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RESUMO

O ambiente intrauterino € um fator determinante para a saude fetal e pode
determinar programacao metabdlica na prole devido a déficits nutricionais maternos,
resultando no desenvolvimento de doencas crénicas na vida adulta. A préatica do jejum
intermitente (JI) tem se popularizado, incluindo mulheres na gestacdo que buscam
controlar o ganho de massa corporal nesta fase. Contudo, poucas sao as evidéncias
cientificas acerca do efeito deste comportamento alimentar sobre desfechos maternos
e aos descendentes. O JI consistiu na restricdo de 60% da racdo consumida pelos
controles (C) em dias alternados, sendo 1 dia de livre acesso ao consumo:1 dia
restrito. Para tanto, ratas prenhas (n=10) foram submedidas a JI conforme protocolos
experimentais dos quatro grupos: controle (C), restritos na primeira (R1) e na segunda
(R2) metade da gestacdo e na gestacdo inteira (RI). Foram avaliados nas ratas o
ganho de massa corporal, consumo alimentar, adiposidade visceral e marcadores
bioguimicos. Na prole macho verificamos, apés a lactacao, parametros nutricionais e
aos 100 dias analisamos a adiposidade, marcadores bioquimicos, o teor da proteina
fosfo-Akt, expressdo génica de FoxO 1 no hipotalamo e a resposta hipotalamica a
infusdo intracerebroventricular de insulina. Os resultados evidenciaram hiperfagia
materna nos dias pos restricdo e obesidade visceral em todos os grupos submetidos
ao JI. As proles apresentaram resisténcia a acao periférica e central da insulina.
Concluimos que o Jl na gestacdo propiciou alteracdes que contribuem para o

desenvolvimento da obesidade materna e fetal.

Palavras chave: jejum intermitente; programacao metabdlica; gestacdo; fosfo-Akt,

FoxO 1; infusao intracerebroventricular.



ABSTRACT

The intrauterine environment is a determinant factor for fetal health and can
determine metabolic programming in the offspring due to maternal nutritional deficits,
resulting in the development of chronic diseases in adult life. The practice of
intermittent fasting (IF) has become popular, including women in gestation who seek
to control body mass gain at this stage. However, there is little scientific evidence on
the effect of feeding behavior on maternal and offspring outcomes. IF consisted of
restriction to 60% of the diet consumed by controls (C) on alternate days, being day 1
free: 1 day restricted. Therefore, pregnant rats (n=10), were subjected to intermittent
fasting according to the experimental protocols of the four groups: control (C),
restricted in the first (R1) and second (R2) half of gestation and in whole gestation.
Weight gain, dietary intake, visceral adiposity and biochemical markers were evaluated
in the pregnant rats. In the male offspring, we observed nutritional parameters after
lactation and at 100 days we analyzed adiposity, biochemical markers, phospho-Akt
protein content and FoxO 1 gene expression in the hypothalamus and the
hypothalamic response to intracerebroventricular infusion of insulin. The results
showed maternal hyperphagia on the days post restriction and visceral obesity in all
groups submitted to intermittent fasting. The offspring presented resistance to
peripheral and central insulin action. We conclude that IF during pregnancy led to
changes that contribute to the development of maternal and fetal obesity.

Key words: Intermittent fasting; fetal programming; gestation; Phospho-Akt; FoxO 1,
intracerebroventricular infusion.
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1 INTRODUCAO

A gestagcdo é um periodo de intensos ajustes anatdmicos, fisiologicos e
homeostaticos. Estas modificagdes objetivam a sobrevivéncia, manutencdo do
crescimento e desenvolvimento fetal (MEO; HASSAIN, 2016). Consequente a estas
adaptacoes, alteragcbes na estrutura materno-fetal podem provocar prejuizos a
organizagdo biolégica do concepto com desfechos na vida adulta (BARKER;
OSMOND, 1986).

Crescimento insuficiente e ma formagbes sédo prejuizos que podem ser
observados precocemente. Porém, alguns danos podem manifestar-se a longo prazo,
sendo detectados apenas na vida adulta (CHARLES; DELPIERRE; BREANT, 2016;
PORTRAIT; TEEUWISZEN; DEEG, 2011; MILLS, 2017).

Ao final da década de 80, David Barker e seus colaboradores postularam o
conceito da origem fetal das doencgas. Constataram que situagbes adversas como
privagao nutricional crénica durante a gestacao, desnutricdo materna e inadequacgodes
na funcdo placentaria promovem alteracbes metabdlicas fetais que favorecem a
sobrevivéncia no curto prazo (CHARLES; DELPIERRE; BREANT, 2016). Estas
alteragcdes determinam danos metabdlicos cujo desdobramento pode ser, entre outros,
diabetes, hipertensao, obesidade e doenga cardiovascular na vida adulta (BARKER,
1997).

Evidéncias mostram que um ambiente hostil durante o curso da gestagao pode
definir prioridades biolégicas com vistas ao desenvolvimento de 6rgaos e fungbes
vitais em condigdes fisioldgicas satisfatorias (GLUCKMAN et al., 2009). O sacrificio
imposto a 6rgdos como figado, pancreas, rins e musculos pode desencadear
alteracdes funcionais permanentes, o que resulta em falha na funcido dos mesmos a
longo prazo. Este quadro bioldgico caracteriza a chamada programacao metabdlica
(WELLS, 2017), uma vez que foram alteracbes determinadas a partir do ambiente
intrauterino.

Embora evidéncias mostrem que o cérebro seja poupado em ambiente
intrauterino desfavoraveis, Ralevski e Horvarth (2015) expuseram a uma série de
consequéncias relacionadas a desnutricdo materna, além de apontar que danos no
desenvolvimento hipotalamico podem predispor o organismo fetal a obesidade.

O hipotadlamo é o centro integrador de respostas metabdlicas que atuam no

sistema nervoso central (SNC) sobre a regulacdo da ingestao alimentar e gasto
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energético. Elevagcdes na concentragao de insulina plasmatica estimulam neurdnios
hipotalamicos a promover efeito anorexigeno. (SCHWARTZ et al., 2000).

Durante a gestacao, inumeros fatores modulam a transferéncia de nutrientes
ente mae e feto. A alimentacéo e estado nutricional materno sado primordiais para o
desenvolvimento fetal. Contudo, sintomas classicos da prépria gestagdo, como as
nauseas e vOmitos interferem na disponibilidade materna de nutrientes, podendo
prejudicar o feto em formagéao (WHITEHOUSE et al., 2018).

O Ramadan ¢é o jejum total do amanhecer até a alvorada praticado durante um
més a cada ano por mulgumanos e que também expde as gestantes a uma forma de
reducao do consumo alimentar (SAVITRI et al., 2014). A participacdo de mulheres
gravidas ao Ramadan é expressiva, embora ndo existam diretrizes religiosas que
versem sobre a adesdo ao Ramadan durante a gestagcao (ALMOND et al., 2008).

O Ramadan, em fungado dos resultados metabdlicos evidenciados em seus
participantes, como perda de peso, melhora de perfil lipidico plasmatico, foi adaptado
por outros grupos da populagdo. Passou a ser utilizado com objetivo de perda ou
controle da massa corporal. Atualmente, ja € concebido como uma estratégia de perda
de peso e passou a ser conhecido como jejum intermitente (JI), que consiste na
alternancia entre livre acesso ao alimento e restricao total ou parcial em dias ou horas
determinados e por periodo definido livremente (BARNOSKY et al., 2014; CHAUSSE
et al., 2014).

Os resultados da utilizagdo desta estratégia dietética sdo controversos e nao
ha evidéncias claras para o periodo gestacional e para a prole. Enquanto em humanos
se discute o efeito imediato a saude ou perda de peso, os modelos animais apontam
danos fisiolégicos que podem afetar a saude em longo prazo (RETENTION et al.,
2016).

Assim, o intuito deste estudo foi utilizar o JI em ratas gravidas para se reproduzir
um modelo que permitisse investigar as implicagdes da restricao alimentar, imposta
de maneira intermitente pela ocorréncia de nauseas e vOmitos, no periodo
gestacional. Sendo estudados o mecanismo hipotalémico da via da insulina na prole

e o0 impacto sobre o estado nutricional materno.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Intercorréncias gestacionais e implicacfes a saude materna e fetal

A saude materna durante a gestacdo € foco de atencdo. Protocolos e
programas de cuidados pré-natais sdo revisados constantemente no intuito de
propiciarem boa evolugéo da gravidez (LIBERA et al., 2011).

Mesmo com cuidados e medidas preventivas cada vez mais efetivos, a
gestacdo € um momento de intenso metabolismo e ajustes fisioldégicos passiveis de
inumeras disfuncdes proprias da gestacao. Cita-se como exemplo as perturbacdes no
desenvolvimento da prépria placenta (BURTON; FOWDEN, 2012).

A nutricdo da gestante é importante fator para o prognéstico gestacional
(NNAM, 2015). Embora a incidéncia de mortalidade materna apresente-se em declinio
(WHO, 2014), a ma nutricAo da gestante, principalmente em paises em
desenvolvimento €, ainda, um fator de risco para a saude materna, fetal e desfecho
gestacional (IMHOFF-KUNSCH; MARTORELL, 2012).

A literatura aponta que o consumo de energia, macronutrientes e
micronutrientes como ferro, acido félico, célcio e zinco por gestantes em paises em
desenvolvimento é menor que o recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) (ABDEL-HAKEEM et al., 2008). Somado as questbes socioecondmicas que
limitam o consumo alimentar, hd também os sintomas gastrointestinais de nauseas e
vomitos, comuns na gestacdo, que sao exemplos de circunstancias que podem
promover reducdo do consumo de alimentos (CHORTATOS et al., 2013).

As nauseas e vomitos acometem cerca de 35 a 91% das gestantes e, quando
muito intensos, caracterizam-se por hiperémese gravidica (EINARSON; PIWKO;
KOREN, 2013), que acomete, aproximadamente, 1,5% das gestacdes (FIASCHI,
NELSON-PIERCY; TATA, 2016; VERBERG et al., 2005). Na hiperémese, 0os vomitos
sao intensos e provocam perda de peso materna, desidratacdo e desequilibrio
hidroeletrolitico, sendo recorrente a necessidade de internacéo hospitalar da gestante
(CHORTATOS et al., 2013).

Crozier e colaboradores (2016) verificaram que 24% das mulheres com
nauseas e vOmitos considerados leves relataram redugdo da ingestdo alimentar

quando comparado ao consumo antes da gestagao. Entre as gestantes com sintomas
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moderados e intensos, a propor¢ao de gravidas com redugdo no consumo alimentar
foi ainda maior, sendo 42% e 70%, respectivamente.

Estudos de programacdo metabodlica associam a desnutricdo materna a
prejuizos no desenvolvimento fetal. A restrigdo calodrica, por exemplo, leva ao aumento
de corpos cetdnicos circulantes, que sdo capazes de ultrapassar a barreira placentaria
e afetar o organismo fetal. Esta transferéncia de corpos cetbnicos para o feto é
reconhecidamente fator prejudicial ao desenvolvimento do SNC (BRONISZ;
OZOROWSKI; HAGNER-DERENGOWSKA, 2018).

Camundongos submetidos a restricdo energética materna durante a gestagcao
e lactacdo apresentaram maiores dificuldade de aprendizado e memodria.
Evidenciando que a ma nutricdo materna influencia no desenvolvimento neuroldgico
nestes animais, (FERNANDEZ-FEIJOO et al., 2017).

Somado a redugdao do consumo e as perdas impostas pelos vomitos, as
necessidades nutricionais das gestantes se apresentam elevadas quando
comparadas ao seu estado ndo-gravidico (INSTITUTE OF MEDICINE OF THE
NATIONAL ACADEMIES, 2015). Desta forma, a sintomatologia gastrointestinal, as
oscilagbes de consumo alimentar e absor¢do de nutrientes maternos podem vir a
prejudicar a saude, tanto materna quanto fetal, e, por isso, devem ser investigadas
(SANTANA et al., 2015).
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2.2 Regulacao da ingestdo alimentar e obesidade

Inimeras condigbes orientam o0 consumo alimentar. Emocgles, fatores
socioeconOmicos, ambientais e conveniéncia sdo exemplos dos elementos que
favorecem variacdes no consumo de energia (DRESSLER; SMITH, 2013). Entretanto,
existe um ajuste bioldégico muito preciso que regula o consumo e o gasto energético,
promovendo a homeostase energética (SCHWARTZ et al., 2000).

Horménios e neuropeptidios sdo alguns dos diferentes elementos envolvidos na
regulacédo do consumo alimentar. A integracao das informacgdes provenientes de areas
periféricas do organismo é realizada no sistema nervoso central, mais precisamente
no nucleo arqueado do hipotdlamo (ARC) (SCHWARTZ et al., 2000). Adjacente ao
terceiro ventriculo do ARC estéo situadas duas linhagens de neurdnios capazes de
expressar neuropeptidios com efeitos anorexigenos, responsaveis pela saciedade, e
orexigenos, que aumentam o apetite (SCHWARTZ et al., 2000).

Neurdnios anorexigenos sao responsaveis por sintetizar proopiomelanocortina
(POMC), precursor do hormdnio estimulante de a-melandcitos (a-MSH) e também sao
capazes de sintetizar o transcrito regulado pela cocaina e anfetaminas (CART). Tanto
a-MSH quanto CART apresentam efeito catabdlico no SNC e promovem a reduc¢éo do
apetite, em resposta ao aumento circulante de insulina e leptina (SCHWARTZ et al.,
2000; RAMAMOORTHY et al., 2015).

Em contrapartida, os neurbnios orexigenos secretam neuropeptidio Y (NPY) e
proteina relacionada ao gene agouti (AgRP), que estimulam o consumo alimentar.
NPY e AgRP possuem efeito sinérgico no controle do consumo alimentar (KRASHES,
2013) e a delecdo dos neurbnios orexigenos pode levar a inanicao(LUQUET et al.,
2005; GROPP et al., 2005).

A insulina e a leptina sdo horménios periféricos que atuam nos neurdnios do
ARC. As concentracdes destes hormoénios no SNC refletem suas concentracdes
plasmaticas, que é proporcional ao consumo de alimentos e aos depasitos de tecido
adiposo (SCHWARTZ et al., 2000). O aumento na concentracdo de insulina e leptina
no SNC inibe os neurbnios orexigenos NPY e AgRP, enquanto exercem efeitos
opostos em POMC, estimulando a-MSH e CART, implicando na promoc¢do da
saciedade (RAMAMOORTHY et al., 2015).Outras areas hipotalamicas, como o nucleo
paraventricular (PVN), zona incerta e area lateral do hipotalamo (LHA), sdo inervadas

por projecdes neuronais do ARC. Nestas areas, os neuropeptidios anorexigenos a-
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MSH e CART estimulam a liberacdo do horménio liberador de tireotrofina (TRH) pelo
hipotalamo (SCHWARTZ et al., 2000; RODRIGUES et al., 2018).

O TRH hipotalamico estimula a hipdéfise a sintetizar e secretar tireotrofina (TSH),
que, por sua vez, atua na tireoide induzindo a liberag&o de triiodotironina (T3) e tiroxina
(T4), aumentando o gasto energético e a termogénese (ORTIGA-CARVALHO et al.,
2016; RODRIGUES et al., 2018). Desta forma, além de proporcionarem saciedade,
insulina e leptina participam ativamente no aumento do gasto energético basal e na
termogénese (GARCIA-SOLIS et al., 2018; RODRIGUES et al., 2018).

Por outro lado, existe contra regulacéo hipotalamica a acédo da insulina e leptina.
Em momentos de reducdo na disponibilidade de nutrientes ocorre inducdo a
expresséo génica da grelina, um hormonio liberado pelo estdmago que atua no SNC
via receptor secretagogo de hormonio do crescimento (GHS-R), levando ao aumento
do apetite mediado por NPY e AgRP. Desta forma, a grelina é mais ativa em
momentos de balanco energético negativo (PERRY; WANG, 2012;
SUBRAMANIAPILLAI; MCINTYRE, 2017; CUI; LOPEZ; RAHMOUNI, 2017).

Estudos prévios realizados no nosso laboratorio demonstraram a diminuigdo da
resposta anorexigena a infuséo intracerebroventricular de insulina em ratas adultas.
Tais animais foram submetidos a jejum parcial com 50% do consumo dos controles
em ciclos alternados de dois dias em restricdo e trés ou cinco dias de alimentacao ad
libitum, apontando que a alimentac&o intermitente pode ser capaz de comprometer o
controle hipotalamico de regulacédo do consumo alimentar (VILCA, 2017).

Em sistemas periféricos, por sua vez, a resisténcia insulinica também & um fator
chave no processo de desenvolvimento de risco cardiometabdlico por incitar a
elevacdo da glicemia, desenvolvimento de perfil lipidico aterogénico e inflamacgéo
(PATEL; ABATE, 2013). Portanto, a perda da resposta hipotalamica a a¢do da insulina

contribui para o consumo alimentar exacerbado, propiciando a obesidade.
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2.3 Acéo anorexigena da insulina

A insulina € um horménio anabdlico secretado pelas células - das ilhotas
pancredaticas em resposta ao aumento circulante de glicose e aminoacidos apds as
refeicobes (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002). Ap6s atravessar a barreira
hematoencefalica, a insulina liga-se aos seus receptores especificos de membrana,
localizados no ARC do hipotalamo (SCHWARTZ et al., 2000; RAMAMOORTHY et al.,
2015).

O receptor de insulina é dimérico, composto por uma subunidade a- extracelular,
onde se da aligacdo do horménio, e uma subunidade - transmembrane, que transduz
o sinal para o citoplasma celular (VELLOSO, 2006). Por possuir atividade intrinseca
de tirosina quinase, quando a insulina se liga ao seu receptor, promove modificacédo
conformacional, com ativacdo do sitio catalitico, gerando sua autofosforilacdo em
residuos de tirosina (VELLOSO, 2006).

Os residuos de tirosina do receptor se ligam aos substratos do receptor de
insulina (IRS), promovendo a sua fosforilagéo e criando sitios de reconhecimento para
a proteina fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K). Uma vez ativada, a PI3K medeia a
fosforilacdo do fosfatidilinositol 4,5 difosfato (PIP2) em fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato
(PIP3), na presenca de adenosina trifosfato (ATP) (MORTON et al.,, 2006). Neste
ponto da via ocorre crosstalk entre insulina e leptina, de forma que a insulina tem sua
acao potencializada pela presenca da leptina (VELLOSO, 2006).

O PIP3 promove a ativacao de uma cascata de enzinas, dentre elas a proteina
quinase B (PKB/Akt) (NISWENDER et al., 2003; MORTON et al., 2006). A sinalizacéo
da Akt no hipotalamo est4 envolvida na regulacdo do consumo alimentar e na
homeostase energética. Interrupcdes nesta cascata de sinalizacdo associam-se com

hiperfagia, obesidade e resisténcia a insulina em roedores (KIM et al., 2006).
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Por outro lado, os fatores de transcricdo da familia forkhead box O (FoxO) séo
alvos da proteina Akt/PKB, formando o eixo Akt-FoxO (ZHANG et al., 2011). No
hipotalamo, destaca-se a presenca do FoxO 1, que permanece na sua forma ativa
dentro do nucleo celular. Porém, uma vez fosforilado, em decorréncia da ativacao da
Akt, o FoxO 1 torna-se inativo e deixa o nucleo celular em direcdo ao citoplasma
(Figura 1). Assim, o fator de transcricao permanece inativo quando a via de sinalizacao

da insulina estéa ativada (KIM et al., 2012).
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Figura 1: Circuitos hipotalamicos e transdugéo dos sinais dos mecanismos envolvidos na homeostase
energética. Ao se ligar em seu receptor a insulina ativa a via fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) que
possibilita a fosforilacéo da proteina Akt. Uma vez fosforilada, a Akt inibe o fator de transcri¢ao forkhead

box protein 1 (FoxO 1), responsavel pela transcricdo génica de neuropeptidios orexigenos. Adaptado

de KOVALENCO (2013).

Em situacdo oposta, a baixa concentracdo de insulina no hipotalamo, e
consequente inativacéo da proteina Akt, o FoxO 1 permanece no nucleo celular onde
atua promovendo a transcricdo de neuropeptidios que regulam o apetite (KIM et al.,

2012). Sugere-se que no SNC o FoxO 1 aumenta a transcricdo do RNAm de NPY e
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AgRP. Desta forma, em momentos de hipoinsulinemia o FoxO 1 medeia, no
hipotalamo, o aumento do apetite (KIM et al., 2006; ROPELLE et al., 2009).

Como citado acima, o FoxO 1 favorece comportamento orexigeno por
transcrever o RNAm de NPY e AgRP e, em contrapartida, inibe a expressdo de POMC,
reduzindo o estimulo a saciedade. Estes eventos contribuem para o aumento do
apetite durante o jejum (KIM et al., 2012). Durante o aumento da insulinemia pos-
prandial, o FoxO 1 é inativado (GROSS; WAN; BIRNBAUM, 2009) e estimula a
saciedade. Desta maneira, € conferido ao FoxO 1 o papel mediador da agéo central
da insulina no controle do apetite no SNC (ROPELLE et al., 2009).

Em tecidos periféricos, a ativacdo do FoxO 1 implica na regulacdo da
transcricao de intermediarios do metabolismo energético, enquanto no figado viabiliza
a expressdo de enzimas gliconeogénicas, e no musculo esquelético promove a
oxidacdo de carboidratos em detrimento dos lipidios (GROSS; WAN; BIRNBAUM,
2009).

A literatura aponta que em animais com supressao do receptor de insulina em
neurdnios do ARC ocorrem alteracdes no metabolismo. A citar, hiperfagia, aumento
de deposicdo de tecido adiposo, desenvolvimento de obesidade induzida pela dieta,
comprometimento da homeostase da glicose e aumento de citocinas proé inflamatorias
no figado (LEE et al., 2016).
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2.4 Programacao metabdlica

Os primeiros indicios da programag¢do metabodlica surgiram a partir de
correlagdes entre o baixo peso ao nascer e 0 aumento na taxa de mortalidade por
doenca coronariana na populacdo de Hertfordshire na Inglaterra (BARKER;
OSMOND, 1986).

Sucederam-se, entdo, uma série de estudos epidemioldgicos correlacionando
doencas crbnicas na vida adulta com agravos no ambiente intraltero ou no inicio da
vida extrauterina. Conduzido ao acaso, “O Inverno da Fome Holandesa” é considerado
um dos mais importantes trabalhos epidemiolégicos acerca da privacéo nutricional da
gestante e suas implica¢c@es na saude dos descendentes (SCHULZ, 2010). Em virtude
do racionamento alimentar praticado na Holanda durante a segunda guerra mundial,
entre os meses de outubro de 1944 a maio de 1945, inumeras mulheres gravidas
foram expostas a desnutricdo (SCHOLTE; VAN DEN BERG; LINDEBOOM, 2015).

Por se tratar de uma regido geografica bem delimitada e ter acometido uma
populacdo com condi¢des nutricionais adequadas, salvo no periodo supracitado, foi
possivel correlacionar os agravos a saude infringidos aqueles que foram expostos as
condicbes desfavoraveis de desenvolvimento intrauterino (SCHOLTE; VAN DEN
BERG; LINDEBOOM, 2015). Os dados de saude desta populacdo foram coletados
em trés diferentes ocasides, 1995 a 1997, 2002 a 2004 e entre 2008 e 2009 (DE
ROOIJ, 2013). Foram encontradas maiores prevaléncias de perfil lipidico aterogénico
(LUMEY et al., 2009), diabetes mellitus tipo 2 (DE ROOIJ et al., 2006; HALES,;
BARKER, 2013), hipertensdo arterial sisttmica (CARROLL et al., 2012) e doenca
cardiovascular nestes individuos (PORTRAIT; TEEUWISZEN; DEEG, 2011).

A programagdo metabdlica, primordialmente, considera que, o
desenvolvimento fetal em ambiente desfavoravel, em virtude da ma nutricdo materna
seguida de abundéancia alimentar na vida extrauterina, seria capaz de modular o
organismo para o favorecendo o surgimento de doencas cronicas na vida adulta
(BARKER et. al., 1993). Sabe-se hoje que excessos alimentares, tabagismo,
exposicdo a agentes quimicos durante a gestacdo, sdo alguns dos fatores promotores
de prejuizos metabdlicos no feto. Desta forma, o conceito de programacédo metabdlica
se expandiu e atualmente integra a chamada origem do desenvolvimento da saude e
da doenca (DOHaD) (HANSON; GLUCKMAN, 2014).
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Devido as implica¢des éticas relativas aos estudos da programacao metabolica
em humanos, os modelos experimentais sdo de grande valia. Eles permitem
esclarecimentos a respeito das etapas criticas do desenvolvimento, das diferentes
adversidades as quais a prole é submetida assim como a intensidade e duracdo da
agressao e suas consequéncias no metabolismo (CHAVATTE-PALMER; TARRADE;
ROUSSEAU-RALLIARD, 2016).

Os modelos de restricdo alimentar materna mais aplicados em animais utilizam
dietas isocaldricas com restricdo proteica ou, restricdo energética da ordem de 20 a
70% durante a gestacdo. O periodo desta restricdo alimentar varia entre inicio da
gestacao, final ou, ainda, durante todo o periodo gestacional (BRETON, 2013).

Para que se programe em ambiente intrauterino, algum érgéo ou sua funcéo, o
estimulo deve ocorrer durante o periodo no qual a estrutura em questao ainda é
plastica e permite modificacbes (REMMERS; DELEMARRE-VAN DE WAAL, 2011). O
chamado periodo critico de desenvolvimento (BARKER, 1997; KWON; KIM, 2017).

A neurogénese hipotalamica em ratos € iniciada pela proliferacéo neuroepitelial
do terceiro ventriculo (BOURET, 2009). Os neurbnios do ARC sdo gerados, em sua
maior parte, entre o décimo segundo e décimo sexto dia de gestacdo (DEARDEN;
OZANNE, 2015), enquanto que os PVN sdo originados no décimo segundo dia
(BOURET, 2010). Embora a proliferacéo celular do hipotdlamo ocorra por volta da
metade da gestacdo (BOURET, 2009), as projecOes de axdnios destes neurdnios
ocorrem no periodo pdés natal em ratos, entre o oitavo e décimo dia de vida extra
uterina dos animais (DEARDEN; OZANNE, 2015), consolidando-se apenas na terceira
semana pos-parto (RALEVSKI; HORVATH, 2015).

Tendo em vista a imaturidade neurolégica com a qual nascem os ratos,
prejuizos nutricionais, mesmo no periodo de lactacdo, sdo passiveis de programar
metabolicamente a prole (RAMAMOORTHY et al.,, 2015). Independente das
diferencas na gravidade e tempo de insulto nutricional os resultados da desnutricao
materna nos descendentes sdo consistentes. A hiperfagia € comumente relacionada
a causa do ganho de massa corporal na prole, isto porque rupturas na homeostase
durante o periodo fetal implicam na alteracdo permanente da regulacéo hipotalamica
da saciedade (DEARDEN; OZANNE, 2015).

Ratas gravidas submetidas a restricdo proteica geraram proles com déficit de
crescimento e que apresentaram rapida retomada do crescimento (catch-up growth)

no periodo pos-natal. Foi sugerido que esta aceleracdo favoreceu a alteracdes
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observadas no sistema serotonérgico hipotalamico da prole, tornando-a vulneravel a
obesidade (MARTIN-GRONERT et al., 2016).

Desta forma, os insultos nutricionais em ambos os periodos, gestacao e
lactacéo, sao capazes de repercutir de forma negativa no desenvolvimento do SNC
dos roedores, implicando em alteracdes definitivas nos sinais de fome e saciedade e
contribuindo para falhas na manutencdo do equilibrio energético e aumento da
incidéncia de obesidade (ROSS; DESAI, 2014; DEARDEN; OZANNE, 2015;
RAMAMOORTHY et al., 2015).
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2.5 Jejum intermitente

Alteragdes no estilo de vida, como a pratica de atividade fisica e restricao
energética, sédo os pilares para o tratamento da obesidade (DONNELLY et al., 2009;
TURK et al., 2009). Dentre as praticas de restricao energética, a promogao da redugéo
na ordem de 15 — 60% da necessidade basica diaria € a mais comum (VARADY et al.,
2007), entretanto, muitos individuos ndo aderem a este tipo de dieta por referirem
dificuldade em manter-se focados no regime ao longo do dia e até mesmo frustrados
por ndo poderem alimentar-se liviemente (BARNOSKY et al., 2014)

Como alternativa a tradicional restricdo energética diaria tem-se o JI. Neste
protocolo de emagrecimento é permitido o revezamento entre dias de livre consumo
alimentar com dias de restricdo energética ou jejum total (VARADY, 2011).

A pratica de periodos de abstencdo voluntaria da alimentacdo remonta a
antiguidade. Livros de etnologia e religido descrevem inumeras formas de restricao
(PATTERSON et al., 2015). O islamismo, por exemplo, tem como um de seus pilares
a pratica do jejum do amanhecer ao anoitecer durante o més do Ramadan, 0 nono
més do calendario lunar (TENG et al., 2011). Evidéncias sugerem que a pratica do
Ramadan atenua o estado inflamatorio, suprimindo a expressédo de citocinas pro-
inflamatorias, além da reducdo da gordura corporal (BILSEN et al., 2016; FARIS;
KACIMI; AL-KURD, 2012).

A utilizagdo do JI como estratégia de emagrecimento surge como uma
adaptagao ao Ramadan, com o propoésito de perda de peso e possiveis melhorias no
perfil metabdlico. No JI o individuo se abstém ou reduz seu consumo alimentar
periodicamente. Os modelos mais usuais sao o jejum em dias alternados; restricdo do
consumo alimentar durante longos periodos ao longo do dia, cerca de 16 — 20h em
jejum; e ainda o jejum total numa frequéncia semanal pré-definida, dois dentre os sete
dias (TINSLEY; LA BOUNTY, 2015).

O JI em dias alternados consiste na alternancia das intervencgdes dietéticas a
cada 24 horas, de forma que o individuo teria acesso ao livre consumo de alimentos
em um dia e, no dia subsequente, realizaria restricdo (VARADY et al., 2007). Em
termos praticos, recomenda-se a supressao diaria do desjejum, almogo ou jantar.
(TINSLEY; LABOUNTY, 2015).

Comparacdes entre as repercussdes da restricdo energética crénica com o Jl

mostram que ambas as intervengbes sdo capazes de promover perda de peso,
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melhorar o perfil metabdlico com aumento da sensibilidade a insulina e restabelecer
bons padrées de lipidios plasmaticos, além de aumentarem a longevidade
(BAUMEIER et al., 2015; LEE; LONGO, 2016).

A prética do JI vem sendo associado a melhorias metabdlicas em pacientes
obesos, com evidéncias de perda de peso, melhora do perfil lipidico, com reducao do
risco cardiovascular e reducdo da glicemia (BROWN; MOSLEY; ALDRED, 2013;
BARNOSKY et al., 2014; KLEMPEL et al., 2012; VARADY et al., 2013). Contudo,
Halberg e colaboradores (2005) submeteram adultos ao jejum em dias alternados por
quinze dias e neste periodo ndo constataram perda de peso, nem alteracdo na gordura
corporal.

Aksungar e colaboradores (2017) acompanharam obesos praticantes do
Ramadan por dois anos, neste periodo praticaram o jejum religioso duas vezes e
foram submetidos a restricdo energética nos demais meses. Os resultados indicam
reducdo gradativa do IMC, acompanhado de reducdo da glicemia, hemoglobina
glicada (HbA1c), insulinemia, HOMA e TSH. O acetoacetato urinario foi maior durante
o periodo de alimentacao intermitente, o que sugere maior catabolismo lipidico nesta
ocasiao.

Modelos de programacdo metabdlica em animais, mimetizando as oscilacdes
de consumo caracteristicas do Ramadan, detectaram alteracées na saude renal.
Foram verificados atraso na nefrogénese além da reducdo do numero de glomérulos
renais na prole macho de ratas prenhas (MOHANY et al., 2018).

Dorighello e colaboradores (2014) pesquisaram os possiveis efeitos protetores
do JI em dias alternados em camundongos C57/BL6 hipercolesterolémicos com
propensao a aterosclerose e diabetes. Porém, contrariamente a sua hipdtese,
constataram aumento no tamanho dos adipdcitos, aumento de depdsito de gordura
epididimal e reducdo de massa magra, além de aumento no colesterol total e nas
fragdes VLDL e LDL. Concluiram que, em animais propensos as caracteristicas da
sindrome metabdlica, o JI precipitou o aparecimento da obesidade e diabetes, uma
vez que, em animais saudaveis expostos ao mesmo protocolo, verificaram melhoras
nos parametros estudados apos JI.

A restricado alimentar, com consequente perda de peso é, frequentemente,
associada a rapida recuperacao do peso. Verificou-se, em ratos, que a restricao

energética, seguida da realimentacédo, promoveu aumento no consumo alimentar e
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menor termogénese com maior eficiéncia de armazenamento de tecido adiposo
(ZHAO et al., 2013).

Retention e colaboradores (2016) verificaram aumento da ordem de 65 — 75%
na expressao génica de NPY no ARC de camundongos C57/BL6 obesos apos
submissdo ao JI em dias alternados, indicando processo contra regulatério da perda
de peso.

Chausse e colaboradores (2014) também constataram disturbios na funcéo
hipotalamica com aumento na expressdo dos neurotransmissores orexigenos AgRP
e NPY. Além disso, demonstraram reducdo da eficiéncia do uso energético,
possivelmente pelas alteracbes nos padrées metabolicos promovidos pela
disponibilidade intermitente de substratos. Estas modificagdes podem explicar as
diferencas na massa corporal e na ingestao energética.

Apesar de alguns mulgumanos considerarem que gestantes estdo dispensadas
do Ramadan, é fato que esta restricao alimentar é realizada durante a gravidez e tem
sido associada a males na saude do feto em desenvolvimento (EWIJK, 2011). Embora
existam divergéncias na literatura, ja foi demonstrado menor peso ao nascer em
neonatos de maes que praticaram o Ramadan no primeiro trimestre gestacional
(SAVITRI et al., 2014), porém, é fundamental ressaltar que os efeitos adversos na
saude sao constatados, mais frequentemente, com o envelhecer, como problemas
coronarianos e diabetes mellitus tipo 2 (EWIJK, 2011).

O padrao alimentar intermitente é factivel de ocorrer durante a gestacao. Seja
devido aos sintomas de nauseas e vOmitos, por questées culturais ou mesmo para
minimizar o ganho de peso gestacional. A reducdo do consumo energético na
gestacdo devem ser analisadas de maneira consistente por provocar prejuizo a saude
fetal. Assim, o modelo de JI aplicado neste trabalho visa fornecer mais subsidios
acerca dos danos ocasionados pela alimentacdo intermitente na gestacéo, além de
maiores esclarecimentos relativos a magnitude da restricdo energética e as respostas

metabdlicas fetais em decorréncia desta pratica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar se a exposicdo de ratas gravidas ao Jl determina programacéao

metabdlica da acéo hipotalamica da insulina na prole macho adulta.

3.2 Especificos

¢ Avaliar o ganho de massa corporal e a ingestao alimentar materna

¢ Quantificar a concentracao plasmatica de glicose e triacilglicerol materna;

¢ Quantificar os depdsitos de gordura visceral materna;

e Avaliar o ganho de massa corporal e a ingestdo alimentar da prole ap6s o
desmame;

¢ Quantificar a concentracao plasmatica de glicose, insulina, colesterol total e frac6es
(HDL-c, LDL-c) e triacilglicerol da prole;

e Determinar o indice HOMA-IR da prole;

¢ Quantificar os depdsitos de gordura visceral da prole;

e Quantificar o teor hipotalamico da proteina Akt fosforilada (p-Akt) da prole;

¢ Quantificar a expressao génica do fator de transcricdo FoxO 1 no hipotalamo da
prole;

e Avaliar a resposta alimentar apos infusdo intracerebroventricular de insulina na

prole.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Eticae condi¢cBes experimentais

O protocolo do presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ - Campus
Macaé sob o protocolo n°® Mac 030 (ANEXO).

Machos e fémeas adultos, provenientes do biotério do Laboratério de Nutricdo
Experimental (LABNEX) no Polo Universitario da UFRJ - Campus Macaé, foram
mantidos em biotério de experimentacdo sob condi¢cdes controladas de luz
(claro:escuro de 12h), temperatura constante (24 + 2°C), livre acesso a agua e racao
de acordo com o protocolo descrito na subsecao subsequente.

4.2 Animais e desenho experimental

Aos 60 dias de vida, fémeas Wistar (n=10) foram submetidas & copula¢cdo com
machos da mesma linhagem, sendo 3 fémeas para 1 macho (3F:1M) diariamente
durante periodos de ciclo escuro. A cada inicio do ciclo claro (7h) a secrecédo vaginal
de cada rata foi coletada para avaliacdo da prenhez. Ap6s confirmacao da prenhez
por deteccdo de espermatozoides no material (1° dia da gestacao), as ratas foram
distribuidas aleatoriamente em quatro grupos: Controle (C), restrito na primeira (R1) e
na segunda metade da gestacao (R2) e restrito integral (RI) na gestacédo. No periodo
de restricdo, conforme protocolo de cada grupo, as ratas receberam em dias
alternados racéo relativa a 60% do consumo médio das fémeas C. Durante a gestacao
0S animais permaneceram em gaiolas individuais.

Ambos os grupos restritos na metade da gestacao foram submetidos a 5 ciclos
de jejum parcial, sendo o grupo R1 no 2°, 4°, 6°, 8° e 10° dia; o grupo R2 no 12°, 149,
16°, 18° e 20° dia da gestacéo; e os animais RI tiveram 10 ciclos de jejum parcial em
dias alternados, do 2° ao 20° dia de gestacdo. Nos dias em que nao foi realizado o
jejum parcial a racao foi oferecida ad libitum a todos os grupos. A restricao foi somente
alimentar e ndo hidrica.

No 2° dia pés-parto, foi registrado o numero de filhotes, sexagem da prole,
peso da ninhada e ajuste da mesma para 8 filhotes. Foi priorizado o maior nimero de

machos, por demanda do modelo experimental.
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Ao final da lactacéo, 30° dia de vida, os filhotes machos foram transferidos para
gaiolas coletivas, onde permaneceram com livre acesso a agua e racdo até os 100
dias de vida. Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados, no méaximo, dois
animais de cada mae para cada andlise, a fim de minimizar viés genético das

amostras. O desenho experimental pode ser visualizado na figura 2.
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Figura 2: Desenho experimental.

4.3 Avaliagdo ponderal e do consumo alimentar

O consumo alimentar das ratas foi monitorado diariamente pela manha, sendo
considerada a diferenca entre a racdo ofertada e a sobra na gaiola, apos periodo de
24h. O consumo materno durante a lactacao foi realizado até o décimo oitavo dia pés-
parto. A avaliagdo do consumo da prole foi realizada semanalmente e medido o valor
relativo a 24 h, iniciado na semana de desmame (30 dias de vida) e finalizado em 100
dias de vida.

A evolucao ponderal materna foi realizada no primeiro e no ultimo dia de
gestacdo e lactacdo. A prole teve a massa corporal acompanhada semanalmente
desde o nascimento até a eutanasia, considerando o mesmo dia as avaliagbes de
massa corporal e do consumo alimentar. Todas as medidas foram realizadas

utilizando-se balanca digital (Toledo®) com capacidade para 3 kg e resolucdo de
0,001 kg.
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4.4 Coletade tecidos

Imediatamente apos o periodo de lactacdo ou no 100° dia de vida as ratas e as
proles, respectivamente, foram eutanasiados, com guilhotina, e realizado o
procedimento de retirada dos tecidos hipotalamico e adiposo visceral. Para a
avaliacdo da adiposidade visceral materna foram retirados e pesados os depositos
retroperitoneal (RET), mesentérico (MES) e periovario (PO). Nas proles forma
coletados os tecido RET, MES e epididimal (EPI).

4.5 Avaliacfes plasmaticas

Para a realizacdo dos ensaios bioquimicos maternos e da prole os animais
foram jejuados por 12 horas e, ap6s decapitacdo, o sangue foi colhido em microtubos.
As amostras de sangue foram centrifugadas a 3.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. O
plasma foi separado e aliquotado para analise.

Os teores plasmaticos de glicose, triacilglicerdis, colesterol total (CT) e fracédo
High-density lipoprotein/ lipoproteina de alta densidade (HDL) foram determinados
utilizando método colorimétrico-enzimatico, por kit comercial (Gold Analisa, Minas
Gerais, Brasil). O very low density lipoprotein/ lipoproteina de muita baixa densidade
(VLDL-colesterol) e o low density lipoprotein/ lipoproteina de baixa densidade (LDL-
colesterol) foram determinados a partir da férmula de Friedewald, Levy, Fredrickson
(1972). Os resultados foram expressos em mg/dL.

A insulina plasmatica foi avaliada por ELISA (Rat/Mouse Insulin ELISA kit EMD
Millipore Corporation, Alemanha), conforme instru¢des do fabricante. Ademais, foi
determinado o indice de HOMA-IR (resisténcia a insulina) para roedores (CACHO et
al., 2008).

4.6 Quantificagdo hipotalamica da proteina Akt fosforilada (p-Akt)

O hipotalamo dos animais foi retirado e rapidamente homogeneizado em 1 mL
de tampao de extracdo de proteinas (Trizma base 100 mM, pH 7,5; Aprotinina 0,1
mg/mL; PMSF 2 mM; Ortovanato de sodio 10 mM; Fluoreto de sédio 100 mM,;
Pirofosfato de sédio 10 mM e EDTA 10 mM). As amostras foram adicionadas de 100

puL de Triton X-100 10%, mantidas em gelo por 30 minutos e centrifugadas a 12.000
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rpm/ 20 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes foram coletados e mantidos em freezer a -
80 °C até a realizacao da eletroforese.

O homogeneizado hipotalamico foi submetido a dosagem de proteinas totais
utilizando kit de reagentes do acido bicinconinico (BCA, Bioagency, Sao Paulo, Brasil)
(LOWRY et al, 1951). A quantidade de amostra normalizada para 50 ug de proteina
foi adicionada de 25 pL de tampédo Laemmeli (Azul de bromofenol 0,01 %; Fosfato de
sédio 50 mM; glicerol 25%; SDS 1%) contendo DTT (200 mM).

As proteinas foram separadas em gel de poliacrilamida a 10% por eletroforese.
ApoOs a separacao, as proteinas contidas no gel foram transferidas para membranas
de nitrocelulose (RPN303E; GE Healthcare, Sao Paulo, Brasil), a 100 V por 90 minutos
sob refrigeracdo. As membranas foram bloqueadas a 4°C no periodo noturno em 5
mL de solugcdo composta de solucao basal (Trizma base 100 mM; EDTA 1 mM; Triton
X-100 0,5%) e albumina a 1-3%.

No dia seguinte, apos duas lavagens de 5 minutos com solucéo basal incubou-
se a membrana por 2 horas a temperatura ambiente, com os anticorpos para Akt
(1:1000; #2382; Cell Signaling, Boston, EUA), diluidos em solu¢éo de bloqueio. Apés
a incubacao, foram realizadas 3 lavagens de 10 minutos com solucdo basal e a
membrana foi incubada com anticorpo secundario associado a peroxidase (Anti-rabbit
IgG, HRP — Linked Antibody; Cell Signalling, Boston, EUA) por 1 hora, apds a qual
procedeu-se 3 lavagens de 10 minutos com solucao basal para revelacao.

Para identificacdo da banda da proteina de interesse, as membranas foram
expostas ao reagente quimiluminescente ECL e reveladas em fotodocumentador L-
Pis Chemi Express (Loccus Biotechnology, Sdo Paulo, Brasil) e comparadas ao peso
molecular de proteina compativel no padrdo. As membranas foram descarregadas dos
anticorpos anteriormente ligados e incubadas com primeiro e segundo anticorpo para
identificar a proteina a-tubulina (1610324-Bio-rad, S&o Paulo, Brasil). As bandas das
proteinas de interesse foram quantificadas por densitometria, utilizando-se software
Image J (NIH Image, Bethesda, Maryland, EUA).

4.7 Andlise da expressédo génicade FoxO 1
ApOs a eutanasia, o hipotalamo de cada animal foi rapidamente dissecado e

homogeneizado em 1 mL de Trizol (Thermo Scientific, Invitrogen, Thermo Scientific,

Massachussetes EUA). Ap6és homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a
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12.000 g por 15 minutos a 4°C. Os sobrenadantes coletados e adicionados de 200 uL
de cloroférmio e centrifugados a 12.000 g por 15 minutos a 4°C para separacao de
fases. Nesta etapa formaram-se 3 fases: fendlica, interfase e aquosa, sendo esta
ltima, a fase que contém o RNA.

Extraida a fase aquosa, cada amostra foi adicionada de 500 pL de isopropanal,
incubada por 10 minutos e centrifugada a 12.000 g por 10 minutos em refrigeracao
para precipitacdo de RNA, que se torna visivel com a formacéo de pellet no fundo do
microtubo. Uma vez precipitado, o sobrenadante foi descartado por inversao e os
pellets foram lavados com etanol 75% (diluido com agua ultrapura livre de DNAse e
RNAse), evaporados em temperatura ambiente e suspensos em 20 uL de agua.

A qualidade e concentragdo de RNA foram avaliadas com a utilizagdo do
aparelno Nanodrop (Thermo Scientific), considerada melhor relagcdo nos
comprimentos de onda A260/280 entre 1,90 e 2,09. As amostras de RNA foram
estocadas em freezer até a sintese de cDNA.

O cDNA foi sintetizado por meio de kit comercial High — Capacity cDNA (Applied
Biosystems, Massachussetes, EUA ), com a adi¢cdo de 10 pL de mastermix (2 pyL de
10X RT Buffer, 0,8 uL de 25X dNTP mix, 2 yL de 10X RT Random primers, 1 uL de
MultiScribe RT e 4,2 uL de agua livre de nuclease) e 10 pL de amostras de RNAm
normalizada entre 1 e 3 UL/RNA por amostra. ApGs o preparo das reacdes, a placa
contendo as amostras foi colocada em termociclador com as especificagbes do
Quadro 1.

Quadro 1 - Condicdes de tempo e temperatura para sintese de cDNA
Passo 1 Passo 2 | Passo 3 Passo 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Tempo (min.) 10 120 5 o0

Uma vez obtido o cDNA, procedeu-se a quantificacdo da expressdo génica
mediante a amplificacdo pela técnica de PCR em tempo real (Real Time PCR ou
reacdo em cadeia de polimerase) por meio de aparelho StepOne Plus (Applied

Biosystems). Foram utilizadas sondas customizadas para o gene FoxO 1 e para a



36

amplificacdo do RNA usou-se mastermix TagMan (Applied Biosystem). Apos o
preparo das reacoes, as placas foram centrifugadas a 2.500 rpm por 5 minutos para
a eliminacao de bolhas de ar carregadas no aparelho com os parametros descritos no
Quadro 2.

As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados analisados em AACT,

utilizando-se gene 18S como controle enddgeno.

Quadro 2 - Parametros para a amplificacdo do mRNA no StepOne Plus

Parametro Ativacado da PCR (40 ciclos)
polimerase Desnaturar | Anelar/ Estender

Temperatura 95°C 95°C 60°C

Tempo (min) 10:00 00:15 01:00

4.8 Resposta alimentar a infusdo intracerebroventricular (icv) de insulina

Aos 92 dias de vida os ratos foram submetidos a cirurgia estereotaxica para a
implantacdo de canula ICV. O procedimento foi realizado em aparelho esterotaxico
(David Kopf Instruments, model 900 Small animals Stereotaxic Instrument, Califérnia
EUA), com os animais profundamente anestesiados com a mistura ketamina/ xilazina
(2:1) (67/13 mg/kg de massa corporal intraperitoneal) e a implantacdo da canula guia
(21G; 1,7cm) no ventriculo cerebral lateral esquerdo obedecendo as seguintes
coordenadas: anteroposterior (AP): -1,3 mm); lateral (L): +2 mm e dorsoventral (DV): -
3,4 mm; a partir do bregma (PAXINOS, 2009).

ApOs a cirurgia, os animais receberam dose Unica de antibiético (0,2g/kg de
massa corporal) e permaneceram no biotério, em gaiolas individuais com livre acesso
a agua e racao, durante 6 dias.

No sétimo dia pos-operatorio, 0s animais, previamente jejuados por um periodo
de 6 horas, foram pesados e em seguida receberam infusdo de 5 yL de veiculo
(solucéo salina 0,9%) ou 5 pL de insulina regular (Humana recombinante, Biobras,
Minas Gerais, Brasil), diluida em veiculo, correspondendo a uma dose de 20 pU. As
infusdes foram realizadas sempre ao final do ciclo claro (17-18h) e, em seguida, foi

oferecida quantidade conhecida de racdo e o consumo avaliado ap6s 24 horas, a partir
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da infusdo. Dois dias ap0s a primeira infuséo, foi repetido o procedimento, sendo a
segunda infusdo diferente da primeira, de maneira que todos os ratos receberam

ambas as infusdes (salina e insulina), sendo controles de si mesmo.

49 Andlise estatistica

Dados apresentados com média e erro padrdo da meédia, tratados com o
software GraphPad Prism verséo 7.03 (©GraphPad Software, Inc., La Jolla, Califérina,
EUA), o mesmo utilizado para a edicdo gréfica. Para as variaveis de comparacao
simples entre dois grupos foi aplicado teste t’ de Student e para multiplas comparacdes
foi utilizada analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste post hoc
Bonferroni. Foi adotado nivel de significancia p<0,05.



3 RESULTADOS

Os dados obtidos foram organizados em dois artigos preliminares.
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5.1 IMPLICACOES NUTRICIONAIS DO JEJUM INTERMITENTE EM FEMEAS
WISTAR PRENHAS

Julia Geminiani Andrade Baptista

Laboratério de Nutricdo Experimental (LABNEX) da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Campus Macaé, Macaé, RJ/Brasil. labnex@gmail.com

5.1.1 RESUMO

Verificamos as implicac6es nutricionais ao final da lactacdo resultantes do jejum
intermitente (J1) durante a gestacao de ratas. Fémeas Wistar foram acasaladas e apés
identificacdo da prenhez no esfregaco vaginal, foram mantidas em 4 grupos durante
a gestacao (21 dias) e lactacdo (30 dias). O grupo controle (C) recebeu racéo ad
libitum por todo o periodo gestacional. Os grupos restritos receberam 60% do
consumo de C em dias alternados na primeira metade da gestagéo (R1), na segunda
metade da gestacao (R2) ou na gestacéo integral (RI). Durante a fase de lactacéo, foi
permitido livre acesso a ra¢do a todos 0s grupos experimentais. Foram analisadas a
evolucdo da massa corporal, consumo alimentar, parametros bioquimicos e de
adiposidade maternos. Na prole verificou-se numero de filhotes por ninhada e massa
corporal ao nascer. Os grupos R2 e Rl apresentaram ganho de massa corporal na
gestacdo menor comparado ao C e R1. As ratas restritas apresentaram episédios
hiperfagicos nos dias ad libitum. Na lactacdo, o consumo de racdo e a massa nao
diferiram entre os grupos. Ao final da lactacdo a adiposidade visceral das ratas
restritas foi maior que o C. Dados de peso as nascer e numero de filhotes da ninhada
nao apontam prejuizos a prole durante a gestacdo. O comportamento hiperfagico néo
se manteve na lactacdo. Entretanto, a maior adiposidade visceral, mesmo 30 dias
apos o tratamento, aponta para o risco de obesidade consequente ao Jl na gestacao.

Palavras chave: Jejum intermitente; Gestacdo; Adiposidade visceral, Lactacao;

Hiperfagia.
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5.1.2 INTRODUCAO

Durante o periodo gestacional, 0 metabolismo materno enfrenta importantes
adaptacdes. O corpo feminino experimenta alteracdes fisiologicas e homeostaticas
para atender as necessidades fisiolégicas do feto, para manter a propria saude
materna e ainda para o estabelecimento da producéo de leite (MEO; HASSAIN, 2016).

A fase inicial da gestacdo € considerada anabdlica, com aumento da
sensibilidade a insulina materna e dos depoésitos de gordura, promovendo o
estabelecimento de reservas que virdo a ser utilizadas em momentos mais tardios da
gestacao (LAIN; CATALANO, 2007). Estes periodos sao, por sua vez, caracterizados
por maior catabolismo materno, com reducdo da sensibilidade a insulina e
consequente maior disponibilizacdo de glicose e acidos graxos para o metabolismo
fetal. Perturbacdes na fisiologia materna no curso da gestacdo podem comprometer a
saude materno — fetal (LAIN; CATALANO, 2007;.MEO; HASSAIN, 2016). Mesmo com
a reducéao global da mortalidade materna (WHO, 2014), a nutricdo da gestante ainda
preocupa (CHRISTIAN et al.,, 2015), pois, além de questbes socioecondmicas,
inumeros fatores podem promover prejuizo a nutricho materna antes ou mesmo
durante o periodo gestacional (BAIAO; DESLANDES, 2008).

Sintomas gastrointestinais, como nauseas e vomitos constituem exemplo de
privacdo nutricional involuntaria que ocorre, principalmente, no periodo inicial da
gestacdo, acometendo cerca de 35 a 91% (EINARSON; PIWKO; KOREN, 2013) e a
hiperémese gravidica 1,5% das gestacdes (FIASCHI; NELSON-PIERCY; TATA,
2016). Em contrapartida, o Ramadan pode ser considerado como restricdo alimentar
voluntaria. Esta pratica € um exemplo no qual mulheres mulgumanas permanecem
por até 30 dias do periodo gestacional em jejum total (EWIJK, 2011) no horério diurno.
Estima-se que 50 a 70% das gestantes iranianas aderem, ao menos por um dia, ao
Ramadan. Enquanto que na Inglaterra, Singapura, Estados Unidos, Gambia e 1émen,
70 & 90% das gestantes se abstém, voluntariamente, do consumo alimentar e de
fluidos da alvorada até o anoitecer neste periodo (SAVITRI et al., 2014).

Face o carater invasivo do jejum intermitente (JI) na gestacdo, os modelos
animais sao utilizados para explorar os riscos fisiol6gicos aos 0s organismos, sob
restricdo alimentar na gestacdo estdo sujeitos. Porém, a maior parte dos estudos
promove restricdes, energética ou proteica, de maneira crénica na gestacdo ou na
lactacdo (CHAVATTE-PALMER; TARRADE; ROUSSEAU-RALLIARD, 2016;
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BRETON, 2013). Desta forma, evidéncias sobre o JI na gravidez e suas
consequéncias na saude materna sao escassas.

Protocolos de JI séo difundidos para fins de emagrecimento e melhora de perfil
metabdlico em humanos (BROWN; MOSLEY; ALDRED, 2013). Concomitantemente,
avalia-se em animais possiveis beneficios e prejuizos bioldgicos associados a esta
pratica alimentar (DORIGHELLO et al., 2014; DULLOO; SEYDOUX; GIRARDIER,
1995).

Dentre as diferentes formas de JI, esté a restricdo alimentar em dias alternados,
nos quais o individuo tem livre acesso a alimentacdo em um dia, seguido de um dia
de privacao que pode alcancar até 90% do consumo habitual em humanos. Este ciclo
de alternancia se repete sucessivamente até o resultado almejado em relagdo a perda
de peso ou melhora do perfil metabdlico (KLEMPEL et al., 2012).

O JlI é passivel de ser praticado na gestacao, seja por causas fisiolégicas como
a imposicdo em decorréncia dos sintomas gastrointestinais que interfere no consumo
e absorcdo de nutrientes (CROZIER et al., 2016, SANTANA et al., 2015), ou mesmo
intencional por conta de regimes religiosos (EWIJK, 2011; SAVITRI et al., 2014) ou de
modismos.

Numa tentativa de minimizar a exposi¢cao do organismo a restricdo alimentar
em resposta aos sintomas de nauseas e vomitos, avaliamos em ratas, o resultado da
submissdo ao jejum intermitente em dias alternados nos parametros nutricionais e

bioguimicos.
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5.1.3 MATERIAL E METODOS

5.1.3.1 Animais e desenho experimental

Fémeas Wistar (n=10) foram mantidas em biotério sob condi¢cfes controladas
de luz (12h claro/ 12h escuro) e temperatura (24 + 2°C). Aos 60 dias de vida, as ratas
foram submetidas ao acasalamento e, apoés identificacdo da prenhez por meio da
presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal, foram distribuidas aleatoriamente
em 4 grupos: controle (C), restrito na primeira (R1) e na segunda (R2) metade da
gestacao, e restrito na gestacao integral (RI). Os grupos foram restritos em 60% do
consumo médio dos animais C. Durante a gesta¢do, 0s animais permaneceram em
gaiolas individuais e com livre acesso a agua.

Ambos os grupos (R1 e R2) foram submetidos a 5 dias de restricdo no
respectivo periodo do protocolo de tratamento, enquanto o grupo RI foi exposto a 10
dias de jejum parcial em dias alternados, do 2° até o 20° dia de gestacdo. Nos dias
nao restritos a racao foi oferecida ad libitum a todos os grupos. Para o periodo da
lactacdo, no 2° dia pds-parto, a prole foi ajustada para 8 filhotes por rata em todos os
grupos. As maes foram mantidas até o final da lactacdo, quando ocorreu a o
experimento e a coleta de tecidos.

Todo o protocolo experimental foi submetido e aprovado pela Comité de Etica
no Uso de Animais - CEUA do Campus Macaé da Universidade Federal do Rio de

Janeiro.

5.1.3.2 Massa corporal e consumo alimentar

A avaliacdo da massa corporal durante a gestacao foi realizada pela diferenca
entre a massa corporal no primeiro e ultimo dia de prenhez. O consumo alimentar na
gestacdo foi monitorado, diariamente, no turno da manh&, sendo considerada a
diferenca entre a racéo ofertada e aquela consumida pelas maes num periodo de 24h.

Durante a lactagcdo, o consumo alimentar materno de 24 horas e a avaliagéo
da massa corporal foram realizados a cada 4 dias, a partir do 2° dia pés-parto ao 18°

dia da lactacao.
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5.1.3.3 Gordura visceral e avaliacdes plasmaticas

Apés eutanasia, os depésitos periovario (PO), mesentérico (MES) e
retroperitoneal (RET) foram identificados, removidos e pesados.

A concentracdo de glicose e triacilglicerol foram realizadas por método
enzimatico usando kit comercial (Glucose Liquicolor, Fastlab Diagndstica, Triglicérides

Liquicolor, Fastlab Diagnéstica, Rio de Janeiro, Brasil).

5.1.3.5 Analise dos dados

Os dados estédo apresentados como média e erro padrdo da média e tratados
pelo pacote estatistico GraphPad Prism versdo 7.03 (©GraphPad Software, Inc.,
Califérina, EUA). Para as variaveis de multiplas comparacdes, foi aplicada ANOVA de
uma via, seguida do teste post hoc Bonferroni, considerando nivel de significancia
p<0,05.
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5.1.4 RESULTADOS

5.1.4.1 Evolucdo da massa corporal materna, adiposidade e caracteristicas da
prole ao nascimento.

A massa corporal das ratas no inicio e final da gestacédo néo diferiu entre os
grupos. Foram observados aumentos de 50%, 63%, 42% e 46% nos grupos C, R1,
R2 e RI, respectivamente, demonstrando que o tratamento nao promoveu

comprometimento do estado nutricional das ratas (Figura 1).
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Figura 1: Massa corporal inicial e final na gestacdo dos grupos Controle (C), Restrito na primeira
metade (R1), Restrito na segunda metade (R2) e Restrito durante toda a gestagdo (RI). Dados

expressos como média + EPM e significAncia para p<0,05. * versus massa corporal inicial. n = 6 por

grupo.

Porém, ao analisar o ganho de massa corporal na gestacao, as fémeas R2 e
Rl apresentaram menor ganho quando comparadas a C e R1 (tabela 1). Nao foram
observadas diferencas entre os grupos quanto & massa inicial e ao final do periodo de
lactacédo (tabela 1).

No que se refere ao tecido adiposo, porém, foi constatado aumento no teor de
gordura visceral total em todos os grupos restritos vs. C, na ordem de 825% (R1),
119% (R2) e 108% (RI) (tabela 1). Ndo foram observados diferenca nos depdsitos
isolados (MES, RET, PO) entre os grupos (tabela 1).

N&o foram observadas diferencas nas concentracdes plasmaticas de glicose e

trigliceridios entre os grupos (tabela 1). Nos dados avaliados, numero de filhotes por
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ninhada e massa corporal da ninhada nédo constataram-se discrepancias (tabela 1).
Do mesmo modo, o tempo de duracdo das gestacOes e a prevaléncia de sexo

masculino/ feminino n&o diferiu entre os grupos.

Tabela 1: Dados maternos e caracteristicas da prole ao nascer.

Massa corporal 248,20 £+ 23,82 211,00 =+ 7,68 224,00 + 18,29 218,43 + 8,64
gestacdo inicial (g)

Massa corporal 373,40 £ 25,98 331,83 + 8,46 320,50+ 17,80 318,86 + 10,11
gestacdo final (g)

GMG (9) 132,00 = 6,89 127,20 + 8,44 96,50 + 1,19*# 100,43 + 2,95*
Massa corporal 256,25 + 225,80 = 263,80 = 237,00 =
lactacdo inicial (g) 13,25 9,89 15,97 13,60
Massa corporal 280,25 + 21,99 250,20 + 6,27 276,00 + 11,79 261,50 + 12,86
lactacao final (g)

Mesentérico (g) 0,55+ 0,15 0,93 + 0,36 0,99 + 0,33 1,00 £ 0,39
Retroperitoneal () 0,37 £ 0,23 0,49 £ 0,07 0,72 £ 0,35 0,53 £ 0,27
Periovariano (g) 0,51 +0,37 0,82 £ 0,27 0,98 + 0,60 0,98 + 0,40
Adiposidade total (g) 1,22+0,11 2,24 £ 0,10* 2,69 + 0,34* 2,56 £ 0,41*
Glicose (mg/dL) 120,8 + 7,18 107,4 + 12,73 110,9 + 24,36 110,5 + 27,28
Trigliceridemia 170,1 + 14,19 151,3 + 16,03 163,6 + 16,57 124,2 + 19,17
Ne filhotes 11,75+ 1,03 11,80+ 1,32 12,80 + 0,66 11,00 + 1,68
Massa corporal 78,00 + 4,04 75,40 + 4,28 71,00 + 4,28 67,00 £ 5,26
ninhada (g)

Tabelal: Controle (C), Restrito na primeira metade (R1), Restrito ha segunda metade (R2) e Restrito
durante toda a gestacao (RI). Dados expressos como média + EPM. GMG: ganho de massa corporal

na gestacao. p<0,05: * vs. C, “VsR1.n=6 por grupo.
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5.1.4.2 Consumo de racdo materno na gestacao e lactacao

Enquanto o consumo de racao foi semelhante entre C e R1, as ratas R2
apresentaram menor consumo de racdo ao final do periodo gestacional comparado
as ratas C. De forma similar, as ratas Rl apresentaram ingestdo menor vs. C e R1

(Figura 2). Na lactacéo, o consumo alimentar nao diferiu entre os grupos.
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Figura 2: Ingestdo de racdo acumulada na gestac¢do dos grupos Controle (C), Restrito na primeira
metade (R1), Restrito na segunda metade (R2) e Restrito durante toda a gestacdo (RI). Dados

expressos como média + EPM e significancia para p<0,05. * versus C, # versus R1. n = 6 por grupo.
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A analise do consumo alimentar nos dias de livre acesso a racdo demonstrou
gue todos 0s grupos restritos mantiveram consumo acima do grupo C, embora tenha
sido observado hiperfagia nas gestantes R1 (Figura 3A) em 3 dos 5 dias de jejum, nas
ratas R2 (Figura 3B) ocorreu em 1 dos 5 dias de jejum e nas RI (Figura 3C) em

somente 3 dos 10 dias de JI.
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Figura 3: Consumo alimentar no periodo pds jejum intermitente dos grupos Controle (C), Restrito na
primeira metade (R1), Restrito na segunda metade (R2) e Restrito durante toda a gestacao (RI). Dados

expressos como média + EPM e significancia para p<0,05. * versus C. n = 6 por grupo.
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5.1.5 DISCUSSAO

Ao submeter ratas prenhas ao Jl em dias alternados na gestacao averiguamos
alteracdes no consumo alimentar e maior deposicéo de gordura nos animais restritos,
indicando possibilidade de alteraces metabdlicas que induzem a obesidade. Nao
foram evidenciados danos ao nascimento na prole.

Observamos que o Jl na gestacdo de ratas promoveu elevado consumo de
racdo em todos os dias de livre acesso a mesma, sinalizando o estabelecimento de
comportamento hiperfagico em todos o0s grupos restritos. Recentemente foi
demonstrado, em modelo de JI em ratas nao gravidas e com restricdo a 50% do C,
comportamento hiperfagico nos dias de alimentacdo ad libitum (FERNANDEZ et al.,
2018). Chausse e colaboradores (2014) evidenciaram que camundongos machos
(C57BL/6) submetidos ao JI a 100% do controle em dias alternados ao longo de trés
semanas, além de comportamento hiperfagico, apresentaram aumento da expressao
hipotalamica dos neurotransmissores orexigenos AgRP e NPY. Sugerindo este fato
como possivel determinante para a hiperfagia nestes animais. Tais resultados se
assemelham ao do presente estudo, com a observancia de que o jejum foi realizado
em ratas gravidas e nenhum resultado com este modelo foi encontrado.

Evidenciamos que as ratas gestantes foram capazes de ganhar massa corporal
mesmo quando submetidas ao JI em dias alternados, mas demonstramos que se a
restricdo envolve a segunda metade da gestacdo pode determinar maior prejuizo.
Possivelmente, em virtude da maior demanda nutricional dos periodos finais da
gestacdo (RINAUDO; WANG, 2014), as ratas submetidas a JlI na segunda metade
(R2) e durante toda a gestacdo (RI) apresentaram menor ganho de massa corporal
em relacdo as néo restritas (C).

A semelhanca no ganho de massa corporal durante a gestacéo, exibida pelas
ratas C e R1, pode estar relacionada a maior frequéncia de hiperfagia de R1, levando
a compensacdo da massa corporal ao final do periodo de tratamento.
Inesperadamente, enquanto R1 apresentou 3 episodios de hiperfagia no periodo, RI
apresentou apenas uma ocorréncia. Porém, ao final da primeira metade, o consumo
acumulado de racao de R1 foi semelhante.

Possivelmente, o consumo alimentar ligeiramente elevado nos dias ad libitum
durante o periodo de restricdo sustentou a demanda energética das ratas. Além disso,
na gestacao e em organismos submetidos a privagao, ocorrem alteracdes fisioldgicas

gue maximizam a absorcéo intestinal de nutrientes (ZHANG et al., 2012).
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A maior deposicao de tecido adiposo visceral em fémeas submetidas ao JI na
gestacdo com livre acesso a racdo na lactacdo, indica modulacdo metabdlica
prejudicial ocasionada pelo Jl, visto que a deposicédo de gordura visceral é um dos
principais determinantes do risco metabdlico (PATEL; ABATE, 2013). Dorighello e
colaboradores (2014) submeteram camundongos machos, previamente induzidos ao
diabetes e a obesidade, ao JI em dias alternados por trés meses. Contrariando as
expectativas, foram verificados aumento de adiposidade epididimal, aumento na
gordura da carcacga, elevacdo de glicemia e insulinemia, caracterizando perfil
metabdlico indesejavel dos animais.

Embora Karbowska e Kochan (2012) tenham verificado reducéo da glicemia e
trigliceridemia em machos wistar submetidos ao JI por quarenta e oito dias, sendo 3
dias de livre acesso a racao e 3 dias restritos, encontraram maior transcricdo de gene
envolvido na deposicdo de tecido adiposo. Evidenciando que ha possivel risco de
modificacdo metabdlica induzida pelo JI. Zhao e colaboradores (2013) sugerem que
em situagdo de restricgdo alimentar o organismo se adapta para promover
armazenamento mais eficiente de energia.

Nao foram verificadas alteracfes bioguimicas nas fémeas submetidas ao Jl.
Todavia, a coleta de sangue foi realizada ap0s os trinta dias de lactacdo com consumo
alimentar em livre demanda, fato que pode ter contribuido para que ndo houvesse
diferenca nestes parametros. Contudo, os resultados de estudos com JI ainda séo
controversos.

Enquanto Belkacemi e colaboradores (2012) verificaram melhora na tolerancia
a glicose e menor apoptose das células B-pancreaticas em ratos com diabetes
induzido por estreptozotocina, Park e colaboradores (2017) encontraram menor
tolerancia a insulina e maior armazenamento de glicogénio hepéatico em ratos com
excesso de massa corporal induzido pela dieta ao serem submetidos ao JI. Entretanto,
estes ndo sao estudos com gestante, visto que ndo foram encontrados protocolos
experimentais com aplicacédo de jejum intermitente durante a gestacao

Demonstramos que, diferente da restricdo alimentar continua, o Jl durante a
gestacdo ndo interferiu no numero de filhotes e massa da ninhada. Possivelmente
devido a alternancia entre dias de livre acesso a racao e jejum parcial (GOTARDO et
al., 2017; CHAVATTE-PALMER; TARRADE; ROUSSEAU-RALLIARD, 2016).

Desta forma, verificamos que JI a 60% da ingestdo normal em ratas gestantes

foi capaz de promover maior adiposidade visceral, mesmo 30 dias apés o periodo de
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restricdo, e estimular maior consumo alimentar mediante acesso ao alimento.
Tomados juntos, esses dados sugerem maior risco para desenvolver obesidade no

periodo pos lactacdo, sem determinar, a priori, desfecho negativo na prole.
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5.2 JEJUM INTERMITENTE NA GESTACAO PROMOVE REDUGCAO DA ACAO
ANOREXIGENA HIPOTALAMICA DA INSULINA NA PROLE MACHO ADULTA

Julia Geminiani Andrade Baptista

Laboratério de Nutricdo Experimental (LABNEX) da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Campus Macaé, Rio de Janeiro - Brasil

5.2.1 RESUMO

Avaliamos se o jejum intermitente (JI) na gestacdo de ratas promove alteracdes no
consumo alimentar, parametros bioquimicos, massa corporais e na a¢ao hipotalamica
da insulina na prole macho adulta. Foram definidos 4 grupos experimentais a partir de
ratas acasaladas e submetidas a JI na gestacdo e com acesso alimentar livre na
lactacdo. Aos 30d a prole macho foi distribuida segundo o tratamento materno nos
seguintes grupos: Controle (C), proles de maes com racao ad libitum durante toda a
gestacao; prole de méaes restritas na primeira metade (R1) e na segunda metade (R2)
da gestacéo; e prole de mées restritas ao longo de toda a gestacdo (RI). As maes
restritas tiveram alternadamente um dia de acesso a 60% do consumo alimentar do
grupo C seguido de um dia de livre acesso alimentar de acordo com o periodo de
tratamento na gestacdo e sem restricdo hidrica. Durante a fase de lactacédo foi
permitido livre acesso a racdo a todos 0s grupos experimentais. A prole macho foi
mantida dos 30 aos 100 dias de vida, sendo avaliado no periodo o consumo alimentar
e a massa corporal, e apds a eutanasia foram coletados sangue e os tecidos adiposo
visceral e hipotalamico. Foram constatados maior ganho de massa corporal na prole
Rl ao longo da lactacdo, enquanto na vida adulta foram observados episddios de
hiperfagia, resisténcia periférica e central & insulina. Os resultados sugerem que o Ji
com restricdo de 60% da alimentacdo na rata gestante foi capaz de determinar na
prole macho adulta programacao metabdlica na via da insulina.

Palavras chave: Restricdo alimentar intermitente; programacdo metabolica; Fosfo-

Akt; FoxO 1; Hipotalamo; Insulinemia.
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5.2.2 INTRODUCAO

A origem do desenvolvimento da salde e da doenca (DOHad) postula que o
ambiente intrauterino ao qual o feto foi exposto contribui para a sua saude futura
(HANSON; GLUCKMAN, 2014). A ma nutricdo materna ou deplecdes de micro ou
macronutrientes especificos acarretam desde ajustes fisioldégicos até alteracbes
epigenéticas que podem promover doengas cronicas na vida adulta dos seus
descendentes (LEVY et al., 2017).

Em modelos animais, a restricdo de nutrientes na gestacdo aponta
modificacdes na estrutura e funcdo de 6rgaos na prole. Dentre tais alteracdes, pode-
se destacar a menor contagem de células 8 pancreaticas, propiciando desajustes na
homeostase da insulina (PORTHA; CHAVEY; MOVASSAT, 2011).

A resisténcia periférica a acdo da insulina, precocemente verificada nas proles
metabolicamente programadas, figura como alteracdo priméaria precursora de
multiplas anormalidades metabdlicas e esta associada ao aumento do risco de
desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2, hipertenséo arterial sistémica, doenca
cardiovascular e esteatose hepatica ndo alcodlica. (GLASTRAS et al., 2018).

A via da insulina integra sinais nutricionais e hormonais periféricos e participa
do controle da homeostase energética no hipotdlamo (SCHWARTZ et al., 2000), mais
especificamente, no nucleo arqueado do hipotadlamo (ARC). Ao se ligar aos seus
receptores, a insulina promove a ativacdo da via IRS-PI3K (CARVALHEIRA;
ZECCHIN; SAAD, 2002). Quando ativada, esta via ocorre fosforilacdo da proteina Akt
que, por sua vez, degrada e inativa o fator de transcricdo FoxO 1 (ROPELLE et al.,
2009). Por sua vez, a supressédo do FoxO 1 é responsavel por aumentar a transcricao
dos neuropeptidios anorexigenos e pré-termogénicos (KIM et al.,, 2006).
Concomitantemente, a insulina atua suprimindo neurdnios orexigenos, propiciando,
desta forma, a reducéo do consumo alimentar (SCHWARTZ et al., 2000).

Ralevski e Horvath (2015) sugerem que disturbios na organizagao hipotalamica
fetal podem comprometer o controle da homeostase energética por reducdo da
resposta anorexigena no sistema nervoso central (SNC). Enquanto Matos e
colaboradores (2011), ao submeterem ratas a restricdo caldrica na gestacdo e
lactacéo, verificaram que aos 90 dias de vida a prole, desnutrida no periodo perinatal,

apresentou menor contagem de neurénios.
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Todavia, sdo escassas as evidéncias sobre alteracdes metabdlicas na prole de
animais expostos a jejum parcial intermitente na gestacdo. A intermiténcia da
alimentacdo na gestacao é passivel de ocorrer por diversos fatores, a exemplo por
nauseas e vomitos, que podem promover menor consumo de alimentos bem como
menor absorcéo dos nutrientes (EINARSON; PIWKO; KOREN, 2013).

Os jejuns religiosos, por sua vez, sdo outra demonstracdo de intermiténcia
alimentar. Anualmente, por um més, cerca de 1 bilhdo de mulgumanos se privam de
liguidos e alimentos da alvorada ao anoitecer durante o Ramadan (SAVITRI et al.,
2014).

Desta forma, o presente trabalho objetivou, por meio do tratamento de ratas
gestantes com jejum parcial intermitente, avaliar se este padrao de restricdo seria
capaz de promover alteracdo metabdlica obesogénica na prole macho adulta dessas

ratas, com prejuizos na acao hipotalamica da insulina.
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5.2.3 MATERIAL E METODOS

5.2.3.1 Animais e desenho experimental

Fémeas Wistar, aos 60 dias de vida foram acasaladas e, confirmada a prenhez,
foram distribuidas aleatoriamente nos grupos que correspondem aos grupos da prole
macho que seguiu no estudo. Foram 4 grupos experimentais formados da prole a partir
do 2° dia p6s-parto e mantidos com livre acesso a agua e racao até 100° dia de vida.
Ao final da lactacéo todas as ratas foram dirigidas a outro estudo. Grupos: Prole de
maes controle (C); Prole de maes restritas na primeira (R1) e na segunda (R2) metade
da gestacado e; Prole de mées restrita por toda a gestacao (RI). As ratas restritas
receberam no dia do JI, 60% do consumo alimentar médio das C. As maes das proles
R1 e R2 foram submetidos a 5 dias de jejum parcial respectivamente na 12 e 22 metade
gestacdo. As maes da prole RI tiveram jejum parcial em 10 dias do 2° ao 20° dia de
gestacdo. Todas as ratas tiveram acesso livre a alimentacdo nos periodos fora do Jl
e durante a lactacdo e a agua foi ad libitum ao longo do estudo. Para a realizacdo dos
experimentos foram utilizados, no maximo, dois animais de cada mée para cada
analise, a fim de minimizar viés genético das amostras. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica e Uso de Animais — CEUA da Universidade Federal

do Rio de Janeiro, Campus Macaé — RJ.

5.2.3.2 Avaliacéao nutricional

As avaliagcdes do ganho de massa corporal e do consumo alimentar da prole
foram realizadas semanalmente no periodo entre o desmame (30 dias de vida) e a
eutanasia (100 dias de vida). Para o consumo alimentar foi considerada a diferenca
entre a racéo ofertada e o consumo de 24 horas. Para avaliagdo da adiposidade os
depositos epididimal (EPI), mesentérico (MES) e retroperitoneal (RET) foram

removidos e pesados individualmente.

5.2.3.3 Avaliagdes bioquimicas

Os teores plasmaticos de glicose, triacilglicerois, colesterol total (CT) e HDL

foram determinadas utilizando método colorimétrico e enzimatico, a partir de kit
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comercial (Gold Analisa, Minas Gerais, Brasil). O VLDL-colesterol e o LDL-colesterol
foram determinados a partir da formula de Friedewald, Levy, Fredrickson (1972). A
insulina plasmética foi mensurada utilizando-se kit comercial de ELISA “Rat/Mouse
Insulin ELISA” (EMD Millipore Corporation, Alemanha), conforme instrugdes do
fabricante. Ademais, foi determinado o indice de HOMA-IR (resisténcia a insulina)
para roedores (CACHO et al., 2008).

5.2.3.4 Western Blotting

Para a quantificacdo da proteina p-Akt, o hipotalamo de cada animal foi
homogeneizado em 1mL de tampéao de extracao de proteinas (Trizma base 100 mM,
pH 7,5; Aprotinina 0,1mg/mL; PMSF 2 mM; Ortovanato de s6dio 10 mM; Fluoreto de
sédio 100 mM; Pirofosfato de sodio 10 mM e EDTA 10 mM). As amostras foram
adicionadas de 100 pL de Triton X-100 10%, e centrifugadas a 12.000rpm/ 20 minutos
a 4 °C. A dosagem de proteinas foi realizada nos sobrenadantes utilizando-se kit
comercial (Bradford, Bio — Rad, Califérnia, EUA) 50 ug de proteina foram aplicadas no
gel de poliacrilamida a 10%. ApGs a eletroforese a transferéncia proteica para
membrana de nitrocelulose (RPN303E; GE Healthcare, S&o Paulo, Brasil) foi realizada
a 100 V por 90 minutos em refrigeracdo. O bloqueio da reacéo foi realizado a 4 °C
overnight, em 5 mL de solugéo de bloqueio (Trizma base 100mM; EDTA 1mM; Triton
X-100 0,5% + solucdo basal) e albumina a 1-3%. A ldentificacdo da proteina foi
realizada por comparacao com padréo de peso molecular compativel (RPN80OOE — GE
Healthcare, Piscataway, EUA).

As membranas foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente, com o
anticorpo primario (anti-Phospho Akt (Ser473), Cell Signaling, Boston, Estados
Unidos) e seguida de incubacdo por 1 hora com anticorpo secundario associado a
peroxidase (anti-rabbit IgG, Cell Signalling, Boston, Estados Unidos). As bandas foram
normalizadas utilizando a proteina alfa-tubulina como referéncia (a Tubulin, Cell
Signaling, Boston, Estados Unidos). A identificacdo das bandas foi realizada por
exposicao da membrana ao reagente ECL em fotodocumentador L-Pis Chemi Express
(Loccus Biotechnology, Sao Paulo, Brasil) e analisadas por densitometria no software

Image J (NIH Image, Maryland, Estados Unidos).
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5.2.3.5 PCR em tempo real

O RNA total foi extraido das amostras de hipotalamo com reagente Trizol, de
acordo com instrucdes do fabricante (Invitrogen, Thermo Scientific, Massachusetes,
EUA). O cDNA foi sintetizado do RNA total (2 mg) em 20 pl de reacéo utilizando o kit
comercial High-Capacity cDNA (Applied Biosystems, Massachusetes, EUA) e
sintetizado de acordo com a indicacéo do fabricante. A avaliacdo da concentracao do
gene para FoxO 1 foi realizada sistema StepOne Plus apparatus (Applied Biosystems,
Massachusetes, EUA). Foram utilizados probes para os genes FoxO 1 e 0 18S como
gene de referéncia. Para a amplificacao foi utilizado mastermix TagMAnN e utilizou-se

10ul TagMan Universal mastermix (Applied Biosystems, Massachusetes, EUA).

5.2.3.6 Resposta alimentar a infusao intracerebroventricular (icv) de insulina

Aos 92 dias de vida os ratos foram submetidos a cirurgia estereotaxica para a
implantac&o de canula intracerebroventricular (ICV). O procedimento foi realizado em
aparelho esterotaxico (David Kopf Instruments, model 900 Small animals Stereotaxic
Instrument, Califéornia EUA), com 0s animais anestesiados com ketamina/ xilazina
(2:1) (67/13 mg/kg de massa corporal intraperitoneal). O posicionamento da canula
guia (21G; 1,7cm) no ventriculo cerebral lateral esquerdo seguiu as coordenadas:
Antero posterior (AP) -1,3mm; lateral (L) +2mm e dorsoventral (DV) -3,4mm; a partir
do bregma (PAXINOS; WATSON, 2009). Apds 7 dias de implantacdo da canula, os
ratos em jejum por 6 horas foram pesados e receberam através da canula ICV infusdo
de 5 L de solucéo salina (0,9%) ou insulina (20mU) (Humana regular recombinante,
Biobras, Minas Gerais, Brasil) diluida em salina. As infusGes foram realizadas sempre
ao final do ciclo claro (17-18h) e seguida de oferta de racdo. O consumo foi avaliado
apo0s 24 horas da infusdo. Dois dias apO6s a primeira infusdo, foi repetido o
procedimento, sendo a segunda infusdo diferente da primeira, de maneira que todos
os ratos receberam ambas as infusGes (salina e insulina), sendo controles de si

mesmo.
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5.2.3.7 Analise dos dados

Os dados estdo apresentados com média e erro padrao da média e analisados
no software GraphPad Prism versdo 7.03 (©GraphPad Software, Inc., Calif6rina,
EUA). Para as variaveis de comparacao entre dois grupos foi aplicado teste t' de
Student e para multiplas comparacdes utilizou-se ANOVA seguida do teste post hoc

Bonferroni, considerando nivel de significancia p<0,05.
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5.2.4 RESULTADOS

5.2.4.1 Evolucao de massa corporal da prole

61

No desmame (30 dias de vida), verificou-se que a prole Rl apresentou massa

corporal 14% maior quando comparada ao C e R1 (Figura 1), contudo aos 100 dias

de vida a massa corporal média da prole ndo divergiu entre 0s grupos.

150 -
“#
100 4 —— - —
504
0- T T
© & & &

Massa corporal prole desmame

B

500 -

400 -

300+

200 4

100 -

& & @

Massa corporal prole final

Figura 1. Massa corporal da prole no desmame (A) e ao final do experimento (B) dos grupos Controle

(C), Restrito na primeira metade (R1), Restrito na segunda metade (R2) e Restrito durante toda a

gestacdo (RI). Dados expressos como média + EPM e significAncia para p<0,05. * versus C, # versus

R1. n = 8 por grupo.
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5.2.4.2 Consumo alimentar

O consumo alimentar entre as proles foi semelhante durante todo o periodo
avaliado (30° ao 100° dia de vida), com consumo maior na prole R2 apenas oitava

semana apos o desmame.
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Figura 2: Consumo alimentar semanal dos grupos Controle (C), Restrito na primeira metade (R1),
Restrito na segunda metade (R2) e Restrito durante toda a gestacéo (RI). Dados expressos como média

+ EPM e significancia para p<0,05. * versus C. n = 8 por grupo.
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5.2.4.3 AvaliacOes plasmaticas e adiposidade visceral

O Jl nas gestantes promoveu elevacao glicémica e aumento da insulinemia na
prole RI, quando comparada a C. O indice HOMA-IR, por sua vez, foi maior nas proles
R2 e RI vs. C. Nao houve diferenca na trigliceridemia, colesterol total, colesterol LDL,

colesterol HDL e colesterol VLDL. Nao foram verificadas diferencas no tecido adiposo

visceral total, MES, RET e EPI. Dados expressos na tabela 1.

Tabela 1: Perfil bioquimico e adiposidade.

Glicose (mg/dL) 84,5 + 6,02 102,0+£6,17 102,5+6,64 106,5*+6,98
Insulinemia 1,54 + 0,49 2,40 £ 0,30 2,53+0,25 5,62*+ 0,31
Homa IR 1,10+ 0,44 2,67 £0,53 3,11* +0,34 3,92* + 0,42
Trigliceridemia (mg/dL) 148,5+ 14,13 1452+7,88 133,6+5,30 141,8+ 8,03
Colesterol total (mg/dL) 131,8+ 5,04 139,9+5,26 143,1+5,27 140,6+7,99
Colesterol LDL (mg/dL) 54,3+6,31 61,4+4,78 91,2+4,31 64,7 + 6,80
Colesterol HDL (mg/dL) 455+1,31 49,4 +1,90 48,6 + 2,24 45,1 + 3,49
Colesterol VLDL (mg/dL) 32,6 +1,82 29,0+1,58 26,7 +£1,06 28,3+1,61
Mesentérico (g) 1,05 + 0,04 1,14 + 0,07 0,98 + 0,04 1,03 £ 0,05
Retroperitoneal (g) 1,18 + 0,07 1,28+ 0,12 1,06 + 0,05 1,23+ 0,09
Epididimal (g) 1,79+0,11 1,58+ 0,11 1,48 + 0,06 1,65+ 0,10
Adiposidade total (g) 16,24 + 0,95 17,01 +1,18 14,29+0,55 15,80+0,94

Dados expressos como média + EPM e significAncia para p<0,05. * versus C. n = 8 por grupo.
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5.2.4.4 Resposta alimentar a infuséo icv de insulina

A prole C respondeu a inibicdo alimentar induzida pela insulina, todavia, as
proles de mées restritas durante o periodo gestacional ndo responderam ao efeito

anorexigeno da insulina apos 24 horas da infuséo (Figura 3).
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Figura 3: Resposta a infusdo intracerebroventricular de insulina dos grupo Controle (C), Restrito na
primeira metade (R1), Restrito na segunda metade (R2) e Restrito durante toda a gestacéo (RI).
Dados expressos como média + EPM e significancia para p<0,05. * versus salina. n = 8 por grupo.
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5.2.4.5 Teor de fosfo-Akt e a expressdo do RNAm de FoxO 1 no hipotalamo

A prole R1 apresentou maior teor da proteina fosfo-Akt (p-Akt) comparada a R2
e RI, porém nao difeririu do C (Figura 4A). Nao foi observada diferenca na expressao

do fator de transcricdo FoxO 1 entre os grupos (Figura 4B).
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Figura 4: Quantificacéo da fosfo-Akt (A) e expressédo de FoxO 1 (B) hipotalamicos dos grupos Controle
(C), Restrito na primeira metade (R1), Restrito na segunda metade (R2) e Restrito durante toda a
gestacao (RI). Dados expressos como média + EPM e significAncia para p<0,05. # versus R1. n = 6 (p-
Akt); n =9 (FoxO 1). UA — Unidade Arbitréria.
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5.2.5 DISCUSSAO

Verificamos indicios que o JI de ratas gravidas promova alteracdo na acao
periférica e hipotalamica da insulina na prole macho adulta, sugerindo potencial do Ji
na gestacao para determinar programacao metabolica. Os dados do presente trabalho
demandam atencdo em relacdo aos humanos, pois mesmo nao havendo relagéo
direta entre os modelos animal e humano, independentemente de orientacéo
profissional, as gestantes podem realizar o JI por intercorréncia gestacional ou por
desejo de controlar o ganho de massa corporal (EWIJK, 2011; FIASCHI; NELSON-
PIERCY; TATA, 2016).

As pesquisas com programacao metabdlica por restricdo energética relacionam
0 baixo peso ao nascer como preditor de alteracbes metabdlicas futuras (GOTARDO
et al., 2017; MURAMATSU-KATO et al., 2015). Em geral, estudos de programacéao
metabdlica utilizam alimentacdo hipocaldrica na gestacdo com restricdo energética
diaria de 20 a 70% (BRETON, 2013) do consumo dos animais controles.

O JI na gestagdo, por sua vez, ndo promoveu restricio do crescimento
intrauterino, o que o diferencia dos modelos de inducdo de desnutricdo materna e
intrauterina. Possivelmente, o livre acesso a racao, intercalado ao jejum a 60%, foi
determinante para o normal crescimento intrauterino da prole de ratas restritas.

Em consonancia com Muramatsu-Kato e colaboradores (2015), nao foi
identificado excesso de massa corporal na prole adulta que recebeu alimentacéo ad
libitum apdés o desmame. Contudo, estudo aponta que descendentes de maes com
restricdo alimentar de 60% entre o 11,5 e 17,5 dias de gestacdo, ao serem expostos
a alimentacdo hiperlipidica, apresentam prejuizos metabdlicos e maior ganho de
massa corporal que a prole controle com acesso a mesma dieta (HALES; BARKER,
2001). Gluckman e Hanson (2004) sinalizaram a hip6tese da resposta adaptativa
preditiva, que preconiza perfil obesogénico em situacbes de discordancia entre o
ambiente intrauterino restrito no qual a prole foi programada e a abundancia alimentar
na vida extrauterina, evidenciada pela alimentacéo hiperlipidica.

Verificamos que a prole RI, ao final da lactagédo, apresentou maior massa
corporal comparado a C e R1. Este comportamento é conhecido como catch up
growth, e do ponto de vista fisioldgico, o crescimento acelerado no inicio da vida extra
uterina, associa-se aos danos futuros caracteristicos da programacao metabdlica
(ALEXANDRE-GOUABAU et al., 2012).
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Manuel-Apolinar e colaboradores (2014) encontraram resultados semelhantes
ao do presente estudo, ao submeter maes a 50% de restricdo energética na gestacao
nao verificaram diferenca na massa corporal das proles ao nascer. Porém, a retomada
do crescimento extrauterino pela prole de ratas restritas foi maior ao correspondente
controle. Por sua vez, Fernandez-Feijoo e colaboradores (2017) encontraram reducéo
na massa corporal ao nascer na prole de maes restritas a 50% no periodo final da
gestacdo e catch up growth apos lactacdo com livre aceso materno a racao.

De fato, 25 a 63% dos casos de diabetes mellitus tipo 2, hipertenséo arterial
sistémica e doencas cardiovasculares na vida adulta sdo repercussdes consequentes
ao baixo peso ao nascer, combinado ao ganho de peso acelerado da vida neonatal a
adolescéncia (ROSS; DESAI, 2014; BARKER et al., 2002). Claycombe e
colaboradores (2013) referem que a retencdo do consumo proteico materno se
associa ao aumentado numero de células adiposas na prole, bem como maior
hipertrofia no tecido adiposo omental e subcutaneo, além de hiperplasia no ultimo. O
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) pode estar implicado no
desenvolvimento da obesidade e suas comorbidades na prole de mées restritas, mas
ainda sem elucidacéo de como ocorre esta inducao.

Verificamos elevacdo de insulinemia na prole RI e, tanto Rl quanto R2,
apresentaram indice HOMA-IR mais elevado que o C. Este resultado assemelha-se
aos dados encontrados por Portha et al (2011) em que a restricdo energética no
periodo final da gestacdo teve maior repercussdo na insulina plasmatica quando
comparada a restricdo em periodos mais precoces da gestacdo. Embora ainda néo
se tenha elucidado completamente o0 mecanismo, ja esta bem estabelecido que a ma
nutricdo materna propicia a resisténcia insulinica na prole (HALES; BARKER, 2001;
BERENDS; OZANNE, 2012).

Possivelmente, outras perturbacdes associadas a via da insulina seriam
observadas em idades mais avancadas da prole, como o aumento da deposicéo de
tecido adiposo, verificado por Dumortier et al (2017). De fato, a resisténcia a acéo da
insulina correlaciona-se ao desenvolvimento de desordens cardiometabdlicas por
propiciar perfil lipidico plasmatico aterogénico e promover estado pré-trombético e
poo-inflamatdrio (PATEL; ABATE, 2013).

Palou e colaboradores (2010) constataram consumo excessivo de racao na
prole tratada a partir do 56° dia de vida. Porém, esse estudo aplicou restricao

energética continua de 20% na primeira metade da gestacdo. Verificamos discreto
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episodio de hiperfagia na prole, é possivel que, a embora o Jl na gestacédo tenha sido
capaz de induzir programacdo metabdlica, ele colabore para prejuizos menos
intensos, visto a possibilidade de compensacao alimentar materna nos dias de livre
acesso a ragao.

A inibicdo da acéo anorexigena da insulina, constatada apoés infusao icv, indica
rompimento da homeostase energética e explica, em parte, episédios de hiperfagia.
Ademais, evidéncias confirmam que a restricdo energética materna afeta outras vias
de controle do consumo alimentar no SNC da prole. Foram encontradas altera¢des na
expressao de receptores de serotonina, leptina e dopamina no hipotalamo da prole
macho adulta de ratas restritas a 50% durante a Ultima semana de gestacao
(MANUEL-APOLINAR et al., 2014), bem como reduc¢éo de sensibilidade a leptina na
prole fémea aos 21 dias de vida, aumentando a hiperfagia e diminuindo o gasto
energético (SHIN et al., 2012).

Estes eventos podem decorrer de comprometimentos da neurogénese, que em
ratos se inicia na segunda metade da gestacdo, sendo entre 0 12° e o 16° dias os
quais ocorre a formacao majoritaria de células neurais no nacleo ARC do hipotalamo
(RALEVSKI; HORVATH, 2015). Embora na lactacdo ainda ocorra formacdo de
circuitos neurais (ISHII; BOURET, 2012; ELSON; SIMERLY, 2015), possiveis
prejuizos programados no crescimento intrauterino podem comprometer a
homeostase energética na vida adulta.

Buscando relacionar a inibicdo da acao central da insulina na prole de mées
restritas com prejuizos na acdo da insulina, avaliamos o teor hipotalamico da proteina
Akt fosforilada e a expressédo do fator de transcricdo FoxO 1. O grupo R1 apresentou
elevado teor de p-Akt comparado com R2 e RI, e essas alteragcbes podem ter
relevancia fisiolégica, visto que em situacdo de jejum espera-se menores
concentracbes de p-Akt. Dada a incapacidade de todos o0s grupos tratados
responderem a infusdo ICV de insulina e aos diferentes periodos de privacao
alimentar, podemos inferir que pode haver sinalizag&o irregular da via, dependente do
periodo ao qual a mae foi exposta ao jejum, levando-se em consideracdo as etapas
de desenvolvimento neuronal afetadas (ELSON; SIMERLY, 2015)

Fukami e colaboradores (2012) encontraram, aos dez meses de vida, de prole
de maes restritas a 50% a partir do décimo dia de gestacéo, reducao de Akt e p-Akt

no hipotalamo de animais recém alimentados. Este fato pode implicar em reducéo da
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saciedade promovida pela insulina no SNC e indicar comprometimento da via em
guestao em virtude da alimentacdo materna.

Alteracbes nos teores de p-Akt sugerem comprometimento da sinalizacéo
hipotalamica de insulina, este resultado, porém, parece nao ter contribuido para a
modulacdo da expressdao do RNAmM de FoxO 1. Ressalta-se que a expressao génica
do FoxO 1 nado implica nos teores neuronais do mesmo. De forma que pode haver
comprometimento deste componente ndo verificado pelas analises realizadas neste
estudo.

Por sua vez, Sadagurski e colaboradores (2015) expuseram camundongos a
super ninhada, modelo de limitacdo de consumo alimentar na lactacao, e verificaram
a distribuicdo de FoxO 1 no nucleo e no citoplasma de neurénios do ARC destes
animais aos seis meses. Antes de receberem tratamento com insulina, 50-60% do
FoxO 1 encontrava-se no nucleo neuronal, apés infusdo do horménio houve reducéo
para 30%, comportamento semelhante ao exibido por animais controle. Os autores
concluiram que a super ninhada nao foi capaz de interferir na sinalizagdo da insulina
hipotalamica.

Verificamos que o JI na gestacao de ratas pode determinar prejuizos na prole.
Entretanto, estes sdo dependentes do periodo da gestacao no qual ocorre a restricao.
As proles submetida ao JI na segunda metade e ao longo de toda a gestacéo
apresentaram alteracfes metabdlicas mais intensas. Além de crescimento acelerado
durante a lactacdo, verificamos hiperfagia, alteracées na insulinemia, HOMA-IR e
possivel prejuizo da acdo da insulina hipotalamica devido a redug¢do na resposta
alimentar induzida pela insulina. Essas alteracées prenunciam prejuizos metabdlicos
peculiares a programacao fetal e sugere conducdo da prole a comportamento
obesogénico na vida adulta tardia.
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CONCLUSAO

O JI em dias alternados induziu episédios de hiperfagia em fémeas Wistar
prenhas nos dias de livre acesso ao consumo de racgéo.

Fémeas submetidas ao JI durante a gestacéo, seguida de livre acesso a racao
na lactacdo, evidenciaram aumento da deposicao de tecido adiposo visceral
total.

A prole macho, descendente de fémeas Wistar expostas ao JlI durante a
gestacdo, apresentou elevacdo plasmatica de insulina e resisténcia a acao
periférica do horménio na vida adulta jovem.

A resposta anorexigena da insulina no hipotalamo foi comprometida na prole
macho na vida adulta jovem.

O JI em dias alternados induziu a programacdo metabdlica na prole macho.
Aos 100 dias de vida ja sdo observadas alteracdes fisioldgicas pré-obesidade

nestes animais.
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