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RESUMO

O conceito DOHaD (Origens Desenvolvimentistas da Saude e Doencga) reconhece a adolescéncia como um
periodo-chave de plasticidade bioldgica, com impacto sobre a saude. Este estudo investigou os efeitos do
tratamento com metformina durante a adolescéncia em ratos que sofreram superalimentacdo na fase de
lactagédo, por meio da redugdo do tamanho da ninhada, protocolo que leva a distiurbios metabdlicos. A
metformina foi administrada dos 30 aos 60 dias de vida (300 mg/kg/dia) na agua de beber. Foram avaliados
parametros biométricos como o peso corporal e peso das gorduras ao final do protocolo. Ratos
superalimentados (SL) apresentaram aumento do peso corporal (p <0,0001) e maior acumulo de gordura
abdominal (p <0,0001). O uso de metformina na adolescéncia atenuou o ganho de peso (p <0,01) e reduziu
depositos de gordura. Esses resultados reforgam que a adolescéncia € uma janela sensivel para intervencoes
e sugerem que a metformina pode ter efeitos benéficos quando ha risco metabdlico.

PALAVRAS-CHAVES: DOHaD; Obesidade; Rato wistar.
1 INTRODUQAO

O conceito de Origens do Desenvolvimento da Saude e da Doenca (DOHaD) surgiu
como uma estrutura interdisciplinar que explora como eventos no inicio da vida moldam o
risco de saude e doenga a longo prazo (Santos Junior et al., 2023), propondo que
exposi¢cées ambientais nas fases iniciais da vida, como a gestagéo, lactagédo e adolescéncia
influenciam de maneira duradoura a fisiologia e o metabolismo do individuo. Esse conceito
€ sustentado por evidéncias que associam modificagdes precoces a um risco aumentado
para doengas crénicas nao transmissiveis na vida adulta, como obesidade, diabetes tipo 2
e hipertensdo arterial (Santos Junior et al.,, 2023). Durante essas janelas criticas de
desenvolvimento, o organismo apresenta elevada plasticidade fenotipica, o que permite
respostas adaptativas a estimulos ambientais por meio de mecanismos epigenéticos.

Um exemplo amplamente utilizado para estudar esse fendbmeno € o modelo
experimental de redugédo do tamanho da ninhada em roedores, o qual simula uma situagéo
de superalimentacao durante o periodo de lactagdo. Essa manipulacédo simples ao diminuir
o numero de filhotes por mae proporciona maior acesso ao leite materno e,
consequentemente, resulta em um excesso caldrico nos primeiros dias de vida e diversos
estudos demonstram que essa condicdo promove alteragcoes metabdlicas que permanecem
ao longo da vida, como aumento de tecido adiposo, dislipidemia, hiperinsulinemia e
resisténcia a insulina (Souza et al., 2022). Tais efeitos sdo compreendidos como resultado
de um processo de “programacdo metabdlica”, no qual o organismo realiza ajustes
fisiolégicos de forma inadequada ao ambiente futuro, o que favorece o surgimento de
comorbidades (Souza et al., 2022).

A maior parte da literatura sobre DOHaD se concentra sobretudo em estudos da
programacao fetal e lactacdo; porém, a fase da adolescéncia pode ser a Ultima
oportunidade para uma intervengdo para mitigar a programacgao precoce na gravidez,
lactagdo e infancia (Tohi et al., 2023). Durante a adolescéncia, além das mudangas
fisiolégicas e hormonais, o cérebro também passa por intenso remodelamento estrutural e
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funcional, afetando areas relacionadas a regulagao do apetite, controle emocional e tomada
de decisbes (Sisk; Foster, 2004; Spear, 2000).

Com base nisso, levantamos a hipotese de que o tratamento com metformina ao
longo de toda a adolescéncia pode ajudar a amenizar os impactos metabdlicos causados
pela superalimentacéo precoce.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os protocolos experimentais seguiram a legislagdo do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagao animal — CONCEA e as diretrizes ARRIVE (Animal Research:
Reporting of In Vivo Experiments) (numero: 4718150623).

Ratos Wistar adultos, fémeas (N= 20) e machos (N=10), foram adquiridos junto ao
Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa (UEM), e acondicionados no Biotério
Setorial do LEx DOHaD — Laboratério Experimental de DOHaD. Os animais foram mantidos
em caixas de polipropileno com as dimensdes de 15cm; 30cm; 45 cm, para altura, largura
e comprimento respectivamente. Todas as caixas foram forradas internamente com
maravalha, sendo trocadas trés vezes por semana por caixas e forramento limpos. Os
animais foram mantidos em um ambiente climatizado com temperatura de 22+2°C, ciclo
foto-periodo de 12 horas (7:00-19:00 horas, periodo claro), com livre acesso a agua e ragao
(Nuvital®, Curitiba, Brasil). Apds uma semana de aclimatagao, os animais foram alocados
em caixas para cruzamento, na proporcao de duas fémeas para um macho. Constatada a
prenhes, as fémeas permaneceram em caixas individuais com livre acesso a racao
comercial (Nuvilab® CR-1) e agua até o nascimento dos filhotes, sendo este considerado
dia 0. No dia 3 apds o nascimento, as ninhadas foram ajustadas para 9 filhotes por lactante
no grupo Ninhada Normal (NL) e 3 filhotes por lactante no grupo Reducgéo de Ninhada (SL),
dando-se preferéncia para a utilizacdo de animais machos. O ajuste de ninhadas é
necessario para o modelo de inducido de disfuncdo metabdlica durante a lactacdo o que
altera a oferta de leite aos filhotes durante a lactacdo. Apds o desmame que ocorreu aos
21 dias de vida, os animais tiveram livre acesso a agua e ragao comercial. Apenas machos
foram utilizados haja vista o dimorfismo sexual entre machos e fémeas, bem como as
flutuacbes hormonais que as fémeas sofrem durante o ciclo estral, o que altera o seu
metabolismo e comportamento, podendo gerar vieses nas analises a serem realizadas.

Aos 30 dias de vida os animais foram separados em 2 novos grupos: Controle (C) e
Metformina (M). Dos 30 aos 60 dias, um grupo de animais foi tratado com Metformina diluida
na agua de beber na dose de 300mg/kg (Salomaki et al., 2013), dando origem aos grupos
NL-M e SL-M enquanto que o grupo controle recebeu agua filtrada, dando origem aos
grupos NL-C e SL-C. O método de tratamento foi escolhido para minimizar ao maximo o
estresse dos animais e o fim do protocolo foi aos 60 dias (Figura 1).
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Figura 1. Protocolo experimental. Ninhada normal (NL), ninhada reduzida (SL), metformina (M), controle (C).

2.2 AVALIACOES BIOMETRICAS E BIOQUIMICAS

Peso corporal e consumo alimentar foram avaliados semanalmente a partir do
desmame que ocorreu no dia 21 até o fim do protocolo experimental. A avaliagcdo da
ingestao hidrica ocorreu apenas durante o periodo de tratamento (dos 30 aos 60 dias) a
cada 2 dias, e o fim do protocolo experimental foi aos 60 dias. Os animais foram submetidos
a uma laparotomia, os estoques de gordura (retroperitoneal, perigonadal e mesentérica) e
figado, foram retirados e pesados (normalizados com o peso corporal [g/100g peso
corporal]) como estimativa da adiposidade.

2.3 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados sao expressos como média + erro padrao da média (SEM) e submetidos ao
Teste de normalidade de D'Agostino Pearson para avaliar a Distribuicdo Gaussiana. Os
dados foram submetidos a analise de varidncia ANOVA de duas vias, ou teste T de Student
quando necessario. As diferencas entre as médias foram avaliadas pelo post hoc teste de
Tukey. Um valor de P < 0,05 foi considerado significativo. Os testes foram feitos usando
GraphPad Prism verséo 9.0 para Windows.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Ao analisarmos o peso corporal final aos 30 dias de vida, verificamos que os animais
do grupo SL apresentaram peso significativamente superior ao dos animais NL,
confirmando que o modelo foi reproduzido com sucesso (p<0,0001) (Figura 1A). Aos 60
dias, ao término do periodo de tratamento, aparece um efeito da intervencgao farmacologica
(p<0,05) (Figura 2A). Comparando especificamente os grupos SL-C e SL-M, observamos
uma diferenca ainda mais expressiva, com o0s animais tratados com metformina
apresentando menor peso corporal em relagao aos controles nao tratados, (SL-C: 298,4+46
vs SL-M: 275,715; p<0,01). Corroborando com nossos achados, Parra-Vargas et al. (2023)
relatam que a criacdo de roedores em ninhadas reduzidas esta diretamente associada ao
aumento do peso corporal. Segundo os autores, o maior acesso ao leite materno durante o
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periodo de lactagao, caracteristico das ninhadas pequenas, favorece a superalimentagao
neonatal, o crescimento acelerado e o desenvolvimento de um fendtipo obeso. Vale
destacar que os animais NL tratados com metformina ndo apresentaram alteracéo no peso
corporal.
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peso final nas idades 30-60 dias respectivamente. Todos

os dados sdo expressos como a média + SEM, tendo de 8-12 animais de 5 ninhadas diferentes. NL-C, ratos
de ninhada normal; SL-C, ratos de ninhada reduzida; NL-M, ratos de ninhada normal tratados com metformina;
SL-M, ratos de ninhada reduzida tratados com metformina. L, ninhada; T, tratamento; |, interagdo entre os
fatores ninhada e tratamento. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<,0001.

3.2 PESO GORDURAS

Analisamos o peso relativo das gorduras mesentérica, perigonadal e
retroperigonadal aos 30 e 60 dias e verificamos que os animais do grupo SL aos 30 dias
todas as gorduras obtiveram aumento significativo (figura 3A, B e C) (mesentérica p<0,01;
perigonadal, p<0,001; retroperitoneal, p<0,001).
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Figura 3A, B e C. Avaliacdo dos depdsitos de gordura visceral. (A) Gordura mesentérica, (B) gordura
perigonadal e (C) gordura retroperitoneal nos grupos (NL) e (SL).
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Aos 60 dias, observamos que em todas as gorduras avaliadas, apresentam efeitos
de ninhada, mostrando que os animais SL possuem estes estoques aumentados (figura 4A,
B e C; sendo mesentérica e perigonadal, p<0,001; retroperitoneal, p<0,05;
respectivamente). Além disso, nas gorduras mesentérica e perigonadal aparece um efeito
de tratamento, ou seja, a metformina consegue diminuir estes estoques de gordura
(p<0,05). Os dados de aumento de gordura visceral nos animais SL estdo alinhados com
os resultados discutidos por Parra-Vargas et al. (2023), que demonstram que a redugao do
tamanho da ninhada promove maior acumulo de tecido adiposo, especialmente nos
depdsitos viscerais, 0 que esta associado a ativagado precoce de sinais de disturbios
metabdlicos e a uma maior propensao ao desenvolvimento de obesidade na vida adulta.
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Figura 4. Depdésitos de gordura visceral aos 60 dias. (A) Gordura mesentérica, (B) gordura perigonadal e (C)
gordura retroperitoneal.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

O modelo SL € um modelo que pode ser utilizado para mimetizar a obesidade em
ratos, além disso, o uso de metformina durante a adolescéncia foi capaz de melhorar as
alteracdes metabdlicas causadas pela superalimentacdo precoce, de forma a diminuir o
peso corporal e os estoques de gordura visceral. Este estudo mostra a importancia de se
estudar o periodo da adolescéncia.
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