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RESUMO

A obesidade, caracterizada pelo acimulo de gordura corporal, vem se tornando cada vez
mais danosa para a saude dos individuos. No presente estudo, objetivou-se investigar o
ganho de peso corporal, o consumo alimentar e a tolerancia a glicose de animais em
modelo de obesidade por restricdo ou hiperalimentacdo neonatal. O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFLA n° 002/18). Foram
selecionados camundongos C57BL6, sendo 10 machos e 30 fémeas submetidos ao
acasalamento por um periodo de 7 dias. No segundo dia ap6s o nascimento os filhotes
foram distribuidos em Controle (ninhada de 8 a 10 animais) (C, n=8), Hiperalimentado
(ninhada de 3 animais) (H, n=8) e Subnutrido (ninhada com 15-16 animais) (S, n=6).
Avaliou-se 0 peso corporal e o consumo alimentar semanalmente e o teste de tolerancia
oral & glicose (TTOG) realizado aos 70 e 120 dias. As andlises estatisticas foram
realizadas no GraphPad Prism®, com a verificacdo de outliers pelo teste de Grubbs,
normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e comparagdes entre dois grupos,
utilizou-se o teste “t de student” ou teste Mann-Whitney quando ndo seguiam uma
distribuicdo Gaussiana. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. Em relagdo aos
resultados foi verificado que o grupo Subnutrido apresentou peso inicial aos 21 dias
menor em cerca de 30%, apesar de compensar 0 ganho de peso e apresentar mesmo
peso final (vs C). Ja& o grupo Hiperalimentado resultou em elevacdo de 6% no peso ao
final de 120 dias, sendo que o consumo alimentar foi semelhante entre os grupos. No
TTOG realizado aos 70 dias de vida, os grupos H e S apresentaram uma maior glicemia,
em cerca de 20%, no tempo 30 minutos (vs C). Ja nos tempos 60, 90 e 120 minutos
apenas o grupo Hiperalimentado apresentou medias maiores em 18, 26 e 32%,
respectivamente (vs C). No TTOG realizado aos 120 dias de vida néo foi verificado
nenhuma alteracdo em ambos 0s grupos. Quando analisada a area sob a curva (AUC),
aos 70 dias apenas o grupo Hiperalimentado apresentou valores 20% acima e aos 120
dias os grupos experimentais ndo apresentaram diferenca significativa. Conclui-se que o
modelo de hiperalimentacdo gerou aumento no peso dos animais ao final do
experimento e certo grau de intolerancia a glicose. Ja no grupo Subnutrido o déficit no
peso inicial foi recuperado ao final de 120 dias, apesar dos grupos ndo apresentarem
aumento no consumo alimentar, ndo apresentando modificacGes na tolerancia a glicose.
Novos estudos sdo necessarios para maior elucidacao dos resultados encontrados.

Palavras chave: Modelos animais. Resisténcia a insulina. Hiperfagia.



ABSTRACT

Obesity, characterized by the accumulation of body fat, is becoming increasingly
harmful to the health of individuals. In the present study, the objective was to
investigate the body weight gain, food consumption and glucose tolerance of animals in
a model of obesity by neonatal restrition or overfeeding. The project was approved by
the Committee on Ethics in the Use of Animals (CEUA / UFLA n° 002/18). C57BL6
mice were selected, 10 males and 30 female were to mate for a period of 7 days. After
the birth, the animals were separated to control group with 8 to 10 animals (C, n = 8),
overfeeding (litter of 3 animals) (H, n = 8) and malnutrition (litter with 15-16) animals)
(S, n = 6). Body weight and food intake were analized weekly and oral glucose
tolerance test (TTOG) was obtained at 70 and 120 days. Comparative analyzes were
performed on GraphPad Prism®, with the test results test, compared with the Mann-
Whitney test when not followed Gaussian a distribution. The level of significance was
set at p<0.05. Regarding the results obtained the result that the group submitted the
initial weight at 21 days lower by about 30%, despite the weight gain and the final final
weight (vs C). The H group was rised in 6% in weight at the end of 120 days, and food
consumption was similar between groups. In TTOG ever performed at 70 days of life,
Groups H and S presented increase on glycemia, at about 20%, in 30 minutes (vs C). At
times 60, 90 and 120 minutes only the overfeeding group was higher 18, 26 and 32%,
respectively, thanvs C. In TTOG performed at 120 days of life was not modified any
change in both groups. When analyzed the area na under the curve, in the 70 days only
the hyperalimentation group became 20% higher tha C and the 120 days in the
experimental groups were not significant to the difference. It is concluded that the
model of hyperalimentation does have increased body weight in the animals at the end
of the experimentand and a degree of intolerance to glucose. In the restriction group
presented a reduction in initial body weight, but it was recovered at the end of 120 days
and S group did not present changes in glucose tolerance. Further studies are needed to
further elucidate the results.

Keywords: Animal models. Insulin resistance. Hyperphagia.



INTRODUCAO

A obesidade € caracterizada pelo acumulo de gordura corporal e vem se
tornando cada vez mais danosa para a salde dos individuos. Sua etiologia é
desencadeada por um processo multifatorial, envolvendo tanto aspectos genéticos
quanto ambientais (ROCHA, 2013). A Organizacdo Mundial de Salude (2018) aponta a
obesidade como um dos maiores problemas de satde puablica no mundo. A projecédo é
que, em 2025, cerca de 2,3 bilhdes de adultos estejam com sobrepeso; e mais de 700
milhOes, obesos. Essa transicdo nutricional representa uma alteracdo no padrdo de
nutricdo e consumo, acompanhada das mudangas econdmicas, demograficas, sociais e
relacionadas a saude dos individuos (WANDERLEY & FERREIRA, 2010).

O acumulo de tecido adiposo proveniente de um aporte caldrico excessivo
ingerido, associado a uma vida sedentaria, fatores psicol6gicos, ambientais e genéticos
correspondem ao quadro de obesidade (WHO, 2014). A presenca da obesidade e
sobrepeso se tornam porta de entrada para outros prejuizos a satde do individuo, tais
como doencas cardiovasculares, diabetes Mellitus tipo 2, osteoartrite, alguns tipos de
canceres, dificuldades respiratdrias, apneia do sono, infertilidade masculina, colelitiase,
esteatose, refluxo gastroesoféagico, transtornos psicossociais e hipertensdo arterial
sisttmica (WANNMACHER, 2016).

O excesso de tecido adiposo e o consumo elevado de gorduras sdao um dos
principais fatores para a ativacdo de vias inflamatdrias que causam prejuizos na
sinalizacdo intracelular da insulina, desencadeando a chamada resisténcia a acdo da
insulina (RI1). Este quadro se caracteriza por uma anormalidade primaria e precoce no
curso da doenca, que é responsavel pela diminuicdo da habilidade da insulina em
estimular a utilizacdo da glicose pelo musculo e pelo tecido adiposo. (FREITAS,
CESCHINI, RAMALLO, 2014).

Atualmente pesquisas com animais estdo sendo realizadas com o objetivo de
determinar os componentes do acUmulo de gordura corporal. Existe uma grande
variedade de modelos de obesidade, como os de dietas de cafeterias, em relacdo ao
aumento da densidade calorica. E os de programacdo metabolica onde ocorre uma
reducdo da ninhada durante a lactagéo e, consequente, menor competi¢do na lactagéo,
denominado de hiperalimentagdo neonatal (GOMES et al., 2012). Outro modelo de
programacédo metabolica é o de restricdo alimentar na lactagcdo por expansao da ninhada,

onde apds o desmame seguida de alimentagdo normalizada esses animais apresentam



eficiéncia energeética e maior deposicao de gordura, além disso, aumento compensatorio
no ganho de peso e na ingestdo alimentar também sdo observados nesses animais
(MALTA & PEDROSA-FURLAN, 2010).

Alguns modelos de hiperalimentacdo e subnutricdo estdo sendo considerados
cada vez mais como inovadores e efetivos na inducdo de obesidade, entretanto, ainda
ndo apresentam os efeitos bem definidos. Visando isso, o presente estudo teve como
objetivo investigar os efeitos metabolicos em modelo de obesidade por restricdo pelo
aumento da ninhada e hiperalimentacdo por reducdo neonatal, avaliando o ganho de

peso corporal, o consumo alimentar e a tolerancia a glicose dos animais.

METODOLOGIA

Desenho experimental

O ensaio foi conduzido no Laboratério de Nutricdo Experimental do
Departamento de Nutricdo (DNU) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), por um
periodo de aproximadamente 150 dias, sendo 30 dias de acasalamento e 120 dias de
experimento. O delineamento experimental aqui descrito foi executado por parte da
equipe do grupo de pesquisa. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFLA n° protocolo 002/18). Foram selecionados camundongos
C57BLS6, sendo 10 machos e 30 fémeas submetidos ao acasalamento por um periodo de
10 dias, permanecendo trés fémeas para cada macho por caixa. Apés este periodo, as
fémeas foram separadas dos machos para a gestacéo.

Logo apos o nascimento, no segundo dia, as ninhadas foram reajustadas para 3-4
filhotes por ninhada para formacédo do grupo Hiperalimentado pés-natal (H), houve uma
expansao da ninhada para 15-16 animais nos grupos denominados de Subnutrido pés-
natal (S), esse aumento ocorreu devido a transferéncia de animais da ninhada dos grupos
H para as ninhadas do grupo S, e mantida em 8-10 filhotes por ninhada no grupo
denominado Controle (C).

Em todo o periodo experimental os animais foram mantidos em ciclo
claro/escuro (12/12 horas), em ambiente com temperatura controlada de 22+2°C, com
racdo padrdo Presence® e agua a vontade. Semanalmente os animais foram pesados
para determinar o ganho de peso ao longo dos dias do periodo experimental. Além
disso, o consumo de racdo foi mensurado semanalmente.

Aos 70 e 120 dias de vida, foi realizado o teste de tolerancia oral a glicose



(TTOG), citado abaixo. Um dia ap6s o ultimo TTOG e apos jejum de 12 horas, 0s
animais foram anestesiados intraperitonealmente com uma mistura de Ketamina (180
mg/kg) e Xilazina (30 mg/kg) e, entdo, eutanasiados por exsanguinacdo cardiaca. O

sangue e os tecidos coletados foram armazenados para as analises posteriores.

Testes de tolerancia a glicose

Os testes de tolerancia oral a glicose foram realizados nos animais aos 70 e 120
dias de vida. Para o teste de tolerancia oral a glicose, apés jejum de 12 horas, 0s animais
receberam solucdo de D-glicose, 2g/kg de peso corporal, por gavagem. A glicemia foi
monitorada com auxilio de glicosimetro Accu-Chek, nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120
minutos apds a gavagem, retirando-se uma gota de sangue caudal. A partir do teste de
tolerancia oral a glicose foi possivel avaliar o grau de intolerancia a glicose através do
célculo da Area Sob a Curva (AUC) que ¢é gerada a partir de uma reta formada nos
tempos 0 e 120 minutos, aos 70 e 120 dias de vida dos animais. A AUC é expressa em
mg de glicose/dL x min.

Analise estatistica

A andlise dos dados iniciou-se pela verificacdo da presenca de outliers pelo teste
de Grubbs e, se seguiam distribuicdo Gaussiana, com o teste de Kolmogorov-Smirnov.
Para comparacOes entre dois grupos, utilizou-se o teste “t de student” quando os dados
eram normais, ou teste Mann-Whitney quando ndo seguiam uma distribuigédo
Gaussiana. As analises foram feitas utilizando o programa GraphPad Prism®, versdo

6.0. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05.

RESULTADOS

Peso corporal dos animais

Os pesos dos animais estdo apresentados no 21° dia, como também no 70° e 120
dias de vida. Em relacdo ao peso inicial, com 21 dias apds o desmame, verifica-se que o
grupo Subnutrido apresentou menor peso em cerca de 30% comparado ao grupo
Controle (p<0,05), sem diferencas no peso inicial entre o grupo C e H. Ndo houve
diferencas entre os pesos corporais dos grupos avaliados com 70 dias de vida (Tabela
1).

Entretanto, com 120 dias verificou-se que o grupo Hiperalimentado apresentou
peso final maior em 6% que o grupo Controle, sem diferencas entre o grupo S
comparado ao C. Apesar de ndo apresentar diferenca no peso final bruto, ao avaliarmos



0 ganho de peso total em porcentagem desde os 21 dias, verifica-se que 0 grupo
Subnutrido apresentou quase o dobro do ganho de peso em relacdo ao peso inicial
comparado ao grupo controle (p<0,01), neste caso, sem alteracbes no modelo de

hiperalimentacédo (Tabela 1).

Tabela 1 —Peso corporal inicial (21 dias) (g), aos 70 e 120 dias de vida e ganho de peso
(%) dos grupos Controle (C, n=8), Hiperalimentado (H, n=8) e Subnutrido (S, n=6).

Peso corporal | C \ H \ S
Peso Inicial (g) 8,213+0,1875 8,813+0,7436 5,28+0,6640%
70 dias (g) 22,73£0,1149 23,54+0,7176 21,0£0,1378
120 dias (g) 24,73+0,2186 26,13+0,3307% 23,95+0,4177
Ganho de peso (%) 202,2%=0,7712 203,7%+0,2438 389,3%+0,5745%

Os resultados sdo expressos em média + erro padrdo da média
# p<0,05, ## p<0,01 vs C.

Consumo alimentar semanal

Os animais foram desmamados com 21 dias, apds isso, uma vez por semana seu
consumo alimentar foi avaliado até completarem 120 dias de vida. Ao analisar a
ingestdo alimentar em média a cada quatro semanas percebe-se que ndo houve diferenca

no consumo alimentar entre os grupos avaliados (Tabela 2).

Tabela 2 — Consumo alimentar (g) em média a cada quatro semanas dos grupos
Controle (C, n=8), Hiperalimentado (H, n=8) e Subnutrido (S, n=6).

Ingestdo semanal | C \ H \ S

1—4semanas (g) 18,762,229 20,68+1,471 17,29+1,887
5 — 8 semanas (Q) 25,38+0,7068 25,30+1,407 29,54+3,042
9—13semanas(g)  23,95:0,2412 22,97+1,435 25,20+0,7432

Dados apresentados em média + erro padrdo da média

Teste de tolerancia oral a glicose (TTOG)

Ao completarem 70 e 120 dias de vida, os animais foram submetidos ao teste de
tolerdncia oral a glicose (TTOG).A Figura 1A apresenta os resultados do TTOG
realizado aos 70 dias, em que 0s grupos experimentais apresentaram maiores valores de
glicemia ao longo do tempo avaliado, sendo que no tempo 30 minutos verifica-se que 0s
grupos Hiperalimentado (176,0004£8,000mg/dL) e Subnutrido (176,400+4,423mg/dL)
apresentaram valores maiores de glicemia em cerca de 23% comparado ao grupo
Controle (143,000 6,822mg/dL) (p<0,05); nos 60 (157,9+7.855mg/dL), 90
(152,600+7,674mg/dL) e 120 minutos (150,00£15,76mg/dL), o grupo H apresentou

valores maiores de glicemia cerca de 18, 26 e 32%, respectivamente, comparado ao seu
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controle (132,7£3,122mg/dL; 121,100+7,832mg/dL113,8+7,007mg/dL; p<0,05). Essas
diferencas ndo foram encontradas nas glicemias do grupo S. No tempo 0 (inicial) e nos
outros tempos avaliados, a glicemia dos animais dos grupos experimentais néo

diferiram em relacéo ao grupo Controle.
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Figura 1 — Curva glicémica (mg/dL) vs tempo (min) a partir do teste de tolerancia oral
a glicose (TTOG) realizado aos 70 dias (1A) e Area Sob a Curva (AUC) (mg x dL-! x
min) deste TTOG (1B) nos animais Controle (C, n=8), Hiperalimentado (H, n=8) e
Subnutrido (S, n=6). Os resultados dos testes foram expressos em média * erro padrdo
da média. # p<0,05 vs C.

A partir do teste de tolerancia é possivel calcular a Area Sob a Curva (AUC) que
reflete de forma geral o deslocamento da glicemia ao longo do tempo, como
representacdo do grau de tolerancia a glicose do grupo. A AUC do TTOG aos 70 dias de
vida foi calculada e o grupo Hiperalimentado (605,4+30,94mg x dL™* x min) apresentou
valor acima em cerca de 20% comparado ao Controle (501,2+22,95 mg x dL™ x min)
(p<0,05). Ja o grupo Subnutrido (574,6+37,61 mg x dL* x min) ndo diferiu em relacdo
ao Controle (Figura 1B).

Ja com 120 dias os grupos experimentais nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos
ndo apresentaram diferencas significativas entre si (Figura 2A). Ao analisar a Area Sob
a Curva (AUC) para o TTOG aos 120 dias 0s grupos experimentais também néo

diferiram em relacéo ao grupo Controle (Figura 2B).



11

A B
2001 8001
- C
—~ - H "
= c - T
150+ £ 600
e ——
> -4 S >E< -
E 2
- © -
© 100 =4 400
g €
S 5 S 200-
O] <
C T T T T T C T T T
0 30 60 90 120 O Q 5
Tempo (min)

Figura 2 — Curva glicémica (mg/dL) vs tempo (min) a partir do teste de tolerancia oral
a glicose (TTOG) realizado aos 120 dias (2A) e Area Sob a Curva (AUC) (mg x dL-t x
min) deste TTOG (2B) nos animais Controle (C, n=8), Hiperalimentado (H, n=8) e
Subnutrido (S, n=6). Os resultados dos testes foram expressos em média * erro padrdo
da media.

DISCUSSAO

Estudos com seres humanos mostram que uma maior ingestdo de nutrientes e 0
rpido ganho de peso na infancia podem acarretar no desenvolvimento da obesidade ao
longo do tempo além de proporcionar um maior risco para o desenvolvimento de
doencas consequentes ao acumulo excessivo de gordura corporal, como as doencas
cronicas ndo transmissiveis (HABBOUT et al., 2013).

A fim de auxiliar no esclarecimento dos modelos de hiperalimentacdo e
subnutricdo, foi verificado o teste de tolerancia oral a glicose como marcador
metabolico destes modelos. Ap6s o desmame, a evolucdo da massa corporal dos
animais foi avaliada, onde os resultados do presente estudo mostraram que com 21 dias
0 grupo Subnutrido apresentou menor peso comparado ao grupo Controle, sendo
justificavel devido a maior competicdo de acesso ao alimento. Esse resultado pode ser
associado com o estudo de Conceicdo et al. (2013), onde verificaram que 0s animais
induzido por grande ninhada, como o grupo Subnutrido, tiveram uma redugédo no ganho
de peso corporal durante essa fase experimental.

Durante o experimento o grupo Subnutrido apresentou uma maior velocidade de
ganho de peso para que ao final do experimento, esse grupo apresentasse mesmo peso
final relacionado ao grupo Controle. Esse resultado entra em discordancia com o estudo
de Velkoska et al. (2008), em que animais que tiveram ninhadas expandidas pos-natal

obtiveram menor peso ao final de 16 semanas e ndo apresentaram alteragdo no consumo
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alimentar. Porém, como ao desmame o0 Subnutrido apresentava menor peso e ndo foi
verificado aumento no consumo alimentar, tem-se indicios de que ocorreu uma
alteracdo metabolica estando relacionada a uma maior eficiéncia energética.

Levando em consideracdo a evolucdo da massa corporal dos animais, 0 grupo
Hiperalimentado apresentou peso inicial semelhante ao grupo Controle. Além disso,
também ndo foi associado a um aumento anormal do consumo, esse resultado
encontrado entra em consonancia com o estudo de Nery et al. (2011), que também néo
observaram ganho de peso dos animais. Ao término do experimento, 0 grupo
Hiperalimentado apresentou peso final maior que o Controle. Apesar da ingestdo
alimentar semelhante, esse resultado se da devido a uma possivel alteragdo metabdlica
da modulagéo da ninhada. Tal resultado entra em concordancia com o estudo de Ficher
et al. (2015), em que observaram que o aumento do ganho de peso dos animais se torna
expressivo a partir dos 70 dias de vida do animal, com tendéncia progressiva durante a
sua fase adulta.

Associando a obesidade com outros pardmetros como o consumo alimentar,
verifica-se que os grupos Subnutrido e Hiperalimentado ndo apresentaram diferencas
significativas comparado ao grupo Controle. Esse resultado contrasta com o estudo de
Mozet et al. (2008), que analisando os animais de ninhadas reduzidas com grupos
compostos por 4 animais consumindo racdo padrdo, observaram um rapido crescimento
dos filhotes, assim como apresentou um aumento significativo em relacdo a ingestdo
alimentar entre o grupo Hiperalimentado comparado ao Controle.

A varidvel obesidade merece importancia em seu estudo uma vez que é
considerada uma condic¢do inflamatéria cronica de baixo grau, um fator de risco
importante para o desenvolvimento de resisténcia insulinica. Normalmente, durante o
desenvolvimento da resisténcia a insulina o individuo inicia uma menor tolerancia a
glicose e conforme a glicemia € elevada apds um estimulo, o organismo pode apresentar
um atraso ou uma dificuldade na captacdo da glicose pelas células, sendo avaliado,
assim, o grau de tolerancia a glicose durante um tempo definido (Sociedade Brasileira
de Diabetes, 2016).

A fim de avaliar a tolerancia oral a glicose, foi realizado o TTOG aos 70 e 120
dias de vida. Aos 70 dias de vida, o grupo Hiperalimentado apresentou uma glicemia
maior em relacdo ao grupo Controle nos tempos 30,60,90 e 120 minutos. Ja o grupo
Subnutrido obteve valores maiores apenas no tempo 30 minutos em relacdo ao Controle.

Com o intuito de validar e analisar o grau de intolerancia a glicose foi calculada a area
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sob a curva (AUC) aos 70 dias, tendo em vista que o grupo H obteve valores de
glicemia superiores ao grupo C. A partir disso, foi possivel observar uma menor
tolerancia a glicose pelos animais Hiperalimentados. Esse dado entra em consonancia
com o estudo de Bei et al (2015), que ao avaliar animais com 98 dias de vida, obteve
como resultado, glicemia elevada aos 60 minutos e aumento significativo da AUC para
0 grupo Hiperalimentado. O autor sugere que o0s resultados se devem a programagéo
hormonal provocada pelo modelo experimental e/ou devido ao excesso de peso que
correlacionam na reducdo da sensibilidade a insulina. J& em relacdo ao grupo
Subnutrido ndo foram verificadas diferencas entre as glicemias e na AUC.

Ja ao final do experimento (120 dias), foi possivel verificar que os grupos
experimentais nao diferiram nos valores das glicemias nos tempos avaliados em relacéo
ao grupo Controle. Associando esses valores glicémicos com a area sob a curva,
observou-se uma auséncia de diferenca significativa entre os grupos avaliados e uma
maior tolerancia a glicose quando comparado aos 70 dias de vida dos animais. Uma
hipotese existente para explicacdo dos resultados obtidos neste TTOG pode ser
decorrente de uma falha metodoldgica da glicemia nos tempos determinados, estando
relacionado ao momento da aplicacdo da solucdo de D-glicose, por gavagem, antes da
realizacdo do TTOG nos animais, visto que a curva glicémica padrdo com um pico
inicial e reducéo da glicemia com o passar do tempo nédo foi formada em nenhum dos

grupos experimentais.

CONCLUSAO

O presente estudo evidencia que o modelo de redistribuicdo de ninhada induziu
nos animais do grupo Hiperalimentado o aumento no peso final e, no Subnutrido, apesar
de apresentarem peso reduzido no inicio, verificou-se elevacdo no peso equiparando ao
Controle no final de 120 dias. Apesar disso, 0 ganho de peso de ambos 0s grupos
experimentais ndo foi associado ao consumo alimentar. A analise de glicemia néo
demonstrou variagdo no grupo Subnutrido, mas foi verificado que nos animais
Hiperalimentados ocorreu um grau de tolerancia menor a glicose apenas aos 70 dias de
vidas dos animais. Com isso, novos estudos sdo necessarios para elucidacdo dos

resultados encontrados.
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