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GUERGOLETTE, Rhauany Pelisson. Dimorfismo sexual nos parametros
metabdlicos e reprodutivos de proles (F2) de ratas subnutridas por expansao do
tamanho da ninhada. 2022. 42 f. Dissertagao (Mestrado em Ciéncias Fisiolégicas) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

Os estudos das Origens desenvolvimentistas da Saude e da Doenca (DOHAD)
abordam métodos de estudo e pesquisa, diferentes perspectivas, conceitos e
aspectos éticos para essa area do conhecimento, e a expansao do tamanho da
ninhada € um modelo DOHaD utilizado para estudar a subnutricdo no periodo
lactacional e seus possiveis efeitos na vida adulta e das futuras geragdes. O modelo
experimental utilizado neste estudo consistiu em ratas Wistar provenientes de ninhada
normal (normal litter - 10 filhotes) e ninhada expandida (large litter - 16 filhotes).
Fémeas LL (F1) possuiram menor disponibilidade ao leite materno, considerando a
maior competicao entre os filhotes para o aleitamento e, consequentemente, foi
gerada subnutricdo nestas ratas. Apés o desmame, foi oferecida dieta nutricional
adequada e ad libitum até o fim do protocolo. O presente estudo avaliou as possiveis
alteragcdes metabodlicas e reprodutivas na prole masculina e feminina F2 de F1
(fémeas) submetidas a subnutricdo pds-natal induzida pela expansao do tamanho da
ninhada, onde os pais (machos) nao passaram por manipulacdo de ninhada. Para
isso, foram avaliados parametros metabdlicos e reprodutivos das proles dessas
fémeas LL. As proles receberam acesso considerado normal ao leite materno e, apos
o desmame, dieta nutricional padrao e ad libitum até o DPN 90. Os resultados
mostraram que as proles masculina e feminina de méaes LL apresentaram maior
ingestdao alimentar. A prole masculina de fémeas subnutridas apresentou peso
corporal reduzido desde a lactacéo até a idade adulta, distancia nasoanal reduzida na
infAncia e aumentada na vida adulta, indice de Lee diminuido na idade adulta, e a
prole feminina apresentou distancia nasoanal diminuida na infancia e catch-up na
idade adulta. A prole masculina de mées LL apresentou maior insulinemia e tolerancia
a glicose, concentragbes plasmaticas de triacilglicerol reduzidas, sem altera¢des na
prole feminina. Estes dados indicam que a subnutricado neonatal em fémeas predispde
sua prole masculina e feminina a desenvolver alteracbes metabdlicas, mas nao
reprodutivas. A prole masculina € mais suscetivel a alteragdes metabdlicas do que a
feminina. Assim, ha um dimorfismo sexual nas respostas metabdlicas de proles
oriundas de maes com subnutricdo pré-concepcional.

Palavras-chave: subnutricido lactacional; ninhada expandida; pré-concepcao;
desenvolvimento da prole; homeostase energética.



GUERGOLETTE, Rhauany Pelisson. Sexual dimorphism on metabolic and
reproductive parameters of offspring (F2) of malnourished female rats by litter
size expansion. 2022. 42 p. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Fisiologicas) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

The Developmental Origins of Health and Disease (DOHAD) studies address research
methods, different perspectives, concepts and ethical aspects for this area of
knowledge, and litter size expansion is a DOHaD model used to study malnourished
in the lactational period and its possible effects on adulthood and future generations.
The experimental model used in this study consisted of female Wistar rats from normal
litter (10 pups) and large (16 pups). LL females (F1) had lower availability to breast
milk, considering the greater competition between the offspring for suckling and,
consequently, malnourish was generated in these rats. After weaning, an adequate
nutritional diet was offered ad libitum until the end of the protocol. The present study
evaluated the possible metabolic and reproductive changes in male and female
offspring F2 of F1 (females) that were subjected to postnatal malnourish induced by
litter size expansion, where the fathers (males) did not undergo litter size manipulation.
For this, metabolic and reproductive parameters of the offspring were evaluated. The
offspring received normal access to breast milk and, after weaning, standard nutritional
and ad libitum feeding until DPN 90. The results showed that the male and female
offspring of LL mothers had higher food intake than offspring of NL mothers. The male
offspring of malnourished females showed reduced body weight from lactation to
adulthood, reduced nasoanal distance in childhood, increased nasoanal distance and
decreased Lee index in adulthood. Female offspring showed decreased nasoanal
distance in childhood, and also presented catch-up in adulthood. Male offspring of LL
mothers showed higher insulinemia and glucose tolerance, and reduced plasma
concentrations of triacylglycerol, with no changes in the female offspring. Taken
together, these results indicate that neonatal malnourish in females predisposes their
male and female offspring to develop metabolic alterations, without reproductive
repercussions, and male offspring seem to be more susceptible to present metabolic
alterations than female offspring. Thus, there is a sexual dimorphism in the metabolic
responses of offspring from mothers with preconceptional malnourish.

Key words: lactation undernutrition; expanded litter; preconception; offspring
development; energy homeostasis.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS, 2021), a desnutricéo &
uma condi¢ao de carater multifatorial, visto que a fome em seus diferentes estagios € uma
das possiveis consequéncias da falta de acesso a necessidades basicas do ser humano,
nao envolvendo apenas a falta de renda ou disponibilidade alimentar, e sim diversos outros
fatores. Descrita pelo Ministério da Saude como uma condigdo clinica decorrente da
deficiéncia de um ou mais nutrientes essenciais, a subnutricdo pode ser consequéncia de
dificuldades financeiras, falta de acesso a alimentos saudaveis, incidéncia repetida de
infecgdes intestinais causadas pela falta de saneamento basico e até mesmo por desmame
precoce. Segundo a Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU, 2019), o numero de pessoas
desnutridas no mundo é de 821 milhdes, sendo mais de 18 milhdes mulheres em estado de
desnutricdo grave (ONU, 2019).

Segundo o relatorio realizado pela ONU em 2021, o numero de criangas menores
de cinco anos com desnutricdo crénica no mundo ultrapassou 149 milhdes. No Brasil, em
nove meses foram registradas mais de trés mil mortes de criangas (até os nove anos de
idade) por desnutricdo (DataSUS, Ministério da Saude, 2021). O periodo de pandemia
aumentou a inseguranga alimentar no Brasil, algo que ja era crescente devido a crise
econdmica e politica. Coincidentemente, com o aumento da obesidade neste periodo houve
desnutricdo infantil, possivelmente sendo ocasionada pela ingestdo inadequada de
nutrientes, considerando que o sobrepeso gera o excesso caldrico e lipidico, resultando em
déficit de vitaminas e minerais vitais (ONU, 2021). A desnutricdo é tanto o déficit de
quantidade de alimento, quanto de qualidade alimentar. No segundo caso, ja foi visto que o
déficit de micronutrientes ainda prevalece em adultos e ha um alerta especial entre mulheres
em idade reprodutiva (BHUTTA et al., 2017). A desnutricdo, assim como a supernutricao,
durante os periodos de plasticidade do desenvolvimento acarretam uma predisposicédo a
diversas patologias e comorbidades, como a obesidade e hipertensdo na idade adulta
(VELKOSKA et al., 2008).

Eventos em periodos ou fases de plasticidade do desenvolvimento, como o
periodo pré-gestacional, intrauterino, perinatal, pds-natal e pubertario, podem influenciar o
desenvolvimento normal e saudavel, impactando de forma direta a saude da prole precoce
e/ou tardiamente. Pesquisas realizadas nessa area tiveram inicio por meio de observagoes
epidemioldgicas feitas por Barker e colaboradores, que associaram o baixo peso ao nascer
com maior risco de patologias cardiovasculares na vida adulta (BARKER, 1998), e estédo
inseridas nos estudos de “Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD)”, de
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grande relevancia e necessidade para as politicas de agéncias de saude publica
(FERREIRA et al., 2022; SUZUKI, 2005).

Pesquisas epidemiologicas e em animais apontam que, a longo prazo, a saude
pode ser influenciada por eventos que ocorreram no periodo lactacional (MCMILLEN et al.,
2005). O periodo lactacional dos roedores € um periodo considerado importante, no qual o
apetite, a pressdo arterial e o metabolismo podem ser programados. A lactacdo é
responsavel por dar continuidade a nutricdo iniciada no periodo intrauterino, e o leite
materno possui diversos impactos além do seu valor nutricional, tendo um papel primordial
no desenvolvimento e condigdo futura de saude da progénie (NEVILLE, 2012).
Considerando que o estado nutricional durante o periodo inicial da vida é um determinante
importante tanto para o desenvolvimento e maturagdo adequados dos sistemas metabdlico
e endécrino (PRIOR et al., 2008), distintas pesquisas aplicam a metodologia de ajuste do
tamanho da ninhada para estudar os efeitos da nutricio sobre os parametros de
desenvolvimento. Nas ninhadas expandidas, a prole tem menor disponibilidade de leite,
induzindo subnutricdo, e o oposto ocorre em ninhadas reduzidas, onde a prole possui uma
maior disponibilidade ao leite, ocasionando obesidade (BASSET & CRAIG, 1988; BABICKY
et al., 1973, VOLKOSKA et al., 2005). Para isso, as ninhadas expandidas (/arge litter, LL)
contém de 16-20 filhotes, enquanto a ninhada normal (normal litter, NL) contém de 8-10
filhotes, de modo que os animais de ninhada expandida tém uma menor oferta de leite
materno durante os primeiros 21 dias de vida, uma vez que ha maior competicao entre os
filhotes para o aleitamento (PLAGEMANN et al., 1999). Assim, a expansao do tamanho da
ninhada € um modelo para estudar paradigmas relacionados ao modelo DOHaD, no qual
podem ser estudados os efeitos da subnutricdo na lactagcdo e suas consequéncias na vida
adulta e demais geragdes (VELKOSKA et al., 2008).

A subnutricdo pos-natal causada pela expansao do tamanho da ninhada acarreta
diminuicdo do peso corporal, hipoleptinemia e hipoinsulinemia apés o desmame, enquanto
o0 inverso ocorre em ninhadas supernutridas por redugdo do tamanho da ninhada
(VELKOSKA et al., 2008; PLAGEMANN et al., 1999). Além disso, a alteracdo do tamanho
da ninhada esta acompanhada de modificagdes na composicao do leite materno, e esta
envolvida no processo de programacdo metabdlica, ocasionando modificagdes tanto no
tamanho quanto no volume de adipécitos, induzindo assim uma diferenciacdo metabdlica
(CANCIAN et al. 2016; MOZES et al., 2014; BALABAN et al., 2004).

Estudos epidemioldgicos indicam que a suscetibilidade em humanos adultos a
hipertensdo e doencgas cardiovasculares pode resultar da restrigdo do crescimento
intrauterino e do baixo peso ao nascer induzido pela desnutricido materna (KWONG et. al,

2000). Apesar de inumeros estudos com individuos subnutridos, a subnutricdo materna
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ainda € uma lacuna importante na condi¢cdo de saude publica em paises de baixa e média
renda. Mulheres com subnutricdo possuem algumas alteragées preocupantes, como a
deficiéncia de inumeros micronutrientes, o que acarreta alto risco de desenvolver efeitos
indesejados no periodo gestacional e na prole (BLACK et al., 2010; WORKICHO et al.,
2016). O periodo gestacional € um momento importante para o crescimento e
desenvolvimento fetal, no qual o estado nutricional materno influencia diretamente a saude
fetal. Como ja dito, o periodo gestacional possui elevada plasticidade, onde o
desenvolvimento fetal pode ser influenciado por fatores ambientais, horménios maternos,
nutrientes, e pelo perfil genético herdado (VICKERS, 2000). Além disso, o embrido pré-
implantacdo possui maior sensibilidade a modificagdes epigenéticas, podendo ter
consequéncias em sua programacgao (REIK et al., 1993; DEAN et al., 1998; JIMENEZ-
CHILLARON et al, 2009). Nesse contexto, trabalhos realizados em humanos mostraram
que alturas préximas do normal podem ser alcangadas em criangas (F2) nascidas de maes
(F1) que foram desnutridas na infancia, quando profundas melhorias na saude, nutricdo e
meio ambiente ocorrem antes da concepgao (MARTORELL & ZONGRONE, 2012),
evidenciando que o estado pré-concepcional da mée pode ser determinante para o
desenvolvimento e qualidade de vida da progénie.

Um estudo em que a desnutricdo materna (FO) foi feita durante a gestagao (poés
concepgao) mostrou aumento consideravel no risco de desenvolver doengas metabdlicas e
obesidade na geragédo F1 com sensibilidade sexo-especifica, sendo a prole feminina menos
suscetivel em comparacdo a prole masculina (CISSE et. al, 2018). No entanto, quando
essas ratas F1 predispostas engravidam, apresentam algumas alteracgdes fisioldgicas que
podem, por sua vez, criar um ambiente intrauterino adverso para o crescimento da prole F2,
contribuindo para a transmissdo de doengas através das geragbes subsequentes. Tal
transmissao de caracteristicas induzidas pelo ambiente para a geragédo F2 por meio da
linhagem materna (F1) deve ser definida como um efeito multigeracional (CISSE et. al,
2018).

Quando avaliados os efeitos intergeracionais da desnutricdo materna (FO) no
crescimento e perfil metabdlico da geragéo F2 por meio da linhagem materna, o fenétipo
restrito ao crescimento mostrou ser transmitido para a segunda geragao, apoiando os dados
publicados anteriormente em outros modelos de roedores (JIMENEZ-CHILLARON et. al,
2011; GOODSPEED & SEFEROVIC, 2015; HARDIKAR et. al, 2015). Além disso, o
metabolismo materno também € capaz de influenciar os fendtipos entre geracdes
(JIMENEZ-CHILLARON et al, 2009), e o tamanho do utero é reduzido em meninas que
nascem pequenas (F1) e permanecem baixas, e isso pode influenciar o crescimento fetal e
reduzir o peso da progénie (F2) (BANOZ-GOMEZ et al, 2000; JIMENEZ CHILLARON et al,
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2009). A restrigdo de crescimento hereditario esta associada a expressao reduzida de H19,
gene impresso integralmente ao crescimento e desenvolvimento fetal por meio de
modificacdes epigenéticas (GONZALEZ-RODRIGUEZ et. al, 2016; CISSE et. al, 2018). Nas
criancas, o crescimento e o desenvolvimento adequados sao frequentemente considerados
como um marcador preditor de uma boa saude. Entretanto, um sistema complexo controla
0 inicio, a taxa e a cessacgao do crescimento e, portanto, € um exemplo fenomenal das
interagbes entre genética, epigenética e fatores ambientais, especialmente estresse e
nutricdo (GAT-YABLONSKI & DE LUCA, 2017).

Ha evidéncias de que os efeitos combinados com variantes como genética,
epigenética e fatores ambientais podem ser responsaveis por apenas 50% da variabilidade
na altura humana (WOOD et. al, 2014), o restante da variabilidade da altura esta
relacionado a fatores ambientais, especialmente a nutricdo (GAT-YABLONSKI & DE LUCA,
2017). Dessa forma, intervengdes nutricionais no periodo pré-concepgao sdo importantes,
considerando que micronutrientes na mae sao imprescindiveis e determinantes para a
saude do recém-nascido, porém as evidéncias em humanos sao escassas (MARTORELL &
ZONGRONE, 2012). Nesse contexto, a desnutricdo é considerada uma das principais
causas de atenuacao do crescimento infantii (MARTORELL & ZONGRONE, 2012; GAT-
YABLONSKI & DE LUCA, 2017). Uma pesquisa feita sobre as possiveis influéncias
intergeracionais no crescimento infantil e desnutricdo demonstrou que s&o necessarias
inumeras geracgoes para mitigar os efeitos da desnutricdo (MARTORELL & ZONGRONE,
2012). Inclusive, os possiveis mecanismos que explicam os efeitos intergeracionais no
crescimento linear ndo sao mutuamente exclusivos, incluindo caracteristicas genéticas
compartilhadas, efeitos epigenéticos, programacgao de alteragdes metabdlicas e a mecanica
de um espaco reduzido para o crescimento da prole (MARTORELL & ZONGRONE, 2012).

Adicionalmente, outro estudo intergeracional demonstrou que o modelo de
inducao de subnutricdo materna (F1) na gestacao reduziu o peso da prole (F2) ao nascer,
intolerancia a glicose e obesidade nas proles de primeira e segunda geragéao (F2 e F3),
apesar da alimentacédo ad libitum durante a gravidez (JIMENEZ-CHILLARON et. al, 2009).
Além disso, ja foi mencionado na literatura que pode haver uma diferenga sexo-especifica
também nas alteragdes que a mae ou o pai (F1) podem passar para a prole, e as diferengas
sexuais na transmissdo dos fendtipos implicam mecanismos complexos: a heranca
matrilinear da doenca é multifatorial e inclui mecanismos metabdlicos, epigenéticos e
mitocondriais, e a heranga patrilinear se deve principalmente a mecanismos epigenéticos
(JIMENEZ-CHILLARON et. al, 2009). Resposta sexo-especifica também foi observada no
estudo de CISSE et. al (2018), onde a geracdo F2 masculina de matrizes (FO) com
desnutricdo materna durante a gestagéo apresentou concentragdes plasmaticas de insulina
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e triacilglicerol elevadas quando comparados a prole controle, além de resisténcia a insulina
quando comparados com a prole feminina (F2), independentemente da linhagem e da dieta
da mae F1. Em contraste, as concentra¢des plasmaticas de acidos graxos néo esterificados
foram maiores nas fémeas do que nos machos, independentemente da dieta da fémea F1
(CISSE et. al, 2018).

Nesse contexto, sera que a subnutrigdo gerada no inicio da vida (lactagao) de
maes (F1), mesmo apos uma dieta nutricional adequada no resto da vida, repercute efeitos
em sua prole feminina e masculina (F2)? Como ainda ndo estdo completamente descritos
os possiveis efeitos ocasionados pela subnutricdo materna no periodo lactacional e o que
podem causar em sua prole, tanto masculina quanto feminina, o presente trabalho visou

esclarecer algumas dessas lacunas incompreendidas na literatura até entao.

2. JUSTIFICATIVA

Considerando que: 1) estudos demonstraram que ratas (F1) com subnutricao
lactacional induzida pela expansdo do tamanho da ninhada apresentam alteragdes
metabdlicas e reprodutivas da infancia a idade adulta; 2) existe um efeito transgeracional
de alteragcbes metabdlicas observadas em matrizes, 3) a maioria dos trabalhos avaliaram a
prole em modelos de subnutricdo materna induzida no periodo pés-concepcional; torna-se
relevante a avaliagdo de parametros metabdlicos e reprodutivos da prole (F2) feminina e
masculina de ratas (F1) Wistar adultas com subnutricdo pré-concepcional, induzida no
periodo neonatal por expansao do tamanho da ninhada.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Avaliar parametros metabdlicos e reprodutivos nas proles (F2) feminina e
masculina de ratas (F1) submetidas a subnutricdo neonatal induzida pela expansao do
tamanho da ninhada.

3.2 Objetivos especificos
1. Avaliar os seguintes parametros na prole feminina e masculina (F2) de ratas (F1)
provenientes de ninhada normal (NL) e expandida (LL):

a) Parametros biométricos: ganho de peso corporal, ingestao alimentar, peso de tecido
adiposo branco visceral, ovarios, Utero e adrenais, indice de Lee e distancia naso-anal;

b) Desenvolvimento sexual: Abertura vaginal, primeiro estro, ciclicidade e concentragéao
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plasmatica de estradiol; descolamento do prepucio e concentragdo plasmatica de
testosterona;

c) Tolerancia a glicose, pelo teste de tolerancia a glicose via intraperitoneal (GTT);

d) Perfil metabdlico, pelas concentragdes plasmaticas de acidos graxos livres, triacilglicerol,
insulina e colesterol total.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Modelo Animal

Ratas Wistar foram obtidas a partir do acasalamento com machos (geragao FO) do Biotério
Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL), para gerar a F1. No dia do
nascimento, dia pos-natal (DPN) 0, o tamanho da ninhada foi ajustado para 16 filhotes
(ninhada expandida, LL, 8 machos e 8 fémeas), para induzir a subalimentagao na lactagao,
ou 10 filhotes (ninhada normal, NL, 5 machos e 5 fémeas), o grupo controle. Os filhotes
excedentes foram submetidos a eutanasia por decapitacdo. Apés o desmame, as fémeas
foram alojadas em grupos de 3 a 4 ratas do mesmo grupo experimental em cada gaiola (NL
ou LL). A partir do DPN 90, fémeas de cada grupo foram pareadas para acasalar com
machos sem manipulagédo prévia, a fim de gerar a F2. No DPN 4 da F2, o tamanho da
ninhada foi ajustado para 8 filhotes (4 machos e 4 fémeas). Os filhotes excedentes foram
submetidos a eutanasia por decapitagdo. Apds o desmame, os filhotes foram alojados em
grupos de 3-4 ratos do mesmo grupo experimental e do mesmo sexo em cada gaiola (proles
de NL ou LL) (Figura 1). Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de luz (ciclo
claro/escuro de 12 h) e temperatura (22 + 2 -C), com agua e ragao a vontade, exceto as
horas de restricao alimentar antecedentes ao teste de tolerdncia a glicose (GTT) e
eutanasia. Todos os experimentos foram realizados no Departamento de Ciéncias
Fisiologicas/UEL. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao de
Etica em Uso Animal para experimentagdo (protocolo CEUA n° 18310.2019.03, OF. CEUA
n°164/2019).

1
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Figura 1. Protocolo experimental realizado para obtencao da F2. NL: normal litter; LL: large litter;
Numeros entre [ ] abaixo de cada descricdo dos grupos: numero de animais por grupo.
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4.2 Protocolo Experimental

Efeitos da subnutricAo materna pré-concepcional, induzida no periodo neonatal pela

expansdo do tamanho da ninhada, nos pardmetros metabdlicos e reprodutivos de suas

proles masculina e feminina (F2).

Para obtenc&o de F1, no DPN 0, os animais foram agrupados em NL e LL e no DPN
21 ocorreu o desmame. A partir do DPN 90, as fémeas foram colocadas para acasalar com
ratos machos controle e sexualmente experientes. No dia seguinte, quando a gravidez foi
constatada, foi considerado o dia gestacional (GD) 0, e cada fémea foi colocada em uma
gaiola individual. No DG (dia gestacional) 14, apds privagéo alimentar de 6 horas, foi
realizado Teste Oral de Tolerancia a Glicose (0GTT). O dia de nascimento da ninhada foi
considerado dia lactacional (DL) O e apds o desmame dos filhotes, no DL 21, as maes foram
submetidas a eutanasia por decapitacdo, quando o sangue foi coletado para dosagens
plasmaticas, e os tecidos adiposos viscerais retroperitoneais e perigonadais foram
removidos e pesados (Figura 2).

iogestdo alimentar

[
[
! aderido= mn L 7
[

o AR | |____;.;-_r____
i . B d _'l________
jmm———— L gmmemme- , il vt B bttt L et , bLzl
| DPN 75 1 DPN 90 VDGO 1 DG4 | DG20 L DL | (Desmame F2)
P I | P I L L Lo e
L » # & & —i— i

1 : EUTANASIAFL |

e i T

Figura 2. Protocolo experimental realizado com a F1 para obtengédo da F2. DG: dia gestacional;
DL: dia lactacional; RA: restricdo alimentar; oGTT: Teste Oral de Tolerancia a Glicose.

No DPN 4 da F2, prole de maes NL ou LL, o ajuste do tamanho da ninhada foi
realizado para manter 8 filhotes, 4 machos e 4 fémeas. Os animais foram pesados a cada 3
dias até o desmame (DPN 21). No DPN 21, os ratos foram pesados e a distancia nasoanal
foi medida, para posterior calculo e analise do indice de Lee (BERNARDIS & PATTERSON,
1968). Apds o desmame, os animais foram pesados e a ingestao alimentar avaliada a cada
5 dias até o DPN 90 (Equacao 1 e 2).
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(Equacéo 1) )
INGESTAO ALIMENTAR MEDIA (IAM) = (Racao disponibilizada (g) - Racao apés 5 dias)
Numero de animais na caixa x 5 dias

(Equacgao 2)
INGESTAO NORMALIZADA POR g/100g (rato) = 100 x IAM / Peso corporal do animal (ultima

pesagem)

Na prole feminina, a partir do DPN 25, foi analisada a abertura vaginal, onde apos
a ocorréncia da abertura, foram coletados esfregagos vaginais até a ocorréncia do primeiro
estro e o inicio da ciclicidade estral (DOS SANTOS et al., 2019). Do DPN 75 ao 90, o peso
corporal e a ingestdo alimentar foram avaliados diariamente, e novamente os esfregacos
vaginais foram coletados para a analise do ciclo estral das fémeas. No DPN 89, apés
restricdo alimentar de 6 horas, foi realizado GTT via intraperitoneal. A partir do DPN 90,
quando em proestro, as ratas foram pesadas e a distancia nasoanal aferida, para posterior
andlise do indice de Lee, e submetidas a privacéo alimentar por 6 horas antes da eutanasia
por decapitacdo. Em seguida, ovarios, utero, adrenais e tecido adiposo visceral
retroperitoneal e perirrenal+perigonadal foram removidos e pesados (Figura 3).

Na prole masculina, a partir do DPN 40, a genitdlia externa foi observada
diariamente até a separacao prepucial. No DPN 89, apds restricao alimentar de 6 horas, foi
realizado GTT. No DPN 90, os ratos foram pesados e a distancia nasoanal aferida, para
posterior analise do indice de Lee, e submetidos a restrigao alimentar por 6 horas antes da
eutanasia por decapitagdo. Em seguida, os testiculos, as adrenais e os tecidos adiposos
viscerais retroperitoneais e perigonadais foram removidos e o peso foi aferido (Figura 3).

Apos a decapitagdo, o sangue foi coletado para andlise das concentragdes
plasmaticas de triacilglicerol, colesterol total, acidos graxos livres, insulina, testosterona e
estradiol (Figura 3).
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Figura 3. Delineamento experimental realizado com a F2. GTT: Teste de Tolerancia a Glicose, neste
caso foi realizado via intraperitoneal.

4.3 Determinagé&o do ciclo estral

Esfregacgos vaginais foram coletados diariamente as 8 horas para avaliar as fases
do ciclo estral. O esfregaco vaginal foi coletado e colocado em Iamina histolégica, que foi
analisada em microscoépio de luz, com aumento de 10x para analise das proporgdes e tipos
celulares (STOPA et al., 2019). Foi calculado o coeficiente de ocorréncia (%) de cada fase
do ciclo. A eutanasia foi realizada as 14 horas na primeira ocorréncia de proestro apés DPN
90, para avaliagdo dos parametros durante o feedback positivo induzido por esteroides
ovarianos. Apds o primeiro estro, a avaliagao foi mantida até que fosse regularizada duas
vezes consecutivas, quando foi considerado o inicio da ciclicidade (STOPA et. al, 2021).

4.4 Determinagéo do descolamento do prepucio e abertura vaginal

A avaliacdo do descolamento do prepucio € um parametro de desenvolvimento
reprodutivo para ratos machos e inicio da puberdade. A partir do DPN 40, a genitalia externa
foi observada diariamente até a observagéo do descolamento do prepucio (GAYTAN et al.,
1988). E um parametro de desenvolvimento reprodutivo e inicio da puberdade para as
fémeas é a abertura vaginal. A partir do DPN 25, a parte externa da genitalia foi observada
diariamente até a completa abertura vaginal. Quando a abertura vaginal foi detectada, o
esfregaco vaginal foi realizado até a ocorréncia do primeiro estro, caracterizado pela
predominancia de células epiteliais cornificadas (DOS SANTOS et al., 2019), confirmando

o inicio da puberdade.
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4.5 Indice de Lee

Tal como o indice de massa corporal (IMC) em humanos, o indice de Lee é
considerado um preditor de obesidade rapidamente obtido em ratos. Nos DPN 21 e 90 (para
machos, e quando ocorreu o primeiro proestro apés o DPN 90 em fémeas), o indice de Lee
foi calculado dividindo-se a raiz cubica do peso corporal em gramas pelo comprimento naso-
anal em centimetros (BERNARDIS & PATTERSON, 1968).

INDICE DE LEE: (_j-jz'esl:} corporal do animal {(g) )

i [= B - :I ~
Comprimento naso-anal (cm) (Equagio 3)

4.6 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

No dia gestacional (DG) 14 das ratas (F1), apds restricao alimentar de 6 horas,
foi realizado o oGTT. Foi coletada uma gota de sangue da cauda para determinagao da
glicemia por meio da fita teste do aparelho Accu-Check (Roche, Taquara, RJ, Brasil).
Imediatamente apds, foi realizada a administragéo via gavagem de glicose 25% na dose de
1,0 g/kg de peso corporal do animal. A glicemia também foi aferida apos 15, 30, 60 e 120
minutos. Nas proles feminina e masculina (F2), no DPN 89, foi feito o Teste de Tolerancia a
Glicose (GTT). Apos restricdo alimentar de 6 horas, foi coletada uma gota de sangue da
cauda para determinagéo da glicemia basal utilizando a tira teste Accu-Check Advantage Il
(Roche, Taquara, RJ, Brasil) e um aparelho para determinagdo da glicemia. Apds a
administracao intraperitoneal de glicose (1,0 g/kg de peso corporal) na concentragdo de
25%, as medicdes de glicose no sangue foram feitas a partir da tira de teste 15, 30, 60 e
120 min apds a sobrecarga de glicose. Apos 120 minutos, os animais retornaram as suas
gaiolas com alimentos e liquidos ad libitum (FERREIRA et al., 2022).

4.7 Dosagens plasmaticas de colesterol total, triacilglicerol, acidos graxos livres, insulina,
estradiol e testosterona.

Ap0s a eutanasia por decapitacao, o sangue foi coletado em tubos heparinizados,
submetido a centrifugagéo a 2500 rpm e 4 -C por 20 min, e o plasma foi armazenado a -
20°C, para posterior dosagem de colesterol total, triacilglicerol, acidos graxos livres, insulina,
estradiol e testosterona. A espectrofotometria foi utilizada para a determinacdo das
concentragbes plasmaticas de triacilglicerol (742062, HDL COLESTEROL DIRETO - 60
mL/20mL — kit comercial, Laborclin, PR) e colesterol total (743191 - TRIGLICERIDES - BIOLIQUID
— KIT 2X100mL, kit comercial, Laborclin, PR). A concentragédo de acidos graxos livres (FFA)

foi determinada usando um método espectrofotométrico descrito (MIRANDA et al., 2022).
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Ensaios imunoenzimaticos foram realizados para determinacdo de estradiol (DRG®
Estradiol ELISA; The analytical sensitivity: 9.714 pg/mL), testosterona (DRG® Testosterone
ELISA; The analytical sensitivity: 0.083 ng/mL) e insulina (Intra-Assay-Reproducibility: CV
< 10%; Inter-Assay Reproducibility: CV < 12%). Os niveis minimo e maximo de deteccdo
foram 25 e 2000 pg/mL para estradiol, 0,2 e 16 ng/mL para testosterona, e 4.69 e 300 ulU/mL

para insulina, conforme instru¢cdes do fabricante.

4.8 Analise estatistica

A analise exploratéria foi realizada para avaliar a distribuicdo normal (teste de
Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancia (teste de Levene) de cada variavel. As
variaveis apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade e foram analisadas pelo teste
t de Student ou ANOVA para medidas repetidas (RM ANOVA), e os resultados estao
expressos como média * erro padrdao da média (EPM). As diferengas foram consideradas
significativas quando p < 0,05.

5. RESULTADOS

5.1 Efeitos da subnutricdo pos-natal induzida pela expansdo do tamanho da ninhada em

ratas (F1) durante a gestacéo e lactacéo.

Segundo a analise ANOVA de medidas repetidas, ndo houve interagdo entre dias
gestacionais (DG 0 - 20) e grupos (NL e LL) no peso corporal (F3, 39= 0,8034, p=0,4996),
com efeito dos dias gestacionais (F3, 39= 624,1, p <0,0001) e nos grupos (F1, 13 = 8,164,
p=0,0135) (Figura 4A). A ANOVA de medidas repetidas também evidenciou que ndo houve
interacao entre os dias lactacionais 7 e 17 (DL 7 - 17) e grupos (NL e LL) no peso corporal
(F3, 45= 0,1781, p=0,9107), com efeito dos dias lactacionais (F3, 45= 5,61, p=0,0024) e
grupo (F1, 15=6,914, p=0,019) (Figura 4A). Na lactacao, as ratas provenientes de ninhada
expandida (LL) apresentaram hiperfagia [t(15)=511, p=0,0240] (Figura 4B).

Em relacdo ao oGTT na gestagdo, ndo houve interacdo entre o tempo apds a
sobrecarga de glicose (0 a 120 min) e os grupos (NL e LL) na glicemia (F4,72= 0,786,
p=0,538), com efeitos de tempo (F4,72= 64,75, p<0,0001), mas sem efeito do grupo (F1,18=
2,506, p=0,1308) (Figura 5A). Além disso, ndo houve diferenga entre os grupos na area sob
a curva do oGTT [t(18)= 0,6809, p=0,5046] (Figura 5B). Quanto as dosagens plasmaticas,
nao houve diferenga entre os grupos na concentracdo plasmatica de triacilglicerol
[t(16)=1,222, p=0,2394] e acidos graxos livres [t(15)=0,9760, p=0,3446], porém as ratas LL
apresentaram menor concentragdo plasmatica de colesterol total que as fémeas NL
[t(21)=2,329, p=0,0299] ). Também nao houve diferenga entre os grupos de maes F1 no
peso dos ovarios [t(18)=0,6325, p=0,5350] e utero [t(18)=0,3901, p=0,7010], € no peso dos
tecidos adiposos retroperitoneal [t(17)=1,975, p=0,0647] e perigonadal+perirrenal
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[t(18)=1,174, p=0,2557] (Tabela 1).
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Figura 4. A) Peso corporal no periodo gestacional (DG 0 ao DG 20) e lactacional (DL 7 ao 17) das
ratas (F1); B) Area sob a curva (AUC) da ingestao alimentar das ratas (F1) no periodo lactacional
(F2). O numero de animais por grupo esta descrito entre os [ ]. DG: dia gestacional; DL: dia
lactacional. * p<0,05 NL vs LL.

Tabela 1. Peso do tecido adiposo perigonadal+perirrenal (g/1009), tecido adiposo retroperitoneal
(g/100g), ovarios (g/100g) e utero (g/100g) de ratas (F1) NL (Normal Litter) e LL (Large Litter) no
dia lactacional (DL) 21 apds a eutanasia por decaptacédo e coleta dos tecidos. O numero de

animais por grupo esta descrito entre [].

Grupos NL LL
Peso - Tecido Adiposo 0,855 + 0,11 0,694 + 0,08
Perigonadal+perirrenal (g/100g) [10] [10]
Peso - Tecido Adiposo 0,298 + 0,04 0,197 + 0,02
Retroperitoneal (g/100g) [9] [10]
Peso - Ovarios (g/100g) 0,014 + 0,001 0,016 + 0,001
[10] [10]
Peso - Utero (g/100g) 0,124 + 0,013 0,124 + 0,013

[10]

[10]

Dados expressos como média + SEM. O numero (n) de animais de cada grupo esta descrito em [ ]
abaixo dos dados. NL: maes (F1) de ninhada normal; LL: m&es (F1) de ninhada expandida.
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Figura 5. Teste oral de Tolerancia a Glicose (0GTT) (A) e a Curva (AUC) do oGTT (B) das ratas (F1)
no dia gestacional (DG) 14; Concentracdes plasmaticas de triacilglicerol (mg/dL) (C), colesterol total
(mg/dL) (D) e acidos graxos livres (umoles/dL) (E) das maes (F1) no dia lactacional (DL) 21. O numero
de animais por grupo esta descrito em []. * p<0,05 NL vs LL.
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5.2 Efeitos da subnutricdo materna pré-concepcional, induzida no periodo neonatal pela

expansao do tamanho da ninhada, nos pardmetros metabolicos de suas proles masculina e

feminina (F2).

De acordo com a andlise de ANOVA de medidas repetidas, houve interagcéao

entre dias (DPN 4 - 21) e grupos (Prole de mées NL e Prole de maes LL) no peso corporal
da prole masculina no DPN 4 ao DPN 21 (F5, 190=10,21, p <0,0001), com efeito dos dias
(F5, 190 = 1693, p <0,0001) e grupo (F1, 38 = 19,16, p <0,0001). O peso corporal da prole
masculina de méaes LL foi menor (p<0,05) nos DPN 14, 17 e 21 (Figura 6A). Nao houve
interacéo entre dias (DPN 21 - 90) e grupos (Prole de maes NL e Prole de maes LL) no peso
corporal da prole masculina do DPN 21 ao DPN 90 (F14, 532 = 0,8727, p=0,589), com efeito
dos dias (F14, 532 = 1935, p <0,0001) e grupo (F1, 38 = 4,779, p=0,035). A prole masculina
de maes LL apresentou peso corporal reduzido (p<0,05) do DPN 21 ao DPN 90 (Figura 6C).
A ANOVA de medidas repetidas mostrou que ndo houve interagéo entre dias (DPN 4 - 21)
e grupos (Prole de maes NL e Prole de maes LL) no peso corporal da prole feminina do DPN
4 ao DPN 21 (F5, 190 = 1,514, p=0,1871), com efeito de dias (F5, 190 = 1400, p <0,0001),
mas sem efeitos do grupo (F1, 38 = 2,815, p=0,1016) (Figura 6B). Também n&o houve
interagéo entre dias (DPN 21 - 90) e grupos (Prole de maes NL e Prole de maes LL) no peso
corporal da prole feminina do DPN 21 a DPN 90 (F14, 532 = 1,159, p=0,3035), com efeito
dos dias (F14, 532 = 1752, p <0,0001), mas sem efeitos do grupo (F1, 38 = 3,35, p=0,075)
(Figura 6D).

Tanto a prole masculina [t(38)= 5,05, p<0,0001] quanto a prole feminina [t(37)=
2,817, p=0,0077) de méaes LL apresentaram aumento da ingestdo alimentar em
comparagao com a prole de maes NL (Figura 6E, F). A prole masculina de maes LL
apresentou menor distdncia nasoanal no DPN 21 [t(36)=3,56, p=0,0011] e maior no DPN
90 [t(36)= 4,331, p<0,0001] (Figura 6l), porém apresentou menor indice de Lee no DPN 90
[t(36)= 5,063, p<0,0001], sem diferencas no indice de Lee no DPN 21 [t(36)= 1,847,
p=0,0733] (Figura 6G). A prole feminina de mé&es LL apresentou distancia nasoanal
reduzida no DPN 21 [t(36)= 2,584, p=0,014], sem diferengas na distancia nasoanal no DPN
90 [t(38)=0,4728, p=0,6391] (Figura 6J), ndo tendo repercussdes no indice de Lee no DPN
21 [t(36)= 1,346, p=0,1868] e DPN 90 [t(38)= 0,3393, p=0,7362] (Figura 6H).
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Figura 6. Peso corporal do DPN (dia pds-natal) 4 ao 21 (desmame) e do DPN 21 ao 90 da prole
(F2) masculina (A, C) e feminina (B, D) de ratas (F1) NL (ninhada normal) e LL (ninhada expandida).
Area sob a curva (AUC) da ingestdo alimentar do DPN 21 ao 90 das proles masculina (E) e feminina
(F) de ratas (F1) NL (ninhada normal) e LL (ninhada expandida). indice de Lee e distancia nasoanal
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no DPN 21 e 90 das proles masculina (G, 1) e feminina (H, J) de ratas (F1) NL (ninhada normal) e LL
(ninhada expandida). * p<0,05 prole de maes NL vs prole de maes LL.

Nao houve diferenga no peso dos tecidos adiposos retroperitoneal e perigonadal
entre as proles de mées NL e LL, tanto no sexo masculino {retroperitoneal [t(38)= 1,01,
p=0,3188] e perigonadal [t(37)= 0,959, p=0,3438]} e femnino {retroperitoneal [t(37)=
0,01985, p=0,9843] e perigonadal+perirrenal [t(36)= 0,8285, p=0,4129]} (Tabela 2).

Tabela 2. Peso do tecido adiposo retroperitoneal (TAR) (g/100g) e tecido adiposo
perigonadal (TAP) (g/100 g) da prole masculina (F2) de maes (F1) NL (ninhada normal) e
LL (ninhada expandida). Peso do tecido adiposo retroperitoneal (TAR) (g/100 g) e tecido
adiposo perigonadal+perirrenal (TAP) (g/100 g) da prole feminina (F2) de méaes (F1) NL
(ninhada normal) e LL (ninhada expandida).

Grupos Prole Feminina Prole Feminina Prole Masculina Prole Masculina
de maes NL de maes LL de maes NL de maes LL
| ] | | | 1
TAR 0,90 + 0,04 0,90 + 0,07 0,94 + 0,05 0,87 + 0,05
[20] [19] [20] [20]
| ] | | | 1
TAP 1,90 + 0,09 2,04 +0,13 1,21 + 0,05 1,14 + 0,05
[19] [19] [20] [19]

Dados expressos como média + SEM. O numero (n) de animais de cada grupo esta descrito em [ ] abaixo
dos dados. No caso da prole feminina, o tecido adiposo perigonadal foi aferido juntamente com perirrenal.

A ANOVA de medidas repetidas do GTT na prole masculina mostrou que houve
interagao entre o tempo apds a sobrecarga de glicose (0 a 120 min) e os grupos (Prole de
maes NL e Prole de méaes LL) na glicemia (F4,128= 5,891, p=0,0002), com efeitos de tempo
(F4,128= 387,6, p<0,0001) e grupo (F1,32= 7,446, p=0,0102). A prole masculina de maes
LL apresentou menores valores de glicemia apos 15 (p<0,01) e 30 minutos (p<0,001) de
administracao de glicose do que a prole masculina de maes NL, além de redugéo da area
sob a curva do GTT [t(32)= 2,806, p=0,0085] (Figura 6A, C). Para a prole feminina, ndo

houve interagdo entre o tempo apds a sobrecarga de glicose (0 a 120 min) e os grupos
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(Prole de maes NL e Prole de maes LL) na glicemia (F4,76=0,5962, p=0,6665), com efeitos
do tempo (F4, 76=222,2, p<0,0001), mas sem efeitos de grupo (F1,19=0,0046, p=0,9466),
além de nao haver diferenga na area sob a curva do GTT [t(38)=0,0842, p=0,9333] (Figura

6B, D).
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Figura 7. Teste de Tolerancia a Glicose (GTT; mg/dL) e a area sob a curva (AUC) do GTT da prole
masculina e feminina (F2) de ratas (F1) NL (ninhada normal) e LL (ninhada expandida). * p<0,05 prole de
méaes NL vs prole de mées LL.

A prole masculina de maes LL apresentou aumento na concentracio plasmatica
de insulina quando comparada a prole masculina de maes NL [t(13)=2,368, p=0,0341]
(Figura 7A), sem diferencas na prole feminina [t(16)=0,6545, p=0,5221] (Figura 7B). A prole
masculina de maes LL apresentou menor concentragao plasmatica de triacilglicerol que a
prole masculina de maes NL [t(27)=3,671, p=0,0011] (Figura 7C), sem diferenga na prole
feminina neste parametro [t(27)=0,8803, p=0,3865] (Figura 7D). Nao houve diferengas nas
concentragbes plasmaticas de colesterol total nas proles masculina [t (28)= 0,4292,
p=0,6711] e feminina [t(28)=0,4819, p=0,6336] (Figura 7E, F), bem como de &cidos graxos
livres nas proles masculinas [t(28)= 0,8251, p=0,4163] e feminina [t(27)= 1,093, p=0,2839]
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(Figura 7G, H).
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Figura 8. Concentragbes plasmaticas de insulina (ulU/mL), colesterol total (mg/dL), triacilglicerol
(mg/dL) e acidos graxos livres (umoles/dL) da prole (F2) masculina e feminina de ratas (F1) NL
(ninhada normal) e LL (ninhada expandida). * p<0,05 prole de maes NL vs prole de maes LL.
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5.3 Efeitos da subnutricdo materna pré-concepcional, induzida no periodo neonatal pela

expansao do tamanho da ninhada, nos pardmetros reprodutivos de suas proles masculina

e feminina (F2).

Nao houve diferenca entre as proles masculina de mades NL e LL no
descolamento do prepucio [t(38)=0,1593, p=0,8743], peso dos testiculos [t(31)=0,8487,
p=0,4026] e concentragdes plasmaticas de testosterona [t(17)=0,6469], p=0,5263] (Tabela
3). Nas proles femininas, nao foi observada diferenga entre os grupos na abertura vaginal
[t(38)=0,1215, p=0,9039], primeiro estro [t(38)=0,9087, p=0,3692], inicio da ciclicidade
[t(38)=0,9221, p=0,3623], duragdo do ciclo estral [t(38)=0,7113, p=0,4813], coeficiente de
diestro | e Il [t(38)=0,9301, p=0,3582], coeficiente de estro [t(38)=0,8608], p=0,3947],
coeficiente de proestro [t(33)=1,169, p=0,2507], concentracbes plasmaticas de estradiol
[t(17)=0,1036, p=0,9187] e pesos dos ovarios [t(36)=0,3712], p=0,7127] e utero
[t(38)=0,05655, p=0,9552] (Tabela 4).

Tabela 3. Descolamento do prepucio (DPN), peso dos testiculos (g/100g) e concentragao
plasmatica de testosterona (ng/mL) da prole masculina (F2) de ratas (F1) NL (ninhada
normal) e LL (ninhada expandida).

Grupos Prole Masculina Prole Masculina de
de maes NL maes LL

Descolamento do 45,1+ 0,54 45,0 + 0,31
prepucio [20] [20]
Peso dos Testiculos 0,41 + 0,07 0,43 + 0,04

[18] [15]
Testosterona 1,78 + 0,13 2,02 +0,32

[9] [10]

Dados expressos como média + SEM. O numero (n) de animais de cada grupo esta descrito em [ ]
abaixo dos dados.
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Tabela 4. Abertura vaginal (DPN), primeiro estro (DPN), regularizagdo do ciclo (DPN),
duragéo do ciclo (dias), coeficiente proestro (%), coeficiente estro (%), coeficiente diestro (I
e Il) (%), concentracao plasmatica de estradiol (pg/mL), peso dos ovarios e utero (g/100g)
da prole feminina (F2) de ratas (F1) NL (ninhada normal) e LL (ninhada expandida).

Grupos Prole Feminina Prole Feminina de
de maes NL maes LL
Abertura vaginal 32,1+ 0,34 32,1+ 0,22
[20] [20]
Primeiro estro 34,5 + 0,65 33,8 + 0,39
[20] [20]
Duracgao do ciclo 441+0,18 4,24 + 0,14
[20] [20]
Regularizagao do ciclo 48,7 + 0,58 494 + 0,48
[20] [20]
Coeficiente Proestro 22,0+0,77 23,2+ 0,67
[17] [18]
Coeficiente Estro 23,4+ 0,76 24,3+ 0,77
[20] [20]
Coeficiente Diestrol e ll 53,1+ 1,06 51,9+ 0,80
[20] [20]
Estradiol 41,1 +4,05 40,7 + 1,94
(9] [10]
Peso dos Ovarios 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00
[20] [18]
Peso do Utero 0,21 + 0,009 0,21 + 0,008
[20] [20]

Dados expressos como média + SEM. O numero (n) de animais de cada grupo esta descrito em [ ]
abaixo dos dados.
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6. DISCUSSAO

Os estudos "DOHaD" (Origens desenvolvimentistas da Saude e da Doenga) sédo de
grande relevancia para as politicas dos 6rgaos de saude publica, e a expansao do tamanho
da ninhada € um modelo DOHaD utilizado para estudar a subnutricdo no periodo lactacional
e suas consequéncias na vida adulta e das proximas geragdes. O modelo experimental
utilizado no presente estudo consistiu de ratas Wistar provenientes de ninhada normal
(normal litter - 10 filhotes) e ninhada expandida (large litter - 16 filhotes). Essas fémeas (F1)
de ninhada expandida possuiram menor disponibilidade ao leite materno e ingeriram menor
quantidade de leite, consequentemente, foi gerada subnutricdo nestes animais. Apos o
desmame, foi oferecida dieta nutricional adequada e ad libitum até o fim do protocolo. As
proles (F2) utilizadas neste estudo receberam acesso considerado normal ao leite materno
e, apos o desmame, dieta nutricional adequada e ad libitum até o DPN 90. Apesar da prole
de ambos os sexos (F2) apresentarem alteragdes metabdlicas devido a subnutricao
materna induzida pela expansdo do tamanho da ninhada na lactagéo (F1), este trabalho
demonstra que ha um dimorfismo sexual, visto que a prole masculina (F2) foi mais
suscetivel aos efeitos metabdlicos, sendo observados pela reducdo do peso corporal,
apesar do aumento da ingestao alimentar; menor indice de Lee, maior distancia nasoanal,
maior concentracao plasmatica de insulina e menor de triacilglicerol, além da menor glicemia
apos sobrecarga de glicose; no entanto, ndo foram observadas alteragées nos parametros
reprodutivos tanto na prole masculina quanto na prole feminina.

Modificagdes epigenéticas induzidas nos pais (F1) pelo ambiente podem ser
herdadas através da linhagem germinativa e causar alteragdes hereditarias na sua prole
(F2) (CISSE et al., 2018). Estudos demonstraram que a subnutricdo materna (F1) leva a
alteracdes epigenéticas, como a metilagcado do DNA e modificagdes de histonas (WOODALL
et al., 1996; DE MOURA et al., 2007) e micro RNAs nao codificantes (miRNA) (PUPPALA
et al., 2018) no figado da prole. Sabe-se que animais provenientes de ninhadas expandidas
(LL, neste caso a F1) ndo recebem a quantidade adequada de leite durante o periodo de
lactagdo, além de haver alteragdao na composi¢ao do leite, com déficit lipidico (YEH et al.,
1982; FIOROTTO et al., 1991; LOPEZ-SOLDADO et al., 2006; REMMERS et al., 2008), e
consequentemente atraso ou redugéo no ganho de peso corporal desses animais (ORTIZ
MUNIZ et al., 1996; DORANTES-BARRIOS et al., 2021). Além disso, ja é descrito na
literatura que a subnutricdo induzida pela expansao do tamanho da ninhada no periodo
lactacional (F1 - LL) causa outras alteragdes metabdlicas e reprodutivas. Por exemplo,
esses animais (F1) apresentam aumento da sensibilidade a insulina e menor concentragao
plasmatica de triacilglicerol (PRIOR et al., 2008; PATTERSON et al., 2010), além de atraso
no inicio da puberdade, menor peso dos ovarios/utero e reducdo na taxa de fertilidade
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dessas fémeas (CASTELLANO et al., 2011; CARON et al., 2012).

Nesse contexto, ratas Wistar provenientes de ninhada expandida (F1 - LL), maes das
proles utilizadas no presente trabalho, apresentam crescimento longitudinal reduzido, menor
peso corporal desde a infancia até a idade adulta (dados néo publicados), incluindo periodos
de gestacéo e lactagéo, apesar de apresentarem hiperfagia. De fato, esta bem estabelecido
na literatura que a subnutricdo materna, tanto em modelos humanos quanto em roedores,
causa alteracbes na programagdo da progénie, tais como doengas metabdlicas
(ROSEBOOM et al., 2001; VICTORA et al., 2008; FACCHI et al., 2020). De acordo com
isso, a subnutricdo materna nos periodos pos-concepcionais, como gestagcdo e/ou lactagao,
e seus efeitos na prole tem sido amplamente explorados, mostrando que essa prole
apresenta menor peso corporal desde o desmame até a idade adulta e maior ingestao
alimentar, além de valores plasmaticos aumentados de triacilglicerol e colesterol total
(ZAMBRANO et al., 2006; JIMENEZ-CHILLARON et al., 2006; de OLIVEIRA et al., 2012;
MIRANDA et al., 2022). No entanto, sdo poucos os estudos que exploram os efeitos da
subnutricdo materna (F1) nos periodos pré-concepcionais sobre a prole (F2).

O presente trabalho mostra, pela primeira vez, que algumas respostas observadas
em matrizes (F1) com subnutrigdo lactacional induzida pela expansao da ninhada no
periodo pré-concepcional também aparecem em suas proles (F2), uma vez que proles de
ambos os sexos apresentaram crescimento longitudinal reduzido durante a lactagdo e
hiperfagia apos o desmame, alteragbes observadas nas ratas (F1) subnutridas. De acordo
com isso, pesquisas com humanos mostram que criangas desnutridas apresentam
recuperacao do crescimento, envolvendo aumento da ingestao alimentar (GAT-YABONSKI
& PHILLIP, 2015). Além disso, o aumento da liberagdo do neuropeptideo Y (NPY), um
neuropeptideo orexigeno (SCHWARTZ et al., 2000), foi relatado em animais LL (F1)
(PLAGEMANN et al., 1999). Assim, € possivel que a hiperfagia das proles de maes LL (F2)
também possa estar relacionada com o aumento da atividade das vias orexigenas.
Contudo, o comprimento linear reduzido ao desmame, avaliado pela distancia nasoanal, em
proles de machos e fémeas (F2) descendentes de maes LL (F1), sugere que a subnutrigdo
materna pode induzir alteracdes nas concentracdes plasmaticas e/ou acdo do hormdnio do
crescimento (GH) (REYNOLDS et al., 2014), insulina e/ou horménio tireoidiano durante
lactagao, visto que sédo os principais hormdnios envolvidos na regulagdo do crescimento
(MASTERNAK & BARTKE, 2012; GAT-YABLONSKI & DE LUCA, 2017).

O horménio do crescimento (GH) é considerado o principal regulador do crescimento
pds-natal e do desenvolvimento somatico (REYNOLDS et al., 2014; ZHU et al., 2017) e a
subnutrigdo materna durante a lactagao (F1 - LL) causa redugdo do comprimento corporal
associada a menor expressao de GH no desmame em ratos (WOODALL et al., 1996). Além

disso, durante a gestagao, a restricdo calérica materna foi associada a uma agao reduzida
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do GH no desmame da prole (LISBOA et al., 2003). A terapia com horménio do crescimento,
antes ou apos o desmame, tem sido usada para tratar o déficit de crescimento pés-natal na
prole apds subnutricdo materna (ZHU et al., 2017). Por outro lado, a restricdo caldrica
materna durante a gestacéo reduziu a concentragao plasmatica de insulina no nascimento,
mas nado no periodo lactacional ou desmame da prole (LISBOA et al.,, 2003).
Adicionalmente, a subnutricio materna durante a lactagdo promoveu concentracdoes
plasmaticas reduzidas de T4 e elevados de T3 durante a lactagdo e no desmame da prole
(LISBOA et al., 2003). Assim, pode-se sugerir que a reducdo da atividade do eixo
somatotrdpico esteja relacionada a reducéo no crescimento longitudinal durante a lactagao
na prole de ratas com restricdo calorica.

Howie e colaboradores, em 2012, demonstraram que a duragdo e o grau de
subnutricdo sao fatores determinantes para o desenvolvimento da prole, e seus efeitos sdo
sexo-especificos. Os resultados do presente estudo mostram que os efeitos matabdlicos da
subnutricdo materna induzida pela expansdo do tamanho da ninhada (F1) na prole (F2)
também sao sexo-dependentes, como visto pela redugéo do peso corporal desde a lactagao
até a idade adulta, aumento da insulinemia, associada a menores valores de glicemia ap6s
sobrecarga de glicose e concentragcédo plasmatica de triacilglicerol, além de comprimento
longitudinal aumentado na idade adulta na prole masculina de maes LL, mas n&o na prole
feminina.

O aumento da concentragao plasmatica de insulina, a reducédo da glicemia apos
sobrecarga de glicose e menor area sob a curva (AUC) de GTT na prole masculina de maes
LL, sem diferenga na prole feminina, esta de acordo com outros estudos que relataram que
a prole feminina de fémeas com subnutricdo induzida por restricdo proteica durante a
lactagdo tem menor concentracdo plasmatica de insulina do que a prole masculina,
sugerindo um efeito protetor dos horménios femininos, e impedindo que a concentragcao
plasmatica de insulina nas fémeas se eleve, evidencianado uma mudanga hormonal sexo-
especifica (DESAI et al., 1997; BANOZ-GOMEZ et al., 2016). Além disso, a maior
concentracido plasmatica de insulina na prole masculina de maes LL pode prevenir altos
picos de glicemia apos sobrecarga de glicose. Adicionalmente, a maior insulinemia de prole
masculina de maes subnutridas também poderia justificar a menor concentragao plasmatica
de triacilglicerol observada nesse grupo, uma vez que sabe-se que a insulina inibe a
producgéao de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) pelo figado, as quais contém
triacilglicerol produzidos pelos hepatdcitos a partir de acidos graxos adquiridos da
circulacdo ou sintetizados a partir da glicose ou outros precursores nao lipidicos por
lipogénese de novo (HEEREN & SCHEGA, 2021). Refor¢cando nossos dados, um estudo
realizado por Fuente-Martin e colaboradores (2012) demonstrou que a nutricdo materna
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(F1), crescimento fetal e o crescimento pds-natal (F2) tém sido associados a possiveis
alteragcdes na sensibilidade a insulina, com alguns desses efeitos sendo sexualmente
dimérficos.

Curiosamente, apesar do peso corporal reduzido ao longo da vida, a prole masculina
de maes subnutridas apresentou distancia nasoanal aumentada na idade adulta,
evidenciando catch-up (recuperacao) no crescimento longitudinal, e este efeito também foi
observado na prole feminina, tendo em vista que a prole de méaes LL alcangou a prole de
maes NL na idade adulta. Dessa forma, o fendtipo magro das fémeas LL (F1) também
aparece na sua prole masculina (F2), a qual também apresenta comprimento longitudinal
aumentado, podendo ser atribuido a um catch up de horménios envolvidos na regulagao do
crescimento apos o desmame e/ou a partir da puberdade. Essa hipotese é reforgada por
Moura e colaboradores (2007), que demonstraram que a restrigdo energética materna (F1)
durante a lactagcédo causou redugao do comprimento corporal associada a menor expressao
de GH no desmame em ratos, porém um aumento do comprimento corporal associado ao

aumento da expressao de GH na idade adulta da prole (F2).

Alteracdes sexo-especificas para diferentes desafios metabdlicos tém sido cada vez
mais evidenciadas na literatura. Nesse sentido, ratos machos apresentaram maior
susceptibilidade aos efeitos anabdlicos dos glicocorticoides do que as fémeas (STOPA et
al., 2019), e os camundongos machos possuem maior propensao a desenvolver obesidade
do que as fémeas em resposta a dieta hiperlipidica (HONG et al., 2009). Além disso, animais
machos foram mais suscetiveis do que fémeas a deficiéncias alimentares precoces,
radiagéo e estresse de manuseio (CRUTCHFIELD & DRATMAN, 1980). Um estudo feito por
Bafoz-Gomez e colaboradores (2016) sugere que os estrogenos femininos apresentam
efeito protetor contra alteracdes drasticas na regulacdo metabdlica das fémeas. E relevante
ressaltar que diferengas sexo-especificas no balango energético em resposta a restricao
caldrica foram demonstradas por Valle e colaboradores, 2005 (VALLE et al.,, 2005), que
concluiram que as ratas parecem diminuir o gasto energético, protegendo os 6rgaos
metabolicamente ativos em maior extensao do que os machos durante a restricao caldrica,
€ que essa resposta sexo-dependente pode ser critica para alcangar a conservagao de
energia nas fémeas, favorecendo sua sobrevivéncia e preservagcdo da  espécie.
Considerando a manipulagado do tamanho da ninhada e a nutricao lactacional, um estudo
recente observou uma resposta sexo-especifica na prole de fémeas com obesidade
induzida pela superalimentagédo na lactagao (SL - F1), em que apenas a prole masculina
apresentou disfungéo cardiaca (FERREIRA et al., 2022). Este estudo também demonstrou
que tanto a prole masculina quanto feminina de maes com supernutricio neonatal

apresentam alteragdes nas concentragdes plasmaticas de horménios sexuais (FERREIRA
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et al., 2022).

Os esteroides sexuais influenciam diretamente o metabolismo dos adipécitos
(MATTSSON & OLSSON, 2007; FUENTE-MARTIN et al., 2012). Porém, as diferencas
metabdlicas observadas entre machos e fémeas ndo podem ser totalmente explicadas pelas
distingdes hormonais poés-puberes entre eles (WANG et al., 2011; FUENTE-MARTIN et al.,
2012). O ambiente pré-natal de esteroides sexuais induz comportamentos e fungdes
sexualmente dimorficas em roedores (GORSKI, 2002), e estudos demonstraram como
alteragdes nas concentragdes de esteroides sexuais durante o periodo neonatal afetam
tanto o crescimento longitudinal quanto a composi¢éo corporal (CHOWEN et al., 1993;
LAZIC et al., 2011). Assim, as diferencas relacionadas ao sexo na composig¢ao corporal e
nas respostas as alteragdes nutricionais sado provavelmente resultado de distingdes
genéticas inatas entre os sexos, que interagem com ambientes hormonais neonatais e pés
puberes, que também s&o influenciados pelo sexo do animal (FUENTE-MARTIN et al.,
2012). Este dimorfismo sexual pode ser explicado, em parte, pela sinalizagdo distinta de
horménios sexuais entre machos e fémeas (CISSE et al., 2018).

O trabalho de Banoz Gomez e colaboradores, 2016, mostrou que na subnutricao
materna induzida pela restrigdo caldrica (F1) durante o periodo gestacional e pés-natal (F2),
seguida de uma oferta nutricional inadequada, os horménios femininos regulam as
concentragbes plasmaticas de insulina na idade adulta, onde as fémeas apresentam
concentracdo plasmatica de insulina menores do que os machos. Curiosamente, um
trabalho realizado por Cissé e colaboradores (2018) mostrou que as diferengas sexo-
especificas entre as proles de maes subnutridas por restrigdo nutricional durante a gestagao
puderam ser explicadas pelos genes que regulam a biossintese de triacilglicerol, visto que
tiveram maior modulagdo em figados femininos, enquanto aqueles envolvidos na oxidacao

de acidos graxos tiveram maior modulacéo em figados masculinos.

Assim, o presente trabalho mostra que a prole (F2) de matrizes (F1) com subnutricdo
lactacional induzida pela expansao do tamanho da ninhada, ou seja, em um modelo preé-
concepcao, resulta em alteracdes metabdlicas, principalmente na prole masculina, sem
afetar a reproducdo na prole de ambos os sexos. Até onde sabemos, este estudo é o
primeiro a demonstrar que a subnutricdo pré-concepcional nas maes (F1), especificamente
a subnutricdo induzida durante a lactagao, cujos efeitos permanecem na mae até a idade
adulta, é responsavel por disturbios metabdlicos na prole masculina, mas ndo na prole
feminina. Nossos dados, juntamente com os dados mostrados por Kwong e colaboradores
(2000), demonstraram que a subnutricdo materna (F1) durante a fase de pré-concepcional
pode gerar alteragdes a longo prazo em sua prole, como em seu crescimento pds-natal.

Esses dados, juntamente com dados mostrados por Ferreira e colaboradores (2022),
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sugerem que o estado metabodlico das mées (F1) pode ser responsavel por alteragdes
metabdlicas e/ou reprodutivas na prole, e ambientes nutricionais opostos da mae podem
induzir consequéncias distintas, porém obtendo respostas sexo-especificas, onde
geralmente os machos possuem maior propensao a apresentar alteracbes do que as
fémeas, visto que as fémeas parecem possuir maior capacidade de manter a homeostase
frente a desafios metabdlicos do que machos.

7. CONCLUSAO

O presente trabalho investigou as possiveis alteragdes metabdlicas e reprodutivas
nas proles (F2) masculina e feminina de ratas (F1) subnutridas por expansao do tamanho
da ninhada. As ratas F1 apresentaram alteragdes metabdlicas, e com o presente estudo,
conclui-se que a subnutricdo lactacional materna induzida pela expansao do tamanho da
ninhada, em um modelo pré-concepcional, onde as ratas (F1) tiveram acesso a dieta
nutricional adequada apds a lactagao até a vida adulta, causa alteragbes metabdlicas na
prole (F2). Tais alteragdes tiveram maiores repercussdes na prole masculina, porém sem
efeitos reprodutivos na prole de ambos os sexos. Esse dimorfismo sexual reforga a hipétese
de que as fémeas tém maior capacidade de manter a sua homeostase frente a desafios
metabalicos.
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