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RESUMO

A exposicao a dietas inadequadas nas fases iniciais da vida pode programar alteragdes metabdlicas que
aumentam o risco de obesidade, diabetes tipo 2 e dislipidemias na vida adulta, conforme o conceito DOHaD.
Este estudo objetiva investigar se a suplementagdo com polpa fresca de maracuja (Passiflora edulis), alimento
rico em flavonoides, durante a puberdade (30-60 dias), pode atenuar efeitos da dieta hiperlipidica materna
(35% de gordura) ofertada na lactagéo. Para isso, filhotes machos de ratas Wistar serao divididos em quatro
grupos experimentais (C-C, C-MARACUJA, HFD-C e HFD-MARACUJA). Serdo avaliados parametros
biométricos, bioquimicos, sensibilidade a insulina (ipITT), tolerancia a glicose (0GTT) e gordura hepatica aos
120 dias de vida. Espera-se que o maracuja contribua para melhorar marcadores metabdlicos, reduzir
adiposidade e restaurar a homeostase glicémica, apontando seu potencial como estratégia preventiva em
janelas criticas do desenvolvimento.
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1 INTRODUGAO

Estudos desde a década de 1970 demonstram que a caréncia alimentar durante a
gestacdo aumenta o risco de obesidade, doengas cardiovasculares e outras comorbidades
na vida adulta, o que originou o conceito de DOHaD (Developmental Origins of Health and
Disease) (RAVELLI et al., 1976; HALES; BARKER, 1992; ALMEIDA et al., 2019). Esse
conceito mostra que condigcbes ambientais, como nutricdo inadequada, estresse e
exposicao a contaminantes, podem programar o organismo para maior risco de doengas
cronicas, incluindo obesidade, diabetes, hipertensdo, Alzheimer e até alguns tipos de
cancer (ALMEIDA et al., 2019; DOl et al., 2022).

Embora grande parte da literatura se concentre na programacao fetal e na lactacao,
estudos recentes indicam que a puberdade também € uma janela critica para intervengoes,
representando oportunidade de mitigar efeitos de programagdes adversas ocorridas em
fases anteriores (IBANEZ et al., 2017; ROSA et al., 2020; SOUZA et al., 2023).

Nesse cenario, destaca-se o potencial nutracéutico do maracuja (Passiflora edulis),
fruta amplamente consumida no Brasil, rica em flavonoides com propriedades
antioxidantes, anti-inflamatoérias e antidiabéticas (CABRAL et al., 2022; SANTOS et al.,
2021). Assim, supbe-se que sua suplementagdo na puberdade possa atenuar riscos
cardiometabdlicos programados precocemente.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os protocolos experimentais seguirdo a legislagado do Conselho Nacional de Controle
de Experimentagao Animal (CONCEA) e as diretrizes ARRIVE (Animal Research: Reporting
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of In Vivo Experiments) (Percie Du Sert et al., 2020), e serdo previamente submetidos a
aprovacéo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de
Maringa (UEM).

Serado adquiridas ratas Wistar fémeas prenhas de 80 dias (N=16) junto ao Biotério
Central da Universidade Estadual de Maringa (UEM) e acondicionados no Biotério Setorial
do LEx DOHaD — Laboratério Experimental de DOHaD. As matrizes serdo mantidas em um
ambiente climatizado e individual com temperatura de 22+2°C, ciclo fotoperiodo de 12 horas
(7:00-19:00 horas, periodo claro), com livre acesso a agua e ragao (Nuvital®, Curitiba,
Brasil) durante todo o periodo gestacional. O dia do nascimento sera contabilizado como
dia O (zero) e no dia 1 as ninhadas serao padronizadas para 8 filhotes por mae, sendo
priorizado 4 machos e 4 fémeas a fim de se evitar o método de reducdo de ninhada. As
maes lactantes serdo divididas aleatoriamente em: grupo controle (N=8), alimentando-se
de racdo padrao (5% de gordura) e grupo HFD (N=8), que recebera uma dieta hiperlipidica
(35% de gordura), produzida no laboratério, durante todo o periodo da lactagao (até o dia
21). Durante todo esse periodo, serdo avaliados consumo hidrico e alimentar das maes. Os
animais serao padronizados apos o desmame por 4 ratos machos por caixa com agua e
racao a vontade e os animais fémeas serao eutanasiados por decapitagao.

Dos 30 aos 60 dias, um grupo de animais recebera uma suplementag¢ao na dieta
comercial de 30% de polpa fresca de maracuja em relagdo a massa total de dieta
consumida por dia, dando origem aos grupos C-C, HFD-C, C-PASSION e HFD-
PASSION). Durante esse periodo, sera analisado também o dia da abertura prepucial dos
animais, marcando assim, o inicio da sua puberdade.

Apos o periodo de tratamento, os animais serdo mantidos sob as mesmas
condigdes de temperatura e fotoperiodo acima citadas e com ragao comercial e agua ad.
libitum até o dia 120, onde seréo eutanasiados por decapitagdo para coleta das gorduras
corporais e sangue para dosagens bioquimicas de colesterol, triglicerideos e glicose. Nos
dias 116 e 118 da vida destes animais, ocorrerdo, respectivamente, os testes de
intolerancia a insulina e teste oral de tolerancia a glicose

2.2 AVALIACOES BIOMETRICAS E BIOQUIMICAS

O peso corporal, consumo alimentar e ingestédo hidrica, tanto das maes, como das
ninhadas a partir do desmame, serao avaliados a cada 2 dias até o fim do protocolo
experimental.

2.2.1 Teste de Tolerancia a Insulina (IpITT)

Aos 116 dias de vida e apds um jejum de 6 horas, os animais receberdo uma injecao
intraperitoneal de insulina (1U/kg PC). Amostras de sangue serdo obtidas via caudal antes
da injecao (basal tempo 0) 15, 30, 45 e 60 minutos apods a administracao de insulina. Os
niveis de glicose sanguinea serdo avaliados pelo método enzimatico-colorimétrico
(GoldAnalisa®; Belo Horizonte, Brasil). A razdo da constante de decaimento (coeficiente
angular) da glicose (KITT) sera calculada (BONORA et al., 1989).

2.2.2 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (oGTT)

Ap0os dois dias de recuperacao do iplTT, ou seja, no dia 118, os ratos serao deixados
em jejum de 12 horas. Logo apés, os ratos de todos os grupos receberdo uma solugao de
glicose via oral através de gavagem (2g/Kg de massa corporal). Através da veia caudal
amostras de sangue serdo obtidas. As coletas de sangue serao feitas nos tempos de 0, 15,
30, 45, 60 e 120 minutos. A glicemia sanguinea sera avaliada pelo método enzimatico-
colorimétrico (GoldAnalisa®; Belo Horizonte, Brasil).
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2.3 EUTANASIA

A eutanasia sera realizada no dia 120. Os animais serdo previamente pesados e
submetidos a jejum alimentar de 12h, com agua a vontade. O procedimento sera
padronizado pelo método de decapitagéo. Durante a eutanasia, seréo coletadas amostras
de sangue para analises bioquimicas (glicose, colesterol e triglicerideos), armazenadas em
eppendorfs contendo heparina e centrifugadas por 5 min para obtengdo do plasma,
posteriormente estocado a -20°C. Em seguida, os animais serdo submetidos a laparotomia,
sendo retirados e pesados gordura retroperitoneal, perigonadal e mesentérica
(normalizados pelo peso corporal [g/100g peso corporal]) como estimativa da adiposidade.
Além disso, serao coletados tecidos, incluindo figado, para analises complementares.

2.4 DOSAGENS BIOQUIMICAS

Valores plasmaticos e séricos basais de glicose, colesterol, triglicerideos e colesterol
HDL serdao quantificados (com seus respectivos kits comerciais Gold Analisa®, Belo
Horizonte/MG, Brasil) a partir das amostras de sangue total coletado apds eutanasia,
centrifugado a 3000 rpm por 5 min e armazenado a -20°C até o dia da analise.

2.5 QUANTIFICACAO DE GORDURA HEPATICA

Amostras de figado serdo analisadas a partir de adaptagdes do método de Folch
(1957). Para delinear o perfil lipidico a partir da dosagem de triglicerideos e colesterol do
figado para cada animal, utilizando 50 uL isopropanol, sera feita uma suspenséo da gordura
total obtida no método de Folch (1957) adaptado, descrito acima. Logo apds, sera agitado
o tubo de ensaio em Vortex e, em seguida, colocado em banho maria a 37°C por 30 min.
Durante esses 30 minutos, os tubos serao agitados 3x para ajudar a desgrudar a gordura
do fundo. Apds, esse liquido sera pipetado em eppendorfs identificados para dosagem de
triglicerideos e colesterol fazendo uso de seus respectivos kits comerciais (Gold Analisa®,
BeloHorizonte/MG, Brasil).

2.6 LEITURAS

Todas as analises bioquimicas serao feitas por leitura de absorbancia das amostras
apos reacao bioquimica dos kits comerciais em Leitora de Microplaca Elisa Tela 5.7”
Colorida (DR-200BS-NM-BI, KASUAKI).

2.7 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados serédo apresentados como média + erro padrdao da média (E.P.M) e
submetidos ao Teste de normalidade de D’Agostino Pearson para avaliar a Distribuicdo
Gaussiana. Dados serao submetidos a analise de variancia por ANOVA de duas vias, ou
teste T de Student quando necessario. As diferengas entre as médias serdo avaliadas pelo
post hoc teste de Tukey. Um valor de P<0,05 foi considerado significativo. Os testes serao
feitos usando GraphPad Prism versao 9.0 para Windows.

3 RESULTADOS ESPERADOS

Espera-se que a administragdo da dieta hiperlipidica (HFD) durante o periodo de
lactacdo induza um fendtipo obeso com impacto negativo no metabolismo da prole. A
suplementag¢ao com polpa fresca de maracuja devera reverter os efeitos adversos induzidos
pela programagcao metabdlica precoce causada pela exposicdo a HFD, promovendo a
redugdo do acumulo de lipidios hepaticos e controle da homeostase glicémica, do ganho
de peso corporal (GOSS et al., 2018), da deposi¢ao de gordura e do perfil lipidico em jejum
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(PANELLI et al., 2018). Assim, espera-se comprovar que a intervenc¢ao nutricional foi eficaz
na atenuacao dos efeitos da programagao metabdlica precoce.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

A exposicao a uma dieta hiperlipidica (HFD) durante a lactagdo € um modelo eficaz
para induzir obesidade em roedores. Espera-se que a suplementacdo com polpa de
maracuja na puberdade atue como estratégia nutracéutica capaz de atenuar alteragdes
metabdlicas associadas a essa programagao precoce.
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