Korenblat et al., 2008;
Minehira et al., 2008; Smith et al., 2020). Tais repercussdes, portanto, nao
contradizem o efeito hepatico da vitC; evidencia que a suplementagao modificou
seletivamente a utilizagdo intra-hepatica dos lipidios sem normalizar todos os
componentes do metabolismo lipidico sistémico (Minehira et al., 2008; Lee et al.,
2019; Zeng et al., 2020).

No DPN 90, além de atenuar efeitos metabdlicos ocasionados pela
supernutricdo lactacional, a suplementacdo com vitC, mesmo apds 30 dias do fim da
intervengdo, aumentou a atividade da catalase hepatica, efeito que ocorreu
independentemente da condi¢cdo nutricional neonatal. Especialmente nos animais
SL, considerando o excesso de substratos no hepatdcito, sobretudo de acidos
graxos, ha aumento em sua utilizagado pelas vias oxidativas, o que eleva a produgao
mitocondrial de ERO, incluindo O+~ e, subsequentemente, H.O.. A catalase atua

justamente sobre este ultimo, convertendo-o em agua e oxigénio e evitando que seu
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acumulo resulte na presenca de metais de transi¢cao, na formagao de EROs capazes
de oxidar lipidios e proteinas (Sies et al., 2017; Masarone et al., 2018;
Garcia-Berumen et al., 2019; Halliwell, 2024). Assim, a redugcdo dos substratos
intra-hepaticos nos animais SL suplementados, previamente discutida, juntamente
ao aumento simultdneo da atividade da catalase, estabelecem uma conex&o
funcional entre os efeitos tardios da vitC, enquanto a menor retencao de substratos
reduz a pressdo metabdlica no hepatdcito (Masarone et al., 2018; Garcia-Berumen
et al., 2019), a maior atividade da catalase amplia a capacidade enzimatica de
decomposicdo do H:0:, limitando sua disponibilidade para participar de reacdes
oxidativas potencialmente lesivas (Sies et al., 2017; Halliwell, 2024). A ocorréncia
simultanea desses efeitos evidencia, assim, a atenuagédo da sobrecarga metabdlica
associada ao fortalecimento de uma importante via especifica de defesa antioxidante

no figado dos animais SL suplementados.

Ja nos animais sem desafio nutricional prévio, os NL, os efeitos
imediatos da vitC revelaram uma resposta hepatica integrada entre o direcionamento
da glicose, o estado redox e os marcadores de infiltracdo inflamatéria. A
suplementacao reduziu a concentracdo de glicose e aumentou simultaneamente o
conteudo de glicogénio intra-hepatico, indicando maior direcionamento da glicose
intracelular para retengao no figado destes animais. Tais efeitos observados refletem
um intermediario dindmico entre captagao, fosforilagao, utilizagcdo e armazenamento,
enquanto a formacao de glicogénio representa um dos principais destinos da glicose
no estado alimentado, fortemente regulada pela disponibilidade do substrato e pela
acéo da insulina (Petersen et al., 2017; Nozaki et al., 2020). Assim, a coexisténcia
de menor glicose com maior glicogénio intra-hepatico nos animais NL-vitC, é
compativel com mudangas do particionamento intra-hepatico da glicose,
deslocando-a para as reservas em detrimento de sua permanéncia no
compartimento. Essa reorganizagdo ocorreu juntamente ao aumento de GSH e a
reducdo das atividades de MPO e NAG hepaticos, o mesmo padrao
redox-inflamatério integrado ja discutido para os animais SL, aqui reproduzido

também nos NL suplementados.

Entretanto, essa resposta ndo impediu o aumento da carbonilagao

proteica no figado dos animais NL-vitC, revelando impactos distintos da vitC sobre
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os diferentes alvos moleculares e condi¢gdes nutricionais neonatais. A carbonilagao
constitui uma modificagdo oxidativa relativamente estavel das proteinas, resultando
tanto da oxidacao direta de residuos de aminoacidos quanto da reagao proteica com
compostos carbonilicos gerados pela oxidagdo de carboidratos, lipidios e da propria
vitC (Miyata et al., 1998; Dalle-Donne et al., 2003). Experimentalmente, a vitC,
embora predominantemente antioxidante em sistemas bioldgicos, € também um
potente agente redutor capaz de propiciar reagdes pro-oxidantes na presencga de
metais de transicdo cataliticamente disponiveis, aos quais regenera a forma
reduzida e cataliticamente ativa. Nesse sentido, produtos derivados de sua
autoxidagao ja demonstraram promover a formagéo de carbonilas proteicas, assim
como sistemas contendo vitC e ferro induzem oxidacao proteica sob determinadas
condigbes quimicas (Palamanda; Kehrer, 1992; Miyata et al., 1998; Kryndushkin et
al.,, 2016). Esse mecanismo oferece uma explicacdo plausivel para o aumento
seletivo da carbonilagdo proteica observada no figado dos animais NL

suplementados na avaliagao imediata.

Nos animais que nao passaram por nenhum desafio nutricional neonatal,
a resposta redox tardia a vitC teve maior abrangéncia, uma vez que, além do
aumento da atividade da catalase mencionado previamente em todos os animais
suplementados, a vitC aumentou especificamente a atividade da SOD nos NL-vitC.
Essas enzimas atuam de forma sequencial e complementar: a SOD catalisa a
dismutagao do O:~ em H:0., substrato que a catalase, por sua vez, decompde, de
modo que o aumento simultdneo de ambas evita que a maior remogédo do
superéxido seja acompanhada pelo acumulo de seu produto (Sies et al., 2017;
Halliwell, 2024). Esse padrdo adquire particular relevancia diante da resposta
observada imediatamente apdés a intervengcdo, quando os animais NL-vitC
apresentaram aumento de GSH, mas também maior carbonilagédo proteica. No DPN
90, essa alteragdo oxidativa proteica ndo permaneceu, enquanto o aumento
conjunto das atividades da SOD e catalase evidencia elevacdo de duas defesas
enzimaticas complementares. Assim, os efeitos redox da exposigao peripuberal a
vitC nos animais NL também apresentaram evolugao temporal, com uma resposta
inicialmente heterogénea entre os diferentes componentes avaliados e,
posteriormente, maior atividade das defesas antioxidantes enzimaticas, mesmo apés

30 dias do fim da intervencao.



94

Diante deste panorama, os achados do presente estudo discutidos
acima mostram que o figado constitui um tecido fundamental sobre as
consequéncias metabdlicas, redox e inflamatdrias da supernutricdo neonatal,
tornando-se progressivamente mais complexo ao longo do desenvolvimento, e que a
suplementagcao com vitC atenuou este perfil de maneira dependente do momento
avaliado e da condi¢ao nutricional prévia dos animais. Considerando a participacao
primordial do figado na integragdo da homeostase energética com o musculo
esquelético (Petersen et al., 2017; Xourafa et al.,, 2024), foram analisados os
principais parametros metabdlicos, oxidativos e de infiltragcdo inflamatéria do MG e
MS, dois musculos com caracteristicas distintas e reconhecidamente diferentes
quanto a susceptibilidade as alteragbes induzidas pela obesidade (Schiaffino &
Reggiani, 2011; Smith et al., 2023).

GASTROCNEMIO (MG)

Avaliagdo imediata Avaliac¢do tardia
i Neic -Vi Vit Neiculo Vit
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Triacilglicerdis Triacilglicerdis Glicose Triacilglicerdis Carbonilagéo proteica Triacilglicerdis
Glicogénio Colesterol Redugdo NBT ARTS Colesterol
Glicose Reducdio de NBT Colesterol NAG . NAG
Redug&o NBT GSH Catalase Redug&io NBT GSH
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Figura 29. Sintese esquematica das alteragées no musculo gastrocnémio induzidas pela supernutricdo neonatal
e pela suplementacdo com vitC, nas avaliagbes imediata (DPN 60) e tardia (DPN 90). As setas indicam aumento
(1) ou redugdo (|) dos parametros em relagdo ao respectivo grupo controle. DPN, dia pds-natal; MG, musculo
gastrocnémio; MRM, massa relativa muscular; GSH, glutationa reduzida; NBT, reduc&o do nitroblue tetrazolium;
FRAP, poder antioxidante redutor férrico; ABTS, capacidade antioxidante total; MPO, mieloperoxidase; NAG,
N-acetil-B-D-glicosaminidase; NL, ninhada normal; SL, ninhada reduzida; VitC, vitamina C.

Entre os musculos avaliados, o MG apresentou alteragoes
particularmente expressivas em resposta a supernutricido neonatal, envolvendo

massa muscular, armazenamento de substratos e homeostase redox, com
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manifestacdes distintas entre os momentos avaliados. No DPN 60, os animais SL
apresentaram menor massa relativa do MG acompanhada por maiores
concentragbes intramusculares de triacilglicerdis e colesterol; considerando que
esses animais também apresentavam maior peso corporal e adiposidade, tal achado
indica que o crescimento corporal induzido pela supernutricio neonatal nao foi

acompanhado por expansao proporcional deste musculo.

Em outras palavras, neste primeiro momento avaliado, houve uma
redistribuicdo da massa corporal: a propor¢ao de tecido adiposo aumentou,
enquanto a fracdo de massa muscular, compartimento metabolicamente importante
para a utilizacdo de substratos, diminuiu. Essa desproporgao adquire relevancia
metabdlica porque o musculo esquelético constitui o principal sitio de captacao de
glicose estimulada pela insulina e participa fundamentalmente da utilizagao de
acidos graxos; assim, a reducao relativa deste musculo pode limitar sua contribuicdo
no manejo sistémico dos substratos diante da obesidade (DeFronzo & Tripathy,
2009; Petersen & Shulman, 2018; Gilbert, 2021).

No DPN 90, entretanto, essa configuragdo muscular foi modificada: a
massa relativa alcancou a normalidade e nado foi mais observado aumento da
retencdo de triacilglicerdis e colesterol intramuscular visualizados no MG dos
animais SL anteriormente. Porém, tal mudanca ndo acompanhou uma melhora
sistémica; ao contrario, ocorreu justamente quando a intolerancia a glicose persistia
e passava a coexistir com aumento dos indices HOMA-IR e TyG e reducéo de
HOMA-B (ja previamente discutidos), indicando uma evolugdo da disfungao
metabdlica mesmo sem a permanéncia, no MG, das alteracdes observadas no DPN
60. A comparagao com os demais compartimentos ajuda a compreender essa
transicdo. No DPN 60, apesar da parcela proporcionalmente menor de MG, o tecido
demonstrava um amplo padrao de retencdo, no qual os animais SL apresentavam
maior adiposidade, conteudo hepatico e do MG de triacilglicerdis, apesar da menor

triacilglicerolemia plasmatica.

Dessa forma, a menor concentragao de triacilglicerdis circulantes nao
traduzia reducao da carga lipidica corporal, considerando seu maior direcionamento
para armazenamento no tecido adiposo, figado e MG. No DPN 90, isso foi alterado:

a triacilglicerolemia plasmatica tornou-se elevada e o maior conteudo hepatico de
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triacilglicerdis permaneceu, enquanto o MG ja nao apresentava retengcao deste
substrato, evidenciando um acumulo preferencial no figado, o que reflete uma
redistribuicdo do excesso lipidico entre os compartimentos avaliados ao longo do
tempo. Essa mudanca é importante, pois o maior conteudo intramuscular de
triacilglicerdis observado no DPN 60 nao foi a causa direta do comprometimento
metabdlico: assim como discutido para o compartimento hepatico, essa quantidade
armazenada reflete o balango entre captacgao, esterificacdo, mobilizacdo e oxidagao
dos acidos graxos (Koves et al., 2008; Petersen & Shulman, 2018; Gilbert, 2021).

Estudos experimentais relatam que a resisténcia a insulina muscular
associada a obesidade pode ocorrer mesmo em contexto de elevada B-oxidacgao,
quando o aumento do fluxo de acidos graxos néo é acompanhado por sua oxidagao
completa, resultando no acumulo de metabdlitos intermediarios e na perda da
capacidade de alternancia adequada entre lipidios e carboidratos (Koves et al.,
2008; Gilbert, 2021; Jani et al.,, 2023). Por essa razdo, a normalizagdo deste
parametro na avaliagdo tardia ndo significa a regularizagdo do fluxo lipidico
muscular, sobretudo considerando a maior triacilglicerolemia circulante e resisténcia
a insulina sistémica (Petersen & Shulman, 2018; Gilbert, 2021; Jani et al., 2023).

A acido metabdlica dos lipidios depende n&o apenas da quantidade total
esterificada como triacilglicerois, mas também do fluxo de acidos graxos e da
formagao, localizacdo e composicdo de intermediarios bioativos (Petersen &
Shulman, 2018; Jani et al., 2023). Estudos mostram que musculos resistentes a
insulina podem apresentar diferentes combinagdes de triacilglicerois, DAG,
ceramidas e marcadores inflamatérios, apesar de compartilharem comprometimento
da sinalizagao de Akt (Jani et al. 2023). Tal modificagao foi similar ao observado na
homeostase redox do MG. No DPN 60, a maior retencdo energética ocorreu
simultaneamente ao aumento da reducdo de NBT; assim, apesar de sua menor
massa relativa, 0 MG dos animais SL reunia maior carga lipidica e sinal associado a
producdo de ERO, sinalizando que a modificagdo do destino dos substratos ja

repercutia sobre o equilibrio redox muscular.

A elevada disponibilidade de acidos graxos pode aumentar o
fornecimento de equivalentes redutores a cadeia respiratdria e, quando esse fluxo

excede a demanda energética, resulta na formagao mitocondrial de EROs; estudos
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em roedores e em humanos demonstram diretamente que a sobrecarga lipidica
aumenta a emissdo mitocondrial de H.O: no musculo e altera o estado redox celular,
estabelecendo uma conexdo mecanistica entre sobrecarga lipidica, ERO e
resisténcia a insulina (Koves et al., 2008; Anderson et al., 2009; Gilbert, 2021). A
producao aumentada de ERO foi acompanhada por maiores concentragdes de GSH
e capacidade antioxidante total, o que indica o recrutamento compensatério das
defesas antioxidantes frente ao desafio imposto pela sobrecarga metabdlica (Jones,
2008; Halliwell, 2024; Sies et al., 2024).

No DPN 90, porém, a reducao do NBT tornou-se inferior, acompanhando
0 desaparecimento da maior retencéo intramuscular de triacilglicerdis e colesterol;
porém, esse resultado n&o significou recuperagdo da homeostase redox,
considerando que houve perda da resposta antioxidante compensatoria previamente
observada, evidenciada pela reducdo da capacidade antioxidante total e pelo
aumento da carbonilagdo proteica no MG dos animais SL. O estado redox depende
do equilibrio dindmico entre producdo de ERO, sistemas de neutralizacdo e
capacidade de remocao ou reparo de biomoléculas modificadas; proteinas
carboniladas, inclusive, podem permanecer no tecido mesmo apoés o fim do estimulo
oxidativo que resultou em sua formagéo (Dalle-Donne et al., 2003; Jones, 2008;
Halliwell, 2024; Sies et al., 2024).

A reducdo da atividade da NAG observada no DPN 60 acrescenta outra
dimensdo a essa avaliagdo, mostrando que as disfungbes induzidas pela
supernutricdo neonatal alcangaram também o componente celular associado aos
macrofagos na musculatura. Como mencionado previamente na discusséo hepatica,
em condigdes de excesso de acidos graxos, sinais derivados do metabolismo
lipidico e de ERO podem ativar vias inflamatdrias como NF-kB nos midcitos,
estimulando a producdo de mediadores como CCL2 e a comunicagdo com células
mieloides, que por sua vez podem modificar a sinalizagao insulinica e o metabolismo
dos midécitos, amplificando a disfungdao metabdlica muscular (Varma et al., 2009; Fink
et al., 2014; Rudrapatna et al., 2019; Hutchinson et al., 2024). Contudo, essa relagao
nao se confirmou de forma linear: justamente no MG com maior retencéao lipidica e
maior produgao de ERO, a atividade de NAG encontrava-se diminuida, padréo que

converge com o observado no figado destes mesmos animais e € compativel com o
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acumulo lipidico comprometendo a fungao lisossomal dos macrofagos residentes,
reduzindo sua capacidade degradativa, em vez de refletir uma atenuagéo benéfica
do processo inflamatério (Wang et al., 2025). Diferentemente dos demais parametros
musculares avaliados, cuja alteragao se restringiu ao DPN 60 ou se inverteu no DPN
90, a menor atividade de NAG nos animais SL persistiu também na avaliagao tardia,
evidenciando uma trajetéria temporal distinta da observada nos demais parametros
e sugerindo um efeito duradouro sobre este componente no MG (Rudrapatna et al.,
2019).

No DPN 60, a menor massa relativa, a maior retengao lipidica e as
alteracgdes redox existiam juntamente a intolerancia a glicose, apesar de HOMA-IR e
TyG ainda permanecerem inalterados. Como o musculo esquelético responde por
grande parte da captacdo de glicose estimulada pela insulina, essas disfungdes
podem ter reduzido a eficiéncia do direcionamento da sobrecarga glicémica
(DeFronzo & Tripathy, 2009; Petersen & Shulman, 2018; Gilbert, 2021). Cabe
ressaltar que a entrada de glicose no musculo ndo depende exclusivamente da agao
insulinica, podendo também ser estimulada pela contragcdo muscular por vias
parcialmente distintas, envolvendo AMPK, Ca* e Rac1, que convergem para a
translocagcdo de GLUT4 (Richter & Hargreaves, 2013; Sylow et al., 2013; 2016;
2017).

Portanto, a interpretacdo aqui proposta refere-se especificamente ao
componente insulino-dependente dessa via. Quando o fluxo intracelular de acidos
graxos excede sua utilizagdo ou esterificacdo segura, intermediarios como
diacilglicerois e ceramidas podem interferir na sinalizacdo IRS-PI3K-Akt e na
translocacao de GLUT4 (Petersen & Shulman, 2018; Gilbert, 2021; Jani et al., 2023).
Em humanos, o aumento de DAG muscular foi associado a ativacdo de PKCO
(Szendroedi et al., 2014), maior fosforilagao inibitéria de IRS-1 e redugao da ativagao
de IRS-1 e AKT2 estimulada pela insulina (Szendroedi et al., 2014), enquanto
ceramidas tém sido relacionadas ao comprometimento da ativagcdao de Akt e da

captacao muscular de glicose (Adams et al., 2004; Boon et al., 2013; Gilbert, 2021).

Na avaliagdo tardia, esse comprometimento sistémico, ja discutido,
seguiu progredindo mesmo sem a elevada retencao de triacilglicerdis e colesterol

intramuscular. Estes achados reforcam que a progressao da resisténcia a insulina
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ndo exige a manutencao de maior conteudo total de lipidios teciduais de forma
homogénea, envolvendo mudangas duradouras no fluxo e na sinalizag&o intracelular
(Petersen & Shulman, 2018; Gilbert, 2021; Jani et al., 2023), o que corrobora
estudos experimentais que relatam que, na vida adulta, houve reducéo da expressao
de IRS-1 e GLUT4, aumento da fosforilagéo inibitéria de IRS-1 e modificagbes em
genes relacionados a agao insulinica muscular, mostrando que a exposi¢cao
nutricional neonatal pode programar de maneira prolongada a capacidade de
resposta desse tecido a insulina (Liu et al., 2013; Jani et al., 2023). Assim, essa
passagem entre os dois momentos avaliados revela que o MG passou de um
fendtipo precoce marcado por menor representagao relativa, maior retencdo de
substratos e desafio oxidativo compensado pelo recrutamento de defesas
antioxidantes, para uma condi¢cdo tardia em que o maior armazenamento lipidico
tecidual ja ndo era evidente, porém houve perda da capacidade antioxidante total

tecidual, além de dano proteico e agravamento sistémico da resisténcia a insulina.

Diante desse quadro de comprometimento metabdlico-redox
progressivo, torna-se relevante compreender em que medida a suplementagdo com
vitC na puberdade modificou esse cenario. Os impactos da vitC sobre o MG
revelaram uma resposta que se reorganizou entre a avaliagdo imediatamente
posterior a intervengao e aquela realizada 30 dias apds seu término, principalmente
nos animais submetidos a supernutricdo neonatal. No DPN 60, a vitC aumentou a
concentracdo intramuscular de glicose e reduziu o colesterol, sem promover
aumento de glicogénio ou intensificar o conteudo de triacilgliceréis, ao mesmo tempo
em que reduziu a glicemia plasmatica, indicando que sua acéo imediata favoreceu a
disponibilidade e o direcionamento da glicose pelo MG sem simplesmente
direciona-la para retengao energético. Uma possivel ligagdo molecular entre esses
efeitos reside na propria reducdo do colesterol muscular: em condicbes de
resisténcia a insulina, o excesso de colesterol nas membranas desorganiza a
F-actina cortical necessaria ao trafego de GLUT4, enquanto sua reducéao restaura a
organizacdo do citoesqueleto, o recrutamento do transportador e a captagcdo de

glicose (Habegger et al., 2012; Llanos et al., 2015; Fazakerley et al., 2019).

Embora o colesterol tecidual ndo tenha sido determinado

especificamente na membrana, sua redu¢cdo no MG dos animais SL, associada a
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maior concentracdo de glicose intramuscular, a redugao da glicemia circulante e a
menor concentragédo de glicogénio hepatico nos mesmos animais, demonstra que a
repercussao imediata da suplementagdo com vitC alcangou de forma convergente o
controle glicémico sistémico, o figado e um dos principais tecidos responsaveis pela
utilizagdo da glicose. Tal resultado encontra respaldo experimental: a suplementacao
com vitC aumentou sua concentracdo no musculo esquelético e melhorou a
sensibilidade periférica a insulina e o descarte de glicose, juntamente a melhora da
condi¢cao redox muscular, além de melhorar a tolerancia a glicose e a sensibilidade a
insulina em diferentes condigdes de disfungdo metabodlica (Mason et al., 2016;
Franke et al., 2018; Jeon et al., 2023). A auséncia de mudancga sobre o glicogénio no
MG dos animais SL corrobora esse efeito, pois indica que a maior disponibilidade
muscular de glicose ndo se restringiu a sua conversao em reserva, e evidéncias
experimentais relatam que a vitC pode alterar de maneira integrada o metabolismo

glicidico e a condig&o oxidativa muscular (Bulduk et al., 2006; Park et al., 2018).

A resposta redox observada neste primeiro momento integra a
reorganizagdo metabdlica promovida pela vitC no MG. O aumento glicémico
muscular ocorreu juntamente ao aumento da produgdo de ERO e a redugéo do
FRAP e, especificamente no musculo dos animais SL, da atividade da catalase. Ao
neutralizar espécies oxidantes, a vitC doa elétrons e é oxidada, necessitando
posteriormente ser regenerada por sistemas celulares dependentes de equivalentes
redutores, incluindo GSH (Meister, 1994; Linster & Van Schaftingen, 2007; Halliwell,
2024). Assim, embora a propria vitC possua capacidade de reduzir Fe* e contribua
diretamente para o FRAP, sua menor capacidade redutora apds a suplementacao
sugere que o conjunto de agentes redutores do MG encontrava-se menos disponivel
na forma reduzida, indicando a maior mobilizacado para sustentar a demanda redox
evidenciada pelo aumento da produgdo de ERO intramuscular (Silvestrini et al.,
2023; Silvestrini & Mancini, 2024).

Nos animais com supernutricdo lactacional, essa reorganizagao
envolveu a atividade da catalase, cuja reducdo pode indicar modificacdo na
contribuicao relativa dessa via para a remoc¢ao de H:0., uma vez que as diferentes
defesas antioxidantes musculares respondem de maneira especifica as alteragdes

da demanda metabdlica e redox (Powers et al., 1994; Pinho et al., 2017). Esse efeito
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ter ocorrido exclusivamente nos SL evidencia que, diante do comprometimento
previamente evidenciado no MG desses animais, o efeito principal da
suplementacdo com vitC sobre este musculo dos animais com supernutricio
neonatal, na avaliagao imediata, foi metabdlico-glicEmico associado a tentativa de

reorganizagao redox tecidual.

No DPN 90, a repercussao da vitC sobre o MG dos animais SL evoluiu
para uma reestruturacdo integrada do direcionamento lipidico e da capacidade
antioxidante, acompanhando a melhora metabdlica sistémica promovida pela
suplementagcao. Nesse momento, a vitC reduziu adiposidade e os conteudos
hepaticos de triacilglicerois e glicogénio, enquanto aumentou triacilgliceréis no MG,
juntamente a melhora da tolerancia a glicose e da funcionalidade das células 3

pancreaticas.

Tais achados evidenciam uma mudanga na participagao relativa dos
tecidos no manejo dos substratos (ja mencionada anteriormente), diminuindo sua
retencdo hepatica e favorecendo maior participagcdo muscular no metabolismo
lipidico. Como previamente discutido, a vitC atua como cofator da biossintese de
carnitina, auxiliando no transporte mitocondrial e na utilizagdo dos acidos graxos; no
MG, especificamente, essa participagdo ganha relevancia adicional porque o proprio
musculo constitui um importante compartimento de acumulo de vitC, cuja
disponibilidade se relaciona experimentalmente a capacidade de oxidacéao lipidica
tecidual (Johnston et al.,, 2006; Carr et al., 2013). Se essa maior capacidade
oxidativa se traduziu em maior fluxo de acidos graxos pelo musculo, seria esperado
que parte desse substrato fosse temporariamente esterificada em triacilglicerois
antes de sua mobilizacdo para oxidacdo, um destino que, ao limitar a permanéncia
dos acidos graxos como intermediarios bioativos, capazes de comprometer a
sinalizagdo insulinica, tornaria o préprio aumento do triacilglicerol parte de um
processamento lipidico mais dindmico, e ndo simples indicador de sobrecarga
(Listenberger et al., 2003; Liu et al., 2007; Petersen & Shulman, 2018).

O aumento conjunto de GSH e da atividade da catalase especificamente
nos SL-vitC, juntamente a maior capacidade antioxidante total observada no MG,
fortalece tal interpretacdo, mostrando que a maior presenca de triacilglicerois

ocorreu acompanhada pelo aumento do fortalecimento antioxidante, e ndo por
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deterioragdo redox. Como ja discutido para o DPN 60, a vitC pode participar
simultaneamente do metabolismo energético e da manutencdo das defesas
necessarias para conter a demanda oxidativa associada ao processamento de
substratos. Neste segundo momento avaliado, 30 dias apds o fim da suplementacgao
com vitC, os dados do MG dos animais SL suplementados, juntamente as
repercussdes sistémicas e hepaticas discutidas, sustentam a hipotese de maior
participagdo muscular no direcionamento lipidico, amparada por um ambiente redox

fortalecido.

A evidenciada reorganizacao discutida anteriormente alcangou também
os marcadores de infiltragdo inflamatoria no MG, uma vez que, nos mesmos animais
SL, a vitC reduziu a atividade de MPO e aumentou a de NAG. A menor atividade de
MPO, como mencionada anteriormente, indica reducdo da atividade associada ao
componente neutrofilico e, consequentemente, da geragao de oxidantes no tecido
(Peskin et al., 2025), o que evidencia um efeito particularmente relevante por ocorrer
simultaneamente ao aumento de trés defesas antioxidantes avaliadas. Ja o aumento
da atividade de NAG promovido pela vitC &€ compativel com uma recuperagao
funcional dos macréfagos residentes no MG, cuja capacidade degradativa
lisossomal encontrava-se comprometida pelo acumulo lipidico nos animais SL nao
suplementados (Wang et al.,, 2025), reforcando que a intervengdo n&o apenas
reduziu o componente neutrofilico, mas também restaurou parte da funcgéo

macrofagica local.

Experimentalmente, a vitC reduz atividade de MPO e infiltracdo
neutrofilica no musculo esquelético submetido a lesdo oxidativa, mostrando que a
vitC pode limitar diretamente esse componente da resposta mieloide (Kearns et al.,
2004). Por outro lado, o aumento de NAG, que demonstra maior atividade associada
aos macrofagos (Bourbouze et al, 1991), sugere que a vitC nao suprimiu
globalmente a resposta celular, mas modificou sua organizagdo: a menor
participacado neutrofilica potencialmente pré-oxidante coexistiu com maior atividade
macrofagica. Como a vitC participa da manutencao da capacidade redox e fagocitica
das células mieloides (Carr & Maggini, 2017) e favorece a remogao de neutréfilos
apoptéticos por macrofagos (Vissers & Wilkie, 2007; Carr & Maggini, 2017), estes

achados podem auxiliar na manutengcao e resolucao da resposta tecidual. Assim,
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estes achados, juntamente ao fortalecimento das defesas antioxidantes ja discutidas
neste musculo, apontam para uma ac¢ao coordenada da vitC sobre o microambiente

do MG, principalmente naqueles com maior comprometimento metabdlico-redox.

Nos animais NL, os efeitos da suplementacao antioxidante sobre o MG
também apresentaram evolugédo temporal, porém sobre um tecido metabolicamente
preservado. No DPN 60, a vitC aumentou conjuntamente glicose, glicogénio e
triacilglicer6is musculares, o que é coerente com um maior direcionamento dos
substratos ao armazenamento energético e que ocorreu juntamente ao aumento do
ganho de peso, da eficiéncia energética e do indice de Lee nestes mesmos animais,
mesmo com a redugdo da ingestdo alimentar. Assim, a repercussdo muscular
integrou uma resposta sistémica de extensa complexidade a suplementagao, na qual
a elevada disponibilidade de substratos foi acompanhada por maior eficiéncia em
sua conversdao em massa corporal. Essa reorganizacdo metabdlica coexistiu com
aumento da reducdo de NBT e redugcdao do FRAP, mostrando que a retencao
muscular também modificou a demanda redox tecidual. A alta capacidade muscular
de captacédo de vitC via SVCT2, cuja expressdo aumenta apos a suplementagao
mesmo em tecido metabolicamente preservado, fornece plausibilidade para uma
acao direta da intervencdo sobre o MG. Tal mecanismo encontra respaldo na
literatura, sendo evidenciado que, em individuos saudaveis, a maior disponibilidade
muscular de vitC n&o necessariamente promove alteragdes proporcionais das
defesas antioxidantes, reforcando a variacdo da resposta considerando o contexto

metabdlico (Mason et al., 2014).

No DPN 90, apos 30 dias do fim da intervengéo, essa configuragao
predominantemente anabdlica ndo persistiu: os efeitos sobre glicose e glicogénio
musculares desapareceram e o aumento de triacilglicerdis passou a coexistir com
maior capacidade antioxidante total, enquanto sistemicamente a vitC melhorou a
tolerancia a glicose, a funcionalidade das células [ pancreaticas e reduziu o
colesterol total e o colesterol-HDL plasmatico. Dessa forma, a repercussao tardia da
intervencdo no MG de animais sem desafio nutricional prévio parece ter se
deslocado do favorecimento precoce da retengao energética para a reorganizagao
do controle glicémico e lipidico sistémico, mantendo no MG maior participacéo do

compartimento lipidico acompanhada por refor¢co antioxidante.
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A luz destes resultados, o MG constituiu um importante alvo da
supernutricdo neonatal, com repercussdes metabdlicas, redox e inflamatérias
progressivas, enquanto a suplementagcdo peripuberal com vitC modificou essa
configuracdo de maneira dependente da idade e, sobretudo, da condigdo metabdlica
prévia. Considerando que a composicdo de fibras influencia o metabolismo e a
susceptibilidade as alteragcdes metabdlico-redox, torna-se imprescindivel avaliar se
esses impactos também ocorreram sobre o MS, musculo de perfil
predominantemente oxidativo e funcionalmente distinto do MG (Schiaffino &
Reggiani, 2011; Smith et al., 2023).

SOLEO (MS)
Avaliac@o imediata Avaliagdo tardia

‘9\;\] ei CQ /O s\,—Vi tc 6\,—Vl. l‘c d "}:

' a b | |

Figura 30. Sintese esquematica das alteragbes no musculo séleo induzidas pela supernutrigdo neonatal e pela
suplementacéao com vitC, nas avaliacbes imediata (DPN 60) e tardia (DPN 90). As setas indicam aumento (1) ou
reducdo (|) dos parametros em relagéo ao respectivo grupo controle. DPN, dia pdés-natal; MS, musculo sdleo;
MRM, massa relativa muscular; GSH, glutationa reduzida; SOD, superéxido dismutase; FRAP, poder antioxidante
redutor férrico; ABTS, capacidade antioxidante total; PCO, carbonilagdo proteica; NBT, redugédo do nitroblue
tetrazolium; MPO, mieloperoxidase; NL, ninhada normal; SL, ninhada reduzida; VitC, vitamina C.

Diferentemente do MG, o MS apresentou maior preservacgao inicial frente
a supernutricdo neonatal, mas a integracéo dos resultados obtidos nos dois periodos
revela que as particulares caracteristicas do musculo mencionado, parecem ter
retardado, porém nao impedido, manifestacdes metabdlicas, redox e inflamatodrias.
No DPN 60, os animais SL apresentaram menores concentragdes de glicose,

glicogénio, GSH e atividade da MPO no MS, ainda sem aumento de triacilglicerol,
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colesterol intramuscular ou de marcadores de dano oxidativo. Estes achados sao
compativeis com a elevada capacidade oxidativa e mitocondrial do MS, que lhe
confere maior capacidade de utilizacdo de substratos e de adaptagcdo ao excesso
energético em comparagdo a musculos de composigao mista, como o MG, podendo
retardar a retencao lipidica e suas consequéncias celulares (Koves et al., 2008;
Muoio & Neufer, 2012; Schiaffino & Reggiani, 2011; Petersen & Shulman, 2018).
Entretanto, a auséncia de acumulo lipidico ou dano oxidativo neste momento nao
significa preservagcao metabdlica. A redugao simultdnea de glicose e glicogénio
intramuscular ocorreu justamente quando os animais SL ja apresentavam
hiperglicemia basal e intolerancia a glicose, estabelecendo uma importante relagao
entre a disponibilidade sistémica de glicose e sua retengdo muscular: enquanto a
glicose permanecia inadequadamente elevada na circulagdo, a concentragéo de
glicogénio, sua principal forma de armazenamento para utilizacado, estava reduzida
no MS.

Como ja discutido anteriormente, considerando que o musculo
esquelético constitui um dos principais destinos da glicose estimulada pela insulina e
que sua incorporacao ao glicogénio representa uma parcela importante desse fluxo,
esse contraste € compativel com menor direcionamento da glicose circulante para
captacdo e/ou armazenamento no MS, o que contribui para a menor eficiéncia de
depuragdo glicémica evidenciada durante o GTT (DeFronzo & Tripathy, 2009;
Petersen & Shulman, 2018). Embora os presentes achados nao permitam distinguir
exatamente as alteragbes entre captagdo, oxidacdo ou sintese de glicogénio,
quando os dados aqui obtidos sdo observados de forma conjunta, mesmo sem o
aumento de HOMA-IR e TyG neste primeiro momento, ha indicios de uma
modificagdo muscular precoce do destino da glicose, detectavel simultaneamente ao
comprometimento dindmico da homeostase glicémica, mas ainda anterior a
resisténcia insulinica basal mais evidente. Essa interpretacdo é coerente com
estudos experimentais que relatam mudancas precoces da responsividade a
insulina, da fungdo mitocondrial e da sintese de glicogénio em musculos oxidativos
expostos ao excesso energético (Brunetta et al., 2019; Jani et al., 2021; Morales et
al., 2021; Da Eira et al., 2024).
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Esse fato observado no MS torna-se ainda mais expressivo quando
confrontado com o particionamento dos substratos nos demais tecidos avaliados
neste primeiro protocolo. Enquanto glicose e glicogénio estavam reduzidos no MS,
os animais SL apresentavam maior conteudo de glicogénio e triacilglicerol intra
hepatico e triacilglicerol no MG, apesar da menor triacilglicerolemia plasmatica.
Portanto, a supernutricdo neonatal ja havia alterado profundamente o destino dos
substratos energéticos, mas de maneira tecido-especifica: figado e MG atuavam
como sitios de maior retengcado energética, ao passo que o MS ainda restringia o
acumulo lipidico, porém as custas de uma modificacdo precoce do compartimento
glicidico. A reducdo conjunta de GSH acrescenta uma dimensdo redox a essa
resposta, considerando que em musculos de elevada atividade oxidativa, como o
MS, o aumento do fluxo mitocondrial e da utilizagao de substratos amplia a demanda
sobre sistemas antioxidantes mesmo antes de dano molecular oxidativo detectavel
(Brunetta et al., 2019).

Corroborando o observado nesta investigagdo, pesquisas previamente
publicadas relataram redugéo precoce de aproximadamente 25% da GSH no MS de
ratos jovens expostos por curto periodo a dieta hiperlipidica, antes do
estabelecimento de EO mensuravel (Andrich et al., 2019). Assim, este achado
observado no presente estudo, na auséncia de dano oxidativo, € compativel com a
maior utilizagdo da capacidade redutora durante essa adaptagado metabdlica inicial a
disfungdo metabdlica ocasionada pela supernutricdo neonatal. Nessa fase inicial, a
menor atividade da MPO reflete a auséncia de estimulo para o recrutamento do
componente neutrofilico, e ndo uma falha de resposta deste, uma vez que a ativacao
e o recrutamento dessas células dependem da disponibilidade de ERO e produtos
da oxidacgao lipidica como sinais desencadeadores (Tosello-Trampont et al., 2012;
Reid et al., 2016; Daemen et al., 2021), ainda ausentes de forma mensuravel nesse
momento. Esse cenario difere do observado no figado e no MG, onde a redugéo
desses marcadores coexistiu com dano oxidativo ja instalado, sinalizando ali uma

resposta mieloide comprometida (Winterbourn et al., 2016).

Entretanto, a configuragdo do MS analisada na avaliagdo tardia foi
substancialmente diferente daquela observada precocemente. A intolerancia a

glicose persistiu e passou a coexistir com HOMA-IR e TyG elevados, HOMA-3
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reduzido, maior triacilglicerolemia plasmatica e adiposidade persistente nos animais
SL, enquanto o figado mantinha maior retencéo de triacilglicerol e glicogénio e as
alteragcdes observadas no MG evidenciavam que a sobrecarga metabdlica ja
alcangava diferentes compartimentos envolvidos na homeostase energética. Neste
contexto de resisténcia a insulina mais estabelecida e maior exposi¢cao sistémica aos
lipidios, o MS, inicialmente mais preservado, passou a apresentar simultaneamente
maior massa relativa e concentracao de colesterol intramuscular. O colesterol exerce
importante fungdo estrutural na membrana muscular, e sua homeostase influencia
propriedades de membrana e processos relacionados ao trafego de GLUT4;
experimentalmente, o excesso de colesterol em membranas do musculo esquelético
tem sido associado a resisténcia a insulina, enquanto sua reducido favorece a

translocacao desse transportador e a captagao de glicose (Barrientos et al., 2017).

Portanto, tal mecanismo € uma possivel explicagao para a limitagao de
captacdo de glicose sinalizada precocemente no MS: enquanto no DPN 60 o menor
direcionamento da glicose circulante para este musculo carecia de um substrato
estrutural identificavel, o acumulo tardio de colesterol sobre essa membrana é
plausivel para explicar essa limitacdo, ao comprometer seu trafego necessario a
captacdo de (glicose estimulada pela insulina. Trata-se do mesmo eixo
colesterol-membrana-GLUT4 ja discutido previamente para o MG, ainda que em
sentidos opostos: enquanto naquele musculo a redugdo do colesterol pela vitC
favoreceu a captacdo de glicose, no MS é o seu acumulo, induzido pela
supernutricdo, que parece limita-la (Habegger et al., 2012; Llanos et al., 2015;
Fazakerley et al., 2019; Barrientos et al., 2017). Assim, o surgimento tardio do
acumulo de colesterol no MS, juntamente com a resisténcia a insulina sistémica,
indica que o perfil metabdlico predominantemente oxidativo caracteristico deste
musculo, que pode ter contribuido para restringir a retencéo lipidica no DPN 60,
tornou-se progressivamente insuficiente frente a persisténcia da disfuncéo
metabdlica (Koves et al., 2008; Muoio & Neufer, 2012; Petersen & Shulman, 2018).
Sob essa perspectiva, a normalizacdo das concentragbes de glicose e glicogénio
intramuscular observadas no DPN 90 nao representa recuperacédo funcional, pois
ocorreu em um musculo que simultaneamente apresentava expansdo relativa e

alteracao de seu conteudo lipidico.
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Essa mudanga metabdlica e estrutural do MS ocorreu de forma
integrada ao estabelecimento de um ambiente redox-inflamatdério distinto daquele
observado na avaliacdo inicial: no DPN 90, o aumento da massa relativa e do
colesterol intramuscular coexistiu com maior atividade da MPO e carbonilagcao
proteica nos animais SL, sem aumento detectavel das defesas antioxidantes
avaliadas. Essa convergéncia é mecanisticamente coerente, ja que os neutréfilos
constituem importante fonte enzimatica de espécies oxidantes: a MPO utiliza H-0: e
ions cloreto para gerar acido hipocloroso (HOCI) e outras EROs, compostos de
elevada reatividade que tém as proteinas como um de seus principais alvos
bioldgicos, promovendo oxidagado direta de residuos de aminoacidos, formacéo de
cloraminas e consequentes modificagbes estruturais e funcionais (Hawkins et al.,
2003; Pattison et al., 2007; Davies, 2011; Davies, 2021).

Além de atuar diretamente sobre proteinas, produtos derivados da MPO
também reagem com acidos graxos insaturados, fosfolipidios e colesterol, gerando
lipidios oxidados e ERO secundarias capazes de ampliar indiretamente as
modificagdes proteicas (Davies, 2011; Davies, 2021). Isso confere relevancia ao
aumento simultdneo do colesterol intramuscular observado no MS neste mesmo
periodo, por adicionar um substrato lipidico sujeito a agcdo dessas EROs. Essa via
mecanistica é consistente com achados experimentais que associam a atividade da
MPO ao comprometimento metabdlico e a resisténcia a insulina em condigbes como
a obesidade (Winterbourn et al., 2016; Zhao et al., 2020), reforcando que a maior
infiltrac&o neutrofilica no MS nao constitui apenas um marcador inflamatorio isolado,

mas uma via ativa de geragao de dano oxidativo.

E nesse contexto de vulnerabilidade temporal observada no MS dos
animais com supernutricao lactacional que se inserem os efeitos da suplementagao
com VvitC sobre esse musculo. Nos animais SL, os efeitos imediatos da vitC sobre
este musculo avaliados no DPN 60, ocorreram integrados a melhora da homeostase
glicémica sistémica e a uma reorganizagao simultdnea do metabolismo glicidico e do
ambiente redox muscular. A suplementacdo reduziu a glicemia e melhorou a
tolerancia a dglicose especificamente nos animais submetidos a supernutrigdo
neonatal, enquanto seus efeitos musculares foram mais abrangentes, com aumento

da concentragcdo de glicose no MG e redugdgo do glicogénio no MS



109

independentemente da condi¢ao nutricional. Mecanisticamente, a vitC é concentrada
nos midcitos principalmente pelo SVCT2 e participa diretamente do controle do
ambiente redox no qual operam a sinalizacdo insulinémica e o metabolismo
energético (Savini et al., 2007; Mason et al., 2014). Experimentalmente, o aumento
da disponibilidade de vitC tem sido associado a melhora da acao insulinica e
disposicdo periférica de glicose, incluindo modificagbes do metabolismo n&o
oxidativo e de propriedades de membrana, além de efeitos sobre a disposicao
muscular de glicose em condigdes de resisténcia a insulina (Paolisso et al., 1994;
Natali et al., 2000; Mason et al., 2016).

Nos animais SL, esses mecanismos oferecem uma explicagcado plausivel
para a melhora da tolerancia a glicose e redugao da glicemia, enquanto o aumento
de glicose no MG e a redugcdo de glicogénio no MS demonstram que a
suplementagcao também modificou, de maneira tecido-especifica, seu destino
muscular. No MS, contudo, essa reorganizagdo glicidica ocorreu simultaneamente a
reducdo de GSH e FRAP e ao aumento da atividade da MPO e da carbonilagcéo
proteica promovidos pela vitC, achados que seguem o mesmo padrao geral, néo
sendo restrito aos SL suplementados. Essa coexisténcia é fisiologicamente coerente
porque a sinalizacdo metabdlica e o estado redox s&do processos estreitamente
interdependentes: EROs participam fisiologicamente da sinalizacdo da insulina,
enquanto seu excesso ou persisténcia pode comprometer proteinas envolvidas
nessa via, e modificacbes do fluxo e da utilizagdo de substratos, por sua vez,
alteram a produgdo mitocondrial de EROs e a demanda pelos sistemas
antioxidantes celulares (Loh et al., 2009; Tiganis, 2011; Fisher-Wellman & Neufer,
2012; Ristow & Schmeisser, 2014).

Essa maior sensibilidade redox do MS a alteragdes no manejo de
substratos €, ainda, compativel com seu perfil contratil: por se tratar de um musculo
predominantemente ténico e rico em fibras oxidativas, o MS mantém um fluxo
mitocondrial constitutivamente elevado e uma dependéncia continua da oxidagao de
acidos graxos (Hamilton et al., 2026), de modo que o redirecionamento no uso de
substratos energéticos apds a suplementagdo tende a amplificar a produgao

mitocondrial de EROs neste musculo, diferentemente do MG, cuja atividade contratil



110

intermitente e perfil predominantemente glicolitico conferem menor dependéncia

basal da oxidacéo lipidica (Hua et al., 2017).

E precisamente nesse contexto de maior dependéncia oxidativa basal
que se inserem os achados redox observados no MS: a menor disponibilidade de
GSH e o poder redutor avaliado pelo FRAP refletem a maior exigéncia sobre a
capacidade redutora do MS durante esse rearranjo metabdlico, enquanto o aumento
da MPO adiciona uma fonte enzimatica de oxidantes capazes de modificar
proteinas, como ja discutido previamente, o que fornece uma razao consistente para
explicar a maior carbonilagao proteica observada simultaneamente no MS (Hawkins
et al., 2003; Pattison et al., 2007; Winterbourn et al., 2016; Davies, 2021). Dessa
forma, os resultados do DPN 60, avaliacdo realizada imediatamente apds o fim da
intervengao, indicam que a vitC nao atuou simplesmente como antioxidante no MS:
ao mesmo tempo em que favoreceu a homeostase glicémica dos animais SL e
modificou o particionamento muscular da glicose, estabeleceu no MS uma nova
configuragcdo metabdlico-redox, caracterizada por menor reserva glicidica,
capacidade antioxidante disponivel e maior atividade pré-oxidativa associada a

MPO, o que se traduziu em dano oxidativo proteico.

Apo6s 30 dias do término suplementar, no DPN 90, a permanéncia de
efeitos da vitC em diferentes compartimentos propde que a intervengao peripuberal
impactou metabolicamente de forma duradoura, e ndao somente evidenciando
respostas dependentes da presenca imediata da vitC exdgena. Nos animais SL, a
vitC melhorou a tolerancia a glicose, reduziu o ganho de peso, a adiposidade e a
retencdo hepatica de triacilglicerol e glicogénio, achados previamente discutidos; no
MS, por sua vez, a resposta tardia ndo envolveu alteracdes da massa relativa ou das
concentragcdes intramusculares dos substratos avaliados, concentrando-se na
homeostase redox-inflamatoéria: a vitC aumentou o marcador de producao de EROs
e a capacidade antioxidante total tecidual, reduziu a atividade da MPO,
especificamente nos SL, e promoveu maior carbonilacido proteica em todos os
suplementados. Embora ratos sintetizem vitC endogenamente, sua concentragao
corporal é regulada dinamicamente pelo equilibrio entre sintese, aporte, utilizagdo e
excrecao (Lykkesfeldt & Tveden-Nyborg, 2019; Przybyto & Langner, 2020).
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Durante a suplementagao diaria, a exposi¢gao consecutiva somou-se a
essa producgdo enddgena, colocando o MS (cujo perfil oxidativo ja foi discutido) sob
um ambiente redox persistentemente modificado, o que torna plausivel uma
reorganizagao da relagao entre geracido e neutralizacdo de EROs neste tecido de
intensa troca de equivalentes redutores (Picard et al., 2012). Essa exposi¢ao ja se
refletia imediatamente apds a intervencdo e permaneceu detectavel mesmo 30 dias
apdés seu término, independentemente da condigdo nutricional neonatal, padrao
compativel com a persisténcia e remogao incompleta de proteinas carboniladas, que

apresentam taxas distintas de turnover e degradacgao (Fedorova et al., 2014).

Nos animais SL, essa resposta redox tardia ocorreu apesar da vitC ter
atenuado o fendtipo metabdlico programado nos aspectos ja discutidos (tolerancia a
glicose, adiposidade, ganho de peso e retencdo hepatica de substratos). Assim, o
aumento da produgdo de ERO intramuscular especificamente nestes animais
suplementados ndo deve ser interpretado simplesmente como consequéncia da
progressao da resisténcia insulinica ou da sobrecarga metabdlica sistémica, uma
vez que inumeros destes parametros foram simultaneamente atenuados pela
intervengao antioxidante. Em vez disso, o achado aponta para uma resposta
particular do MS a vitC, relacionada ao perfil metabdlico ja discutido deste musculo
(Espinosa et al., 2013; Souto Padron de Figueiredo et al., 2015).

O aumento simultdneo da capacidade antioxidante total tecidual
confirma que essa resposta nao foi passiva: o sistema antioxidante do MS foi
efetivamente mobilizado frente a maior pressido oxidativa, o que reforca a
interpretacdo de uma vulnerabilidade tecidual especifica (Andrich et al., 2018). Vale
ressaltar que a carbonilagdo proteica persistiu ndo por auséncia de resposta
antioxidante, mas porque a magnitude da pressao pro-oxidante superou sua
capacidade de neutralizacdo, cenario também descrito no MS de ratos frente a
outras formas de sobrecarga oxidativa (Andrich et al., 2018). Essa mesma
especificidade se repete na atividade da MPO: sua reducao pela vitC, restrita aos
SL, correspondendo a atenuacdo de uma fonte inflamatéria de oxidantes que se
encontrava elevada nos SL-veiculo. Vale ressaltar que esse achado tem carater
pontual e tecido-especifico, ndo comprometendo o quadro geral de atenuagéo

sisttmica e teciduais da suplementacdo com vitC sobre os animais com



112

supernutricao lactacional. Uma possivel explicacao para essa especificidade esta na
cinética diferencial de captagao de vitC entre os tecidos: o transportador SVCT2 é
preferencialmente expresso em fibras oxidativas lentas, como as predominantes no
MS, padrdao conservado entre espécies e associado a maior atividade basal de

NADPH oxidase neste musculo em comparag¢ao ao MG (Sandoval et al., 2024).

Essa maior capacidade de captagcdo, somada a elevada atividade
oxidativa basal do MS ja discutida, pode propiciar um maior acumulo intracelular de
vitC especificamente nele, aumentando a exposigao local as reagdes do tipo Fenton
mediadas por metais de transicdo, sendo uma explicagao plausivel para o aumento
da carbonilagdo proteica evidenciado neste musculo (Palamanda; Kehrer, 1992;
Miyata et al., 1998; Kryndushkin et al., 2016; Kazmierczak-Baranska et al., 2020). Tal
processo pode ocorrer sem que se replique necessariamente em tecidos com
cinética de captacao e perfil enzimatico distintos, como o figado e até o MG. Assim,
tais achados indicam a coexisténcia pontual, no MS, de duas vias de oxidagao
proteica: uma enzimatica, mediada pela MPO, restrita aos SL e sensivel a acdo da
vitC (Peskin et al., 2025); e outra ndo enzimatica, decorrente da maior captagao
intracelular de vitC (Sandoval et al., 2024) e da elevada atividade oxidativa basal
deste musculo, que juntas ampliam a exposicdo a reacgdes pré-oxidantes
(Palamanda & Kehrer, 1992; Miyata et al., 1998; Kryndushkin et al., 2016;

Kazmierczak-Baranska et al., 2020).

Nos animais NL, a vitC também modificou o MS, mas de forma
dissociada da presenga de qualquer desafio metabdlico prévio: no DPN 60, reduziu
a glicose e o glicogénio intramusculares e defesas antioxidantes especificas (GSH,
FRAP), ao mesmo tempo em que aumentou a MPO e a carbonilagédo proteica, um
custo redox parcialmente compensado pelo aumento da atividade da SOD, exclusivo
neste grupo suplementado. No DPN 90, isso ndo se dissipou, mas mudou de
formato: a massa relativa e a atividade da MPO aumentaram especificamente nos
NL suplementados, em direcdo oposta a observada nos SL, enquanto a
carbonilagdo proteica permaneceu elevada e nenhuma defesa antioxidante foi
mobilizada. Assim, em um organismo sem disfungdo metabdlica a ser corrigida, a
vitC parece atuar sobre o MS como um estressor redox, achado consistente com o

mesmo perfil tecido-especifico ja discutido para os animais SL, no qual a maior
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afinidade transportadora do MS pela vitC, aliada ao seu fluxo oxidativo
constitutivamente elevado, predispbe este musculo a reag¢des do tipo Fenton (ja

previamente discutida) independentemente do estado metabdlico de base.

Tal interpretagdo converge com estudos anteriores que demonstram que
a suplementacao antioxidante pode prejudicar adaptagdes fisioldgicas em tecido
metabolicamente saudavel (Gomez-Cabrera et al., 2008; Ristow & Schmeisser,
2014), assim como com evidéncias de que a vitC assume atividade pro-oxidante
sobre a fungdo neutrofilica em concentragdes elevadas (Sae-khow et al., 2023).
Contudo, a persisténcia desse padrao redox-inflamatério evidenciado na avaliagao
tardia € compativel com um fenbmeno de memoria metabdlica: o estresse redox
transitério induzido pela suplementagcao com vitC durante a puberdade sobre o MS
pode ter desencadeado modificagcbes duradouras na expressao de genes
relacionados a defesa antioxidante e a sinalizagao inflamatdria, que se mantém
mesmo apods a eliminagdo do estimulo original. Esse é um mecanismo ja descrito
para outras intervengdes metabdlicas transitérias (Dong et al., 2024). Nesse sentido,
a auséncia de compensacao pela atividade da SOD no DPN 90, distinta da resposta
observada no DPN 60, propde que essa memoria redox se sobrepbs a capacidade
adaptativa do MS, tornando esse desequilibrio ainda mais evidente na avaliagcéo

tardia.

Considerados em conjunto, os resultados deste estudo evidenciam que
as consequéncias da supernutricdo neonatal ultrapassam a persisténcia de um
fendtipo de obesidade, envolvendo uma desregulagédo progressiva da homeostase
metabdlica que assume diferentes expressdes nos compartimentos avaliados ao
longo do desenvolvimento. Essa dinamica indica que a programagao nutricional
precoce nao constitui um estado metabdlico estatico, mas um processo cujas
manifestagdes sistémicas, hepaticas e musculares se modificam e agravam ao longo
do tempo. Nessa conjuntura, um dos principais achados do presente trabalho reside
na capacidade da intervengao peripuberal com vitC de interferir para além do

periodo de suplementacao.

Os efeitos identificados 30 dias apds seu término, particularmente sobre
componentes do fendtipo de obesidade programado pela supernutricdo neonatal,

indicam que a puberdade é periodo de plasticidade no qual percursos estabelecidos
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precocemente ainda podem ser redirecionados. Essa mesma plasticidade, contudo,
parece envolver também um componente de risco: achados pontuais sugerem que o
estresse redox transitério induzido pela propria suplementacdo em tecidos
especificos pode persistir para além do periodo de intervencao, indicando que a
puberdade ndo apenas permite redirecionar trajetdérias metabdlicas estabelecidas
precocemente, mas também pode, em certa medida, fixar modificagdes induzidas
pela prépria intervengdo. Assim, a diversidade de respostas entre as condi¢des
nutricionais neonatais, entre os tecidos e entre os periodos avaliados evidencia que
a atuacéo da suplementagao com vitC néo pode ser compreendida exclusivamente a
partir de sua propriedade antioxidante, mas deve ser considerada em fungdo do
contexto metabdlico sobre o qual atua. Este estudo amplia, assim, a compreensao
da obesidade precoce ao revelar tanto a natureza dindmica de sua programacgao
quanto a possibilidade de intervir sobre essa trajetéria durante uma relevante janela

do desenvolvimento, preenchendo uma lacuna ainda pouco explorada na literatura.

7. CONCLUSAO

Este estudo elucida que a supernutricdo neonatal induzida pela redugao
do tamanho da ninhada programou um fendtipo persistente de obesidade e
disfungdo metabdlica, marcado pela progressdo do comprometimento glicémico e
por repercussdes distintas no figado e no musculo esquelético ao longo do
desenvolvimento. A suplementagcdo com vitC durante o periodo peripuberal atenuou
componentes relevantes deste fendtipo, com redugdo tardia da adiposidade,
melhora da toleréncia a glicose e menor acumulo intra-hepatico de substratos nos
animais submetidos a supernutricdo neonatal. Entretanto, a diversidade das
respostas metabdlicas, redox e inflamatdrias, incluindo manifestagées pro-oxidantes
em condigdes especificas, evidencia que seus efeitos sdo condicionados pelo
estado metabdlico prévio, tecido e momento avaliado. Trata-se de uma abordagem
pioneira ao avaliar uma intervengao com dose fixa de vitC especificamente durante a
puberdade, ainda pouco explorada na literatura. A persisténcia de repercussdes
tardias, ou seja, apdés 30 dias do fim da suplementagdo, destaca o periodo
peripuberal como uma janela relevante para intervengdes sobre alteragdes

estabelecidas no inicio da vida. Assim, o presente trabalho fornece novas evidéncias
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sobre os efeitos da vitC em um modelo de programacado metabdlica e estabelece
bases para investigagbes futuras voltadas a definigdo de doses e de mecanismos

capazes de potencializar seus efeitos benéficos e limitar respostas indesejaveis.
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