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RESUMO

SILVA, Nayara Peixoto. Bromocriptina na lactacédo atenua os efeitos deletérios do desmame
precoce. 2015. 115f. Tese (Doutorado em Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Como o desmame precoce (DP) nao-farmacoldgico programa para a obesidade,
microesteatose hepatica e estresse oxidativo, e o DP farmacologico (com bromocriptina)
também causa obesidade, objetivamos: (1) verificar o status redox e funcdo hepatica no DP
farmacologico. Sendo a bromocriptina um interferente na homeostase glicémica,
hipotetizamos sua a¢do na programacdo do DP ndo-farmacoldgico e objetivamos: (2) avaliar
sua interferéncia na programacdo através da sua aplicacdo nas proles de DP ndo-
farmacoldgico; (3) avaliar os efeitos a longo prazo deste tratamento neonatal em diferentes
dietas. Experimento 1: ratas lactantes foram divididas em 2 grupos: DP (BROMO): maes
tratadas via i.p. com 1mg/dia de bromocriptina nos 3 ultimos dias de lactacdo; Controle (C):
mées tratadas com solucdo veiculo. As proles foram avaliadas aos 90 e 180 dias de vida (P90
e P180) com teste t-Student (P<0,05). Experimento 2: ratas lactantes foram dividas em 2
grupos: DP ndo-farmacolégico (DP): mdes com bandagem adesiva no corpo, impedindo o
aleitamento, nos Gltimos 3 dias de lactagdo; Controle (C): filhotes mamando livremente. Estas
proles foram subdividas de acordo com o tratamento. (DP/BRO e C/BRO): proles recebendo
bromocriptina via i.p. (4mg/kg/dia) nos ultimos 3 dias de lactacdo; (DP e C): proles
recebendo solucgdo veiculo. Os grupos foram analisados em P120. Em P130 estas proles foram
subdivididas de acordo com a dieta, compondo 8 grupos experimentais (C; C/BRO; DP e
DP/BRO - racdo padrdo e C-HF; C/BRO-HF; DP-HF e DP/BRO-HF - racao hiperlipidica -
45% Kcal de lipideos) sendo acompanhados até P200 e analisados através de two-way
ANOVA com pos-teste de Bonferroni, one-way ANOVA com pds-teste de Newman-Keuls e
teste t-Student (P<0,05). No experimento 1: o DP promoveu maior adiposidade visceral e
dislipidemia. Em P90, animais BROMO apresentaram intolerancia a glicose,
normoinsulinemia, superexpressdo hepatica de sirtuina-1 (SIRT-1), aumento da atividade da
superdxido dismutase (SOD) no plasma e figado e da glutationa peroxidase (GPx) hepatica
levando a uma reducdo hepética de malondialdeido (MDA). J& em P180 constatamos
resisténcia insulinica, maior atividade de GPx plasméatica e SOD e catalase no figado
promovendo reducdo de MDA em ambos os tecidos e prevenindo a esteatose hepética no
grupo BROMO, apesar do declinio de SIRT-1. Experimento 2: a bromocriptina intensifica a
perda de peso ao desmame. Em P120 observamos uma intolerancia a glicose no C/BRO e
uma hipertrofia de adipécitos no DP. J& em P200 o DP apresenta maior adiposidade,
hiperleptinemia, hipertrofia de adipdcitos e aumento de triglicerideo hepatico, condicbes
estas, prevenidas pela bromocriptina somente quando associada ao consumo de dieta padrao.
Sendo assim, confirmamos os efeitos deletérios do DP e verificamos o potencial terapéutico
da bromocriptina, prevenindo o ganho de peso corporal, a adiposidade e a leptinemia
colaborando com a prevencéo do tecido hepatico, desde que associado a um padréo dietético
adequado.

Palavras-chave: Desmame precoce. Obesidade. Estresse oxidativo. Figado. Bromocriptina.



ABSTRACT

SILVA, Nayara Peixoto. Bromocriptine at lactation attenuates the deleterious effects of early
weaning . 2015. 115f. Tese (Doutorado em Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

As non-pharmacological early weaning (EW) programs to obesity, liver microsteatosis
and oxidative stress in adulthood, and the pharmacological EW (with bromocriptine), also
cause obesity we aim to: (1) verify the redox status and hepatic function in the
pharmacological EW. As bromocriptine has effects on glucose homeostasis, we hypothesized
that it could interfere with the programming of non-pharmacological EW and to test it we
aimed: (2) to evaluate the interference of this drug in programming through its application in
the offspring non-pharmacological EW; (3) to evaluate the long-term effects of treatment of a
hyperlipidic diet. Experiment 1: lactating rats were divided into 2 groups: EW (BROMO) in
which the mothers were treated i.p. with 1 mg/day of bromocriptine in the last 3 days of
lactation; Control (C) whose mothers received similar treatment with vehicle solution. The
offspring were evaluated at 90 and 180 days old (P90 and P180). The differences were
analyzed through Student's t-test (P<0.05). Experiment 2: lactating rats were divided into 2
groups: non-pharmacological EW (EW) whose mothers received an adhesive bandage around
the body to prevent access of pups to milk the last 3 days of lactation; Control (C) whose pups
suckled freely. Thus the offspring of both groups were subdivided according to treatment:
offspring that received bromocriptine (i.p. 4 mg/kg/day) on the last 3 days of lactation
(EW/BRO and C/BRO); offspring receiving vehicle solution (EW and C). The groups were
analyzed at P120. At P130 the offspring were subdivided according to the diet, constituting 8
experimental groups (C; C/BRO, EW and EW/BRO - standard chow and C-HF; C/BRO-
HF, EW-HF and EW/BRO-HF - high-fat diet - 45% Kcal from lipid). The animals were
followed until P200 and analyzed by two-way ANOVA with Bonferroni post-test, one-way
ANOVA with Newman-Keuls post-test and Student's t-test (P<0.05). Experiment 1: we
verified that the EW promoted greater visceral adiposity and dyslipidemia. At P90, BROMO
offspring showed glucose intolerance, normoinsulinemia, overexpression of sirtuin-1 (SIRT-
1) in the liver, increased activity of superoxide dismutase (SOD) in plasma and liver and liver
glutathione peroxidase (GPx) leading to a reduced malondialdehyde (MDA) in the liver. At
P180 we observed an insulin resistance, higher GPx activity in the plasma and SOD and
catalase in the liver, promoting therefore, a reduction of MDA in both tissues and preventing
the onset of hepatic steatosis in the BROMO offspring, despite the decline of SIRT-1
expression. Experiment 2: The bromocriptine enhances weight loss at the end of lactation. At
P120 only observed a glucose intolerance in C/BRO and adipocyte hypertrophy in the EW.
At P200 evidenced in the EW group, greater adiposity, hyperleptinaemia, adipocyte
hypertrophy, and increased hepatic triglyceride. These changes were prevented with
bromocriptine when associated with standard chow. We confirm the deleterious effects of EW
and verify the therapeutic potential of bromocriptine, preventing the weight gain, adiposity
and hyperleptinemia, contributing therefore, with the prevention of damage to liver tissue,
when associated with an adequate dietary pattern.

Keywords: Early weaning. Obesity. Oxidative stress. Liver. Bromocriptine.
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INTRODUCAO

Estudos epidemioldgicos mostram que um ambiente intrauterino adverso, assim como
a exposicdo da vida pos-natal a uma dieta inadequada, estdo fortemente relacionados com
maior probabilidade de obesidade ao longo da vida (Metges, 2009). Estas relagdes embasam o
conceito de “programagdo metabolica” (ou plasticidade ontogenética), no qual certas
condicgdes, que marcam (imprinting) de forma epigenética, durante os periodos criticos de
desenvolvimento, resultam em respostas de longa duragdo (Lucas, 1991; Gluckman &
Hanson, 2007) gerando profundas alteracdes fisioldgicas que podem melhor adaptar o animal
ao seu meio ou em caso de mudancas drasticas nas condicGes iniciais estabelecidas,
desencadear severas disfuncBes tais como: hipertensdo arterial sistémica, desordens
cardiovasculares (Wu et al., 2009), danos hepéticos (microesteatose), resisténcia insulinica
(Trevenzoli et al., 2010) entre outras doencas, em seres humanos e animais (Yang et al., 2013,
Algostoni et al., 2013, Garcia et al., 2011).

Ja ha alguns anos, diferentes dados vém alertando o fato de que criangas submetidas a
um menor tempo de aleitamento materno apresentam maior ganho de peso na infancia
configurando-se, portanto, como um importante fator de risco para obesidade e doencas
cronicas na idade adulta (Sloan et al., 2008). Com o intuito de compreender 0s mecanismos
destas alteracdes decorrentes da programacao, diferentes estudos experimentais vém sendo
desenvolvidos, onde ja foram identificadas modificacBes na pressdo sanguinea, lipideos
séricos, insulina e leptina plasméatica em animais precocemente desmamados e alimentados
com dieta hiperlipidica (Wang et al., 2005). Adicionalmente, pesquisadores pernambucanos
demonstraram que ratos submetidos ao desmame precoce apresentam uma preferéncia
alimentar para dietas com um maior teor lipidico, bem como, uma hiperfagia para este tipo de
dieta mais palatavel (dos Santos Oliveira et al., 2011).

Em nosso laboratério demonstramos que o desmame precoce em roedores pode ser
induzido farmacologicamente através do uso de bromocriptina, um agonista dopaminérgico
inibidor de prolactina, que leva a uma hipoprolactinemia materna com consequente
diminuicdo da producdo de leite. Esta manipulacdo promove uma discreta desnutricdo
neonatal dos filhotes que pode contribuir para programa-los no desenvolvimento de obesidade
central, dislipidemia e resisténcia insulinica, parametros caracteristicos da sindrome
metabolica (Bonomo et al., 2007, de Moura et al., 2009), além de hipotireoidismo (Bonomo et
al., 2008).
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Hoje, os estudos vém determinando uma intrinseca relacdo entre a obesidade/sindrome
metabdlica e as doencgas hepéticas. Sabe-se que um conjunto de disfun¢fes no metabolismo,
promove uma série de alteracGes na homeostasia da glicose e metabolismo lipidico, bem
como, sdo capazes de aumentar o estresse oxidativo tecidual que acarretam a progressao
destas doencas cronicas (Marseglia et al., 2014; Matsuda & Shimomura, 2013).

Por conseguinte, o presente estudo tem por objetivo averiguar o papel do status redox
sobre as possiveis alteracbes hepaticas e 0s mecanismos que estejam relacionados as
alteracdes na homeostase glicidica, em diferentes idades, no modelo de ratos programados
pelo desmame precoce farmacoldgico. Ademais, serdo avaliados os possiveis efeitos do uso
direto da bromocriptina na prole lactente, avaliando-se animais programados por desmame
precoce ndo-farmacologico e submetidos a diferentes condi¢bes dietéticas na idade adulta.
Sendo assim, analises de tecidos-alvos, como figado e tecido adiposo, quanto aos parametros
de status redox (principalmente em tecido hepatico), sensibilidade insulinica e anélises

histoldgicas foram avaliadas em ambos protocolos experimentais.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Aleitamento materno

No intuito de abordar e promover modos de vida mais saudaveis a populacdo, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), juntamente como o Ministério da Saude do Brasil,
recomendam que criancas sejam amamentadas exclusivamente com leite materno até os seis
meses de idade. Posteriormente, segue-se uma adequada alimentacdo complementar sem, no
entanto, descontinuar o aleitamento materno até pelo menos a idade de 2 anos (Ministério da
Saude, 2002). Sendo assim, salvo aquelas situacdes onde se devem evitar a transmissao
vertical de doengas como HIV/Aids, a amamentacdo é uma pratica que deve ser estimulada.

Em uma revisdo sistematica sugere-se que a amamentacdo exclusiva ao seio materno,
sem a adicdo de qualquer outro alimento ou liquido, por 6 meses possui maiores vantagens
guando comparado ao aleitamento exclusivo somente pelo periodo de 3-4 meses seguido de
alimentacdo complementar. Tais beneficios caracterizam-se por menor risco de infeccéo
gastrointestinal e doencas alérgicas para o lactente; além da aceleragdo da perda de peso apos
0 nascimento e retorno tardio de periodos menstruais para a nutriz (Kramer et al., 2012).

Ainda de acordo com duas importantes meta-analises, da OMS e da Agency for
Healthcare Research and Quality (AHRQ), os efeitos a longo prazo (adolescéncia e idade
adulta) do aleitamento aos lactentes sdo caracterizados pela diminuicdo da pressao arterial
sistolica e diastolica, diminuicdo de colesterol total, maior probabilidade de melhora da
capacidade cognitiva e menor risco de obesidade (reducdo de 22%) e diabetes mellitus do tipo
Il (DM) (reducdo de 47%). Ademais, encontrou-se uma relacdo proporcional entre a
diminuicdo do risco de obesidade e a duracdo do aleitamento materno até aos nove meses de
idade, onde cada més adicional associa-se a uma reducdo de 4% neste risco (Taveras et al.,
2004, Horta et al., 2007, Sandes et al., 2007).

Tais efeitos benéficos podem ser resultantes da composicdo do leite materno
diferenciada, que se caracteriza por apresentar menor contetudo proteico (leites artificiais
geralmente sdo mais hiperproteicos) (Yang et al., 2013), de sddio e valor energético quando
comparados as formulas artificiais. Ademais, o leite materno possui uma estratificacdo
lipidica especifica que favorece aos acidos graxos de cadeia longa, € um maior contetdo de

colesterol que, em conjunto, podem promover melhores respostas através da modulacdo da
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HMG-CoA redutase, uma enzima envolvida na biossintese do colesterol (Taveras et al.,
2004).

Somado as qualidades nutricionais supracitadas, o leite materno também é capaz de
fornecer importantes componentes bioativos como os fatores de crescimento, enzimas,
citocinas e horménios, tais como: leptina, insulina, adiponectina e grelina, reconhecidos pela
acdo em vias neuroendocrinas capazes de modular o peso corporal, tornando-se, portanto,
possiveis fatores de imprinting na programacao nutricional (Ucar et al., 2000, Salvino et al.,
2009, Schueler et al., 2013). Quanto a desregulacdo da ingestdo alimentar ressalta-se que
bebés alimentados com mamadeira podem apresentar uma falta de auto-regulacdo que
propicia um maior consumo energético (Yang et al., 2013).

Apesar dos inumeros beneficios estabelecidos pelo aleitamento materno, dados
mundiais demonstram que a prevaléncia do aleitamento materno exclusivo ainda é baixa, com
menos de 40% das criangas com menos de seis meses em aleitamento exclusivo (WHO,
2012). No Brasil, desde a década de 80, inUmeras estratégias que compdem o Programa
Nacional de Incentivo ao Aleitamento Materno, vém sendo desenvolvidas para estimular a
amamentacdo, como: a capacitacao de recursos humanos, apoio aos Hospitais Amigos da
Crianga, produgéo e vigilancia das normas nacionais de comercializagdo de alimentos infantis,
campanhas nos meios de comunicagdo e apoio a criacdo de bancos de leite humano, entre
outras (Ministério da Saude, 2005). Adicionalmente, em 3 de janeiro de 2006 criou-se uma lei
que regulamenta a comercializacdo e 0 uso de alimentos, mamadeiras, bicos e chupetas para
lactentes e criancas de primeira infancia, incentivando a amamentacdo exclusiva nos seis
primeiros meses de vida (Lei n° 11.265). Em 9 de setembro de 2008 uma nova lei prorroga
por mais 60 dias a duracdo da licenca maternidade, que até entdo era de apenas 4 meses,
determinada no inciso XVIII do caput do art. 7° da Constituicdo Federal, tornando assim, o
tempo de licenca maternidade condizente com as diretrizes da OMS (Lei n°® 11.770). De
acordo com as estatisticas nacionais, todas estas medidas proporcionaram um aumento no
tempo médio de amamentacéo e, por conseguinte, o indice de aleitamento materno exclusivo
de criangas com menos de 4 meses, passou de 35% em 1999 para 52% em 2008 (Portal
Brasil, 2011).

Contrapondo-se a todas as evidéncias discutidas até entdo, a literatura também expde
resultados que ndo conseguem evidenciar os efeitos da amamentacdo (seja o tempo total ou a
duracdo da amamentagdo exclusiva) com a adiposidade em criangas (Vafa et al., 2012). No
entanto, devemos ressaltar a limitagdo dos estudos observacionais onde diferentes fatores

podem confundir a interpretacdo dos dados fazendo com que estes ndo sejam tdo bem
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controlados (Gillman et al., 2007). Estudos para o acompanhamento a longo prazo sé&o
necessarios para avaliar a relacdo de causalidade da programacdo porém, seus custos
representam uma grande barreira para sua realizacdo, assim como, o tamanho da amostra a ser
avaliada. Todavia, mais ensaios randomizados devem ser realizados, principalmente, em
paises em desenvolvimento onde fatores socioecondmicos, comportamento alimentar, estilo
de vida e 0 baixo peso ao nascimento devem ser analisados, pois a generalizacdo de resultados

pode resultar em discrepancias entre os estudos (Yang et al., 2013).

1.2 Programacao / Plasticidade ontogenética

A obesidade, hoje reconhecida como um dos maiores problemas de salude publica
mundial, tornou-se uma fonte importante de estudos no intuito de se obter as medidas
terapéuticas mais eficazes. Entretanto, cabe ressaltar que a busca pelos novos recursos tornou-
se cada vez mais complexa, a medida que os pesquisadores se deparam com uma sindrome de
causas multifatoriais, incluindo fatores genéticos, estilo de vida e alteracGes epigenéticas
decorrente de fatores adversos ocorridos em periodos criticos de desenvolvimento.

O conceito de que um ambiente intrauterino e/ou a exposi¢do da vida pds-natal a
condicdes inadequadas resultam em respostas fisiolégicas permanentes (Lucas, 2000) data de
estudos ocorridos desde a década de 70. Ginter DoOrner, um pioneiro nos estudos da
neuroendocrinologia, desenvolveu um conceito etioldgico da epigenética na programacéo
perinatal pautado, principalmente, nas funcGes de hormdnios que atuariam como criticos
efetores enddgenos responsaveis por inimeros mecanismos de desenvolvimento (Dorner,
1974). Um dos mais importantes estudos observacionais foi publicado em 1976, no New
England Journal of Medicine, por Ravelli, Zena Stein e Mervyn Susser que investigaram 0S
efeitos da escassez alimentar durante o periodo histérico conhecido como “Fome do Inverno
Holandés” durante a II Guerra Mundial. Neste trabalho, os autores evidenciaram os efeitos da
nutricdo materna durante a gestacdo e a lactagcdo sobre o peso corporal dos seus filhos quando
do alistamento militar aos 19 anos de idade. Se a desnutrigdo ocorreu no ultimo trimestre da
gestacdo ou durante a lactacdo, eles apresentavam menor probabilidade de serem obesos,
porém se tivesse ocorrido na primeira metade da gestacao, eles apresentavam maior risco de
obesidade (Ravelli et al., 1976). Posteriormente, na década de 80, estudos retrospectivos

realizados na Inglaterra corroboram o conceito de programacdo. Através de um estudo
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publicado em 1986, o epidemiologista inglés David Barker e seus colaboradores, constataram
uma forte associacdo entre o baixo peso ao nascimento e a ocorréncia de doenca cardiaca
isquémica na idade adulta (Barker et al., 1986).

Hoje, referimo-nos ao termo “plasticidade ontogenética” como um substituto a
programacdo. Neste novo conceito tem-se estabelecida uma ideia mais probabilistica deste
fendmeno, em detrimento de um carater deterministico como vinha sendo empregado. Sabe-se
que a base molecular da programacdo estd relacionada a alteracdes epigenéticas do DNA,
como por exemplo, acetilagdo de histonas e a metilacdo de DNA, que modificam a taxa de
transcricdo de genes especificos sem alterar a sua sequencia. Portanto, conceitualmente, a
“plasticidade no desenvolvimento” consiste na habilidade que um simples genotipo tem de
produzir mais de uma forma alternativa de estrutura, estado fisiolégico e comportamento em
resposta a condi¢des ambientais (Gluckman & Hanson, 2007).

Dentre os fatores de imprinting, destacam-se a nutricdo, horménios e estimulos
ambientais (de Moura et al., 2008). Nosso laboratdrio possui uma vasta experiéncia na
identificacdo destes fatores, especialmente na lactacdo. Em diferentes modelos experimentais
observou-se a atuacdo de diferentes agentes durante a lactacdo, sejam eles: nutricionais,
representados pela restricdo proteica (Fagundes et al., 2007, Lisboa et al., 2012), desmame
precoce sem uso de farmaco ou separacdo materna (Lima et al., 2011, Franco et al., 2013,
Nobre et al., 2012, Younes-Rapozo et al., 2012, Lima et al., 2013), supernutri¢cdo por reducao
da ninhada (Conceicdo et al., 2013 a,b) e utilizacdo de alimentos funcionais, como a linhaca
(Figueiredo et al., 2012, Troina et. al, 2012); enddcrinos, como hiperleptinemia neonatal
(Trevenzoli et al., 2007, Fraga-Marques et al., 2010); e ambientais, como exposi¢do ambiental
a fumaca do cigarro e do uso da nicotina isolada (Oliveira et al., 2011; Santos-Silva et al.,
2012).

1.3 Programacéao pelo desmame precoce — Modelos experimentais

No intuito de mimetizarmos o que ocorre com seres humanos, diferentes modelos
experimentais sdo propostos pela literatura, e em alguns destes, podemos encontrar limitacdes
pontuais sem, no entanto, comprometer a validacao dos estudos.

Um possivel protocolo experimental de desmame precoce pode ser realizado através
da simples privagdo do contato materno. Neste modelo de desmame precoce podemos

confirmar a importancia da ingestdo do leite materno mesmo em periodos precoces da
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lactacdo (P15). Foi demonstrado que animais submetidos a privacdo do leite materno
apresentam uma superexpressdo de NPY (um peptideo orexigénico) no ndcleo arqueado
(ARC) hipotalamico e reducéo de leptina plasmatica, condicdes estas, que foram revertidas
pela infusdo intragastrica de leite, mas que ndo foram sustentadas pela infusao intragastrica de
agua (Kowalski et al., 2002). Tais achados demonstram a importancia do leite neste modelo
de programacéo decorrente da privacdo materna, ndo se resumindo somente a condicdo de
estresse da prole, apesar desta condicédo, se configurar como o maior viés deste tipo de modelo
experimental.

Em seres humanos se utiliza a supresséo da producéo lactea, com a bromocriptina, em
determinadas situacdes, tais como hiperprolactinemia (Mirkou et al., 2012). Assim, nosso
laboratdrio desenvolveu um modelo diferente de desmame precoce baseado no tratamento
materno com bromocriptina, sem que precisasse haver a privacdo materna, reduzindo o grau
de estresse da prole.

Sabe-se que roedores programados desta forma, apresentam alteragdes aos 21 dias de
vida condizentes com o imprinting do metabolismo. Ao desmame, animais cujas maes
receberam, nos ultimos 3 dias da lactacdo, 2 doses de 1 mg de bromocriptina ao dia,
apresentam uma desnutricdo neonatal acompanhada de hiperleptinemia, gracas a maior
transferéncia deste horménio pelo leite materno, mesmo diante de uma produc¢éo diminuida de
leite. Consequentemente, os resultados demonstraram uma clara evidencia sobre o papel da
prolactina na modulacdo da concentracdo de leptina no soro da prole, tornando-a um
importante sinalizador do estado nutricional materno para os filhotes através do leite
(Bonomo et al., 2005). Tais acontecimentos durante este periodo do desenvolvimento geram
alteracdes na idade adulta que caracterizam o efeito da programacéo (tabela 1).
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Tabela 1 - Efeitos da programacao por desmame precoce pelo uso de bromocriptina materna
(2 mg por dia), em ratos machos aos 180 dias de vida

Maior massa corporal, maior adiposidade visceral
Bonomo et al., 2007 e hiperleptinemia associada a resisténcia ao efeito

anorexigénico da leptina.

Hipofuncéo tireoidiana, decorrente de uma
Bonomo et al., 2008 alteracdo central que promove a diminuicdo da

secrecdo de TRH e TSH.

Hiperglicemia,  dislipidemia, elevacdo de

corticosterona e catecolamina,
de Moura et al., 2009

hipoadiponectinemia, hipoprolactinemia e

resisténcia insulinica.

Menor peso renal, glomeruloesclerose e fibrose
Passos et al., 2011 peritubular associada a menor clearance de

creatinina e hipercalemia.

Aumento da ansiedade e déficit de memobria e
Fraga et al., 2011
aprendizado.

Aumento da expressao de NPY (ntcleo arqueado -
Younes-Rapozo et al., 2015 ARC e paraventricular - PVN) e inflamacdo

hipotalamica.

Também ja foi descrito pelo nosso grupo, um modelo diferente de desmame precoce
através do uso de uma faixa adesiva no corpo da méde (ou seja, ndo-farmacoldgico). Este
recurso impede que os filhotes mamem, formando uma barreira fisica e obrigando os filhotes
a consumirem racdo padrdo a partir do 17° - 18° dia de vida pds-natal, sem que ocorra
privacdo materna. Tal manipulagdo resulta em modificagbes precoces nos filhotes machos
representadas por diminuicdo de massa corporal (MC), comprimento naso-anal (CNA),
percentual de gordura total, hipoleptinemia, hipoglicemia e hipoinsulinemia aos 21 dias de

vida. Entretanto, na idade adulta, os animais desmamados precocemente apresentam aumento
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de MC, hiperfagia, resisténcia insulinica, hipertrigliceridemia e alteracdo da via de sinalizago
da leptina, sugerindo uma resisténcia central a este hormonio (Lima et al., 2011), capaz de
promover uma disfuncédo de neuropeptideos hipotalamicos representada por aumento de NPY
e reducdo de CART (um peptideo anorexigénico) no ndcleo paraventricular (PVN) (Younes-
Rapozo et al., 2012).

1.4 Bromocriptina

A bromocriptina é um farmaco pertencente a classe dos agonistas dos receptores da
dopamina, derivados da ergolina (agonista do receptor D2), capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica (Friis et al., 1979). Seus efeitos sdo mediados via recomposi¢do do tonus
dopaminérgico e simpético no sistema nervoso central (Cincotta, 2002), além de promover
uma alteracao nos niveis de neurotransmissores monoamina no hipotalamo, exercendo assim,
efeitos significativos sobre a glicemia e o metabolismo lipidico (Defronzo, 2011).

Sob a apresentacdo de mesilato de bromocriptina, esta droga vem sendo apontada
como a mais nova aposta terapéutica para o tratamento de pacientes portadores de diabetes
(sem o uso de insulino-terapia) e com ineficiente controle glicémico. Através do nome
comercial Cycloset® a agéncia americana Food and Drug Administration (FDA) aprovou
desde 2009 a sua prescricdo aos seres humanos como um tratamento co-adjuvante ao diabetes
mellitus do tipo Il em conjunto com o controle dietético e prética de atividades fisicas
(Yogendra, 2010; Quianzon & Cheikh, 2012).

A diferenca que existe nesta nova formulacdo para a ja conhecida férmula de mesilato
de bromocriptina denominada Parlodel® se baseia no pico de liberacdo, caracterizada por
uma rapida liberacdo na versdo Cycloset® o que justificaria uma melhor resposta nas
alteracdes glicémicas dos pacientes diabéticos principalmente no periodo matinal. Acredita-se
gue estes pacientes amanhecem com um decréscimo do ténus dopaminérgico, podendo entédo,
ser rapidamente corrigidos pelo uso da medicag&o até duas horas apos o despertar (Defronzo,
2011; Weiland & Hilaire, 2013).

A bromocriptina ja se mostrou um farmaco favorével ao tratamento de algumas
disfuncGes, ndo somente na homeostase glicémica, decorrentes da obesidade inclusive nos
estudos experimentais. Roedores submetidos a obesidade induzida por dieta apresentam

melhora da tolerancia a glicose, da esteatose hepética e do estresse oxidativo mitocondrial,
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quando tratados com bromocriptina (10mg/Kg de peso corporal, intraperitonealmente, por 4
semanas). Os pesquisadores acreditam que tais resultados s&o decorrentes da atividade
agonista da bromocriptina nos receptores dopaminérgicos D2, que promovem uma diminui¢do
da ingestdo alimentar e aumento da atividade locomotora desencadeando assim, uma série de
alteracbes metabdlicas favoraveis (Davis et al., 2006).

Recentemente foi mostrado que o tratamento com bromocriptina por 6 semanas, na
dose de 10mg por Kg de peso corporal, reduziu as complicacdes cardiovasculares associadas
a sindrome metabolica em ratos alimentados com dieta rica em frutose. O tratamento cronico
reduziu o ganho de peso, melhorou a glicemia, o perfil lipidico, a insulinemia e a pressdo
sanguinea (através da melhora na resposta relaxante a acetilcolina na aorta e reduzida resposta
pressora da adrenalina, noradrenalina e fenilefrina) demonstrando uma protecdo as

modificacdes degenerativas e de hipertrofia do miocardio (Nade et al., 2012).

1.5 Mecanismo de resisténcia insulinica (RI) e atuacao do status redox no tecido hepatico

Hoje, a doenca ndo alcoodlica do figado gorduroso (NAFLD) vem ganhando cada vez
mais relevancia devido a sua forte associacdo com a obesidade e DM (Buqué et al., 2008),
sendo considerada a tempos como uma manifestacdo hepéatica da sindrome metabodlica
(Reaven, 1999). A NAFLD pode progredir desde uma simples esteatose a uma esteatohepatite
e cirrose, mostrando que a NAFLD nem sempre pode ser encarada como uma desordem
benigna (Dima et al., 2012). Sua patogénese envolve multiplos processos dentre os quais a RI,
estresse oxidativo, apoptose e liberacdo de citocinas (Kim et al., 2008).

Todavia, cabe ressaltar que mais do que a obesidade por si, devemos considerar como
um agravo a diferenciacdo do compartimento corporal, caracterizado, principalmente, pelo
acumulo de gordura visceral. Estudo em seres humanos realizados com tomografia
computadorizada conclui que o acumulo ectépico de gordura no figado relaciona-se
grandemente com a gordura abdominal em detrimento da gordura subcutanea (Jang et al.,
2011).

Do ponto de vista fisioldgico a gordura é fornecida para o figado a partir de trés
fontes: dieta, lipolise do tecido adiposo, e do mecanismo de lipogenesis de novo (figura 1).

Portanto, a homeostase de lipideos no figado resulta de um bom equilibrio entre o
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fornecimento de gordura, a sua utilizacdo, quer por esterificagdo ou oxidacdo, e pela
exportacdo dos lipideos a demais tecidos (Matherly et al., 2012).

Figura 1 - Metabolismo hepatico de lipideos

VLDL

Mitochondrial B-oxidation
Peroxisomal B-oxidation
ER w-oxidation

Fonte: Matherly et. al, 2012.

Uma justificativa plausivel que pode nortear a existéncia da relagdo entre NAFLD -
obesidade - DM passa pelo mecanismo de RI. Afinal, a obesidade é uma condi¢do metabdlica
capaz de promover uma intensa liberacdo de mediadores inflamatérios acarretando, portanto,
na instalagdo da inflamacéo propriamente dita e, consequentemente, um estado de RI em
tecidos-alvos como: o tecido adiposo, figado e musculo esquelético (figura 2), levando a uma

série de disfuncgdes a nivel tecidual (Olefsky et al., 2010).
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Figura 2 - Alteracdes nos tecidos-alvos da insulina em quadros de obesidade e suas
consequéncias sistémicas
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Fonte: Olefsky et al., 2010.

Neste caso a resisténcia a a¢do da insulina caracteriza-se como uma altera¢éo chave no
surgimento do DM, uma vez que a instalagdo deste quadro ja ocorre mesmo nos estados pré-
diabéticos. Na presenca de RI tem-se uma superproducdo do horménio pelas células beta
pancreaticas, levando a uma hiperinsulinemia compensatoria capaz, inclusive, de sobrepor-se
aos efeitos da resisténcia, tornando a tolerancia a glicose relativamente normal. Em individuos
que desenvolvem a DM observa-se uma falha neste mecanismo compensatorio, resultante de
uma exaustdo das células beta na producdo de insulina, desencadeando uma piora da

tolerancia a glicose e evolucéo fisiopatoldgica (Dabelea et al., 2004).
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Inicialmente, a literatura abordava a doenga hepatica como uma alteracdo
condicionada a RI (figura 3), onde mais tardiamente passavamos a observar o aumento do
estresse oxidativo (EQ) e os consecutivos mecanismos de inflamacéo e apoptose (Buqué et
al., 2008).

Figura 3 - Resisténcia insulinica como uma condicdo causal da doenca ndo alcodlica do
figado gorduroso
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Fonte: Buqué et. al, 2008.

Apesar de todas as consideraces que podemos estabelecer para uma relacdo entre RI
e doencas hepaéticas, questiona-se se esta condicdo seria baseada em uma relagdo causal. Hoje,
discute-se que o EO poderia ser um fator inicial ao surgimento e/ou agravamento de doencas
crbnicas. Neste caso, o influxo de &cidos graxos para o figado induziria a maior expressao da
enzima carnitina palmitoiltransferase - 1 (CPT-1), acelerando o metabolismo e favorecendo
ao excesso de elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial. Esta exacerbacdo desencadeia uma
maior producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que influenciam negativamente na
sinalizac&o intracelular de insulina via ativacdo da quinase c-Jun NH2 terminal (JNK) (figura
4) (Takamura et al., 2012).
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Figura 4 - Estresse oxidativo como fator causal da resisténcia insulinica

Insulin action

Palmitate

Fonte: Takamura et al., 2012.

Reconhecemos como ERO o radical superoxido (Oze—), o peroxido de hidrogénio
(H20,) e o radical hidroxil (HOe¢), além de seus produtos oxidantes secundarios
(hidroperdxidos e radicais peroxidos de biomoléculas). Assim, definimos como EO, as
circunstancias nas quais o computo de radicais livres, incluindo as EROs, resultam em dano
tecidual ou na producdo de compostos toxicos, 0 que evidencia um desequilibrio entre os
sistemas pro-oxidantes e antioxidantes, de forma que os primeiros sejam preponderantes.

Reconhece-se que 0 mecanismo de oxidacdo de lipideos mediados por radicais livres
(peroxidacdo lipidica) pode estar relacionado com a patogénese de diversas doencas. Esta
peroxidacdo é capaz de induzir a distirbios na membrana celular, como alteracdo de
integridade, permeabilidade e fluidez; a redugdo quantitativa e/ou funcional de biomoléculas;
modificacdo das lipoproteinas LDL-c e HDL-c para formas mais pro-aterogénicas e
inflamatorias; além da geracdo de produtos tdxicos. Adicionalmente, produtos secundarios
deste processo, como componentes carbonil, podem modificar proteinas e bases de DNA (Poli
et al., 2008).

Em contraponto, o sistema antioxidante protege contra a geracdo descontrolada de
radicais livres e ERO ou inibe suas consecutivas reagdes com estruturas bioldgicas. As
principais enzimas antioxidantes incluem as dismutases, como a superoxido dismutase (SOD)

e catalase (CAT), que ndo necessitam de cofatores; e as peroxidases, como a glutationa
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peroxidase (GPx). Ademais, lipideos como a-tocoferol e licopeno, proteinas como albumina e
bilirrubina e outros compostos como o &cido Urico também exercem atividade antioxidante.
Portanto, conclui-se que as interacGes sinérgicas entre os diferentes componentes
antioxidantes podem exercer uma importante funcdo na regulacdo de expressdo proteica e/ou

atividade ao nivel transcricional ou pds-transcricional (Chaudiére et al., 1999).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1 Relevancia do estudo e objetivo geral

Levando-se em consideracdo que a lactacdo se caracteriza como uma janela critica do

desenvolvimento e que estudos demonstram a condicdo de programacdo metabdlica em

modelo de desmame precoce, sendo ele farmacoldgico ou ndo, objetivamos investigar as

possiveis interferéncias na homeostase glicémica e status redox, bem como, as suas

associacOes as disfuncdes na morfologia do figado e do tecido adiposo visceral em ratos

programados pelo desmame precoce farmacoldgico em duas diferentes idades da fase adulta
(P90 e P180).

2.2 Objetivos especificos

h)

Acompanhamento da massa corporal (MC), comprimento naso-anal (CNA) e ingestdo
alimentar;

Analise da adiposidade;

Avaliacdo da glicemia de jejum, curva glicémica, insulina plasmatica e sensibilidade
insulinica;

Avaliacdo do triglicerideo plasmatico;

Avaliacdo das enzimas hepaticas a nivel plasmatico;

Verificacao hepatica do contetdo de triglicerideos e glicogénio;

Avaliacéo do status redox através da atividade e/ou quantificacdo protéica no plasma e
figado dos componentes enzimaticos do sistema antioxidante (SOD, CAT e GPx) e
metabdlitos indicativos do estresse oxidativo (peroxidagdo lipidica e oxidagdo proteica
- MDA, proteinas carboniladas, relacdo nitrito/nitrato e 4-HNE);

Estudo da morfologia do figado e tecido adiposo visceral;

Expressdo de SIRT-1 no tecido hepaético.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Protocolo experimental

Todos os animais utilizados foram mantidos em biotério sob temperatura (21-23°C) e
ciclo claro-escuro (7:00 - 19:00h) controlados, com livre acesso a agua e racdo padrdo para
roedores. Os experimentos descritos a seguir foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes da UERJ (CEUA/186/2007, CEUA/017/2009).

3.2 Desenho experimental

Ratas Wistar nuliparas de 3 meses de idade foram acasaladas com machos matrizes
(proporcdo 2:1 fémeas/macho) e acondicionadas em caixas individuais. Ap6s o parto
espontaneo, conferiu-se o tamanho da ninhada, peso dos filhotes e a diferenciacdo quanto ao
género através da distancia anus-genital. A partir de entdo, ajustou-se o tamanho da ninhada
para 6 filhotes machos por rata lactante, no intuito de padronizar o suprimento de alimento e
maximizar o potencial lactotrofico.

As ninhadas foram distribuidas aleatoriamente em 2 grupos experimentais:

Grupo Bromocriptina (Bromo) (n=5): Filhotes cujas maes foram tratadas
intraperitonealmente com bromocriptina (Parlodel®, Novartis, Sdo Paulo, SP, Brasil) diluida
em uma solugdo de metanol-salina (1:1 v/v), na dose de 1mg/dia, dividida em duas doses
(volume de 200 pL cada) do 18° dia da lactagdo até o desmame;

Grupo Controle (Controle) (n=5): Filhotes cujas maes receberam o mesmo volume
de solucdo veiculo (metanol-salina - 1:1 v/v), intraperitonealmente, duas vezes ao dia, pelo
mesmo periodo de tempo.

O desmame ocorreu no 21° dia de vida pos-natal (P21) e os filhotes passaram a receber
dieta comercial padrdo para roedor (Nuvilab®, Sogorb, S&o Paulo, SP, Brasil), sendo

acompanhados até o dia do sacrificio, que ocorreu em P90 e P180 (figura 5).
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Figura 5 - Representacdo esquematica do desenho experimental
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3.3 Biometria e controle da ingestdo alimentar

Na lactacdo, a MC e o CNA foram aferidos a cada trés dias com instrumento acurado e
dimensionado ao tamanho dos animais (balanca digital e fita métrica). Apos o desmame, estes
parametros foram monitorados semanalmente, juntamente com a ingestdo alimentar em
termos absolutos, através da diferenca entre a quantidade de racdo fornecida (Ri) e a
guantidade de racdo restante (Rf) ap6s 7 dias e dividida pelo nimero de animais (n) que

compunham a caixa. Portanto, para a avaliacdo da ingestdo alimentar diaria considerou-se:

Ingestdo deragdo (g)= | Ri—Rf /7

n
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3.4 Avaliacdo de curva glicémica - teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Na semana anterior aos sacrificios (P90 e P180), os animais foram submetidos ao
TOTG. Apos jejum de 12 h (20:00 — 08:00h) os animais receberam, por gavagem orogastrica,
uma solucdo de glicose a 50% em solucdo salina estéril (0,9% NaCl) na dose de 2 g/kg de
MC. Através de uma pequena incisdo na cauda dos animais coletou-se amostras de sangue
para a medida da glicemia nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos. A glicemia foi avaliada
utilizando-se fitas reagentes com auxilio de glicosimetro (Accu-chek Advantage, Roche
Diagnostic, Mannhein, Alemanha) do sangue proveniente da veia caudal. Em seguida,

calculou-se o valor da area sob a curva atraves da regra trapezoidal.

3.5 Coleta dos tecidos

Nos pontos de corte determinados (P90 e P180), os animais foram colocados em jejum
de 12 h (20:00 — 08:00h) e decapitados. O sangue foi coletado em tubo previamente
heparinizado e centrifugado (2.500 rpm, 25 minutos, 4°C). O plasma obtido foi estocado
individualmente a -20°C e utilizado para diferentes dosagens. Cada analise foi realizada em
ensaio unico, dispensando medida da variacao inter-ensaio.

As gorduras retroperitoneal, epididiméaria e mesentérica foram coletadas e pesadas.
Estabeleceu-se como gordura retroperitoneal o dep6sito existente em volta de cada rim e ao
longo dos musculos lombares; a gordura epididimaria como o tecido adiposo ao redor dos
ureteres, bexiga, epididimo; e gordura mesentérica 0s depositos existentes ao longo das alcas
intestinais. O somatorio destes compartimentos de gordura perfaz a massa de gordura visceral
(MGV) (Hansen et al., 1997).

O figado também foi dissecado, e teve o seu volume aferido através do método de
Scherle, que se fundamenta no deslocamento do liquido devido ao volume do 6rgdo submerso
em solucéo salina de maneira que as paredes do recipiente posicionado sobre uma balanga ndo
sejam tocadas (Scherle, 1970). Com isso, tem-se a avaliacdo do volume por meio do peso,
visto que, volume = massa/gravidade. Considerando que a gravidade da solucdo fisiologica

salina é 1,0048, pode-se considerar entdo que volume (cm3) = massa (g) (Weibel, 1979). A
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tibia esquerda foi dissecada e medida com uso do paquimetro permitindo a padronizacdo da

massa do figado e o estudo comparativo entre 0s grupos experimentais (Yin et al., 1982).
Todos os tecidos coletados foram fracionados e acondicionados de maneiras distintas

(congelamento a -80°C ou solucdo de fixador histologico) para a execucdo de diferentes

procedimentos.

3.6 AvaliacGes bioquimicas e dosagem hormonal

Imediatamente antes dos sacrificios (P90 e P180), a glicemia de jejum foi verificada
através de uma pequena incisdo na cauda dos animais utilizando-se fitas reagentes que foram
lidas em glicosimetro (Accu-chek Advantage, Roche Diagnostic, Mannhein, Alemanha).

A insulinemia foi avaliada por radioimunoensaio utilizando-se kit comercial (ICN
Pharmaceuticals, Orangeburg, NY, EUA). O coeficiente de variacdo intra-ensaio foi de 4,1%
e o limite de sensibilidade foi de 0,1 ng/mL. Os valores foram expressos em pUl/mL.

Para avaliagdo da sensibilidade insulinica, calculou-se o indice HOMA-IR [glicemia
de jejum (mmol/L) x insulina plasmatica de jejum (uUI/mL) / 22.5] (Matthews et al., 1985).

O contetdo de triglicerideos (mg/dL), alanina aminotransferase — ALT (U/L) e
aspartato aminotransferase — AST (U/L) foram dosados através de kit comercial (Biosystem®,

Barcelona, Espanha) com auxilio de espectrofotdmetro (Biosystem®, Barcelona, Espanha).

3.7 Analises histoldgicas do figado e do tecido adiposo visceral

3.7.1 Processamento histologico

Fragmentos da gordura retroperitoneal e de diferentes lobos hepéticos, de ambos 0s
periodos estudados (P90 e P180), foram fixados em Formalina de Millonnig (1,27 mol/L
formaldeido, 0,1 M tampao fosfato, pH 7,2) por 48 h. ApGs processamento histoldgico,
constituido por desidratacdo em concentragdes crescentes de alcool etilico e diafanizagdo em

xilol, o material foi incluido em Paraplast Plus® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para
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obtencédo de cortes, aleatorios e ndo sequenciais, com 5um de espessura, que foram corados

com hematoxilina e eosina (HE).

3.7.2 Morfometria do tecido adiposo

O tamanho dos adipdcitos foi determinado através do software Image-Pro Plus®,
versdo 5.0 (Media Cybernetics, SilverSpring, MD, EUA) com a utilizagdo de imagens digitais
adquiridas aleatoriamente (formato TIFF, 36-bit color, 1360x1024 pixels, objetiva 40x) com
microscopio Olympus BX40 e camera Olympus DP71 (Olympus, Tokyo, Japdo). Ao todo, 50

adipdcitos por animal foram mensurados, em cada um dos 5 animais por grupo.

3.8 Dosagem hepatica de triglicerideo e glicogénio

Amostras de 50 mg de figado foram homogeneizadas em 1 mL de isopropanol (Vetec,
Dugue de Caxias, RJ, Brasil) e centrifugadas (5.900 rpm, 10 minutos, 4°C). O conteldo total
de triglicerideos foi mensurado a partir de ensaio colorimétrico utilizando kit comercial
(Bioclin®, Belo Horizonte, MG, Brasil), seguindo as recomendagdes do fabricante.

A glicose produzida pela hidrdlise do glicogénio hepético foi avaliada com Kkit
comercial (Doles, Goiania, GO, Brasil) em método previamente descrito (Casimiro-Lopes et
al., 2012). As amostras de figado foram pesadas e homogeneizadas com 4 mL de acido
tricloroacético (TCA) a 10%. Apos a centrifugacdo (1.000xg, 10 min, 4°C) foram adicionados
5 mL de etanol absoluto (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil) a 2 mL do sobrenadante. Apos
24 horas de incubacdo a -20°C a mistura foi centrifugada (1.000xg, 10 min, 4°C) e o
sobrenadante descartado. O glicogénio foi hidrolisado pela incubacdo do pellet com 1M de
acido cloridrico (HCI) (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil) por 30 minutos. Adicionou-se 1
mL (1M) de hidroxido de sodio (NaOH) (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil) para neutralizar
a mistura. A glicose foi quantificada em 200 pL do sobrenadante a 510 nm em

espectrofluorimetro (Hidex, Turku, Finlandia).
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3.9 Avaliagéo do status redox (enzimas antioxidantes e marcadores do estresse oxidativo)

em plasma e tecido hepético

3.9.1 Determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes

Amostras de figado (200mg) foram homogeneizadas (CT-136, Cientec — Laboratory
Equipament, Campinas, SP, Brasil) em tampdo fosfato com potassio e EDTA. Os
homogenatos hepéticos e o plasma foram estocados a -80°C até as anélises serem realizadas.
A concentracdo proteica foi avaliada através do método de Bradford (Bradford, 1976).

As analises foram realizadas conforme estudo prévio (Conceicdo et al., 2013 a,b). Para
a atividade total da superdxido dismutase (SOD) mensurou-se a absorbancia em comprimento
de onda de 480 nm (Hidex, Turku, Finlandia), apés inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina.
A atividade da catalase (CAT) foi obtida através da taxa de decréscimo de peroxido de
hidrogénio (H20,) em comprimento de onda de 240 nm (Hidex, Turku, Finlandia). Ja a
atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi mensurada através da oxidacdo de NADPH em
presenca de H,O, com comprimento de onda de 340 nm (Hidex, Turku, Finlandia).

3.9.2 Substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS): mensuracdo de nitrito e

carbonilacdo de proteinas

Para a avaliacdo da peroxidacdo lipidica, obtivemos a concentracdo de manoldialdeido
(nmol/mg proteina) em amostras de plasma e figado homogeneizado. Ambos foram
adicionados de 1 mL de TCA a 10% e 0,67% de acido tiobarbiturico (Sigma Chemical, St
Louis, MO, EUA) e aquecidos por 30 minutos. A absorbancia da fase organica contendo um
cromogeno de coloragdo rdsea foi entdo, mensurado através de espectrofotdmetro (Hidex,
Turku, Finlandia) em comprimento de onda de 532 nm.

O radical oxido nitrico (NO) foi indiretamente quantificado através da analise da razdo
nitrito/nitrato em comprimento de onda de 540 nm. A oxidagdo de proteinas estimada pela

reagdo dos grupos carbonil com 2,4-dinitro-fenilhidrazina (Sigma Chemical, St Louis, MO,
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EUA) com comprimento de onda de 380 nm cujos valores foram expressos como nmol de
carbonil/mg de proteina.

3.9.3 Andlise do contelido proteico por Western Blotting — Avaliacdo hepatica de SOD-1,
SOD-2, catalase, GPx e 4-HNE

Fragmentos de figado (100mg) foram homogeneizados em tampdo de lise (50mM
Hepes, pH 6.4, ImM MgCI2, 10mM EDTA e 1% Triton X-100) adicionado de 1 ug/mL de
coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich,St Louis MO, EUA), para posterior
centrifugacdo (13.500 rpm, 25 minutos, 4°C). As amostras foram coletadas, aliquotadas e
analisadas quanto a concentracdo proteica através de kit especifico (BCA
ProteinAssayReagent®, ThermoScientific, IL, EUA) com auxilio de Leitor de Elisa e
comprimento de onda de 540 nm (TU-1800 UV-VIS, EUA). Em seguida, as amostras foram
desnaturadas a uma temperatura de 95°C por 5 minutos.

Foram utilizadas amostras contendo 10 pg/mL de proteina em gel de poliacrilamida de
10 a 12% (SDS-PAGE). Para a identificacdo dos respectivos pesos moleculares durante a
separagdo das proteinas por eletroforese, utilizou-se marcador de peso molecular especifico
(GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido).

As proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose através de
corrente elétrica (PVDF; Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA). O bloqueio de
ligagdes inespecificas foi realizado em uma solucdo de 2% (peso/volume) de albumina bovina
em T-TBS (0,02M Tris; pH 7.5; 0,15M NaCl; 0.1% Tween 20) durante 1 h e 30 minutos em
mesa agitadora a temperatura ambiente. Sequencialmente, as membranas foram incubadas,
overnight a 4°C, com anticorpo primario em T-TBS (tabela 2). No dia seguinte, apds tripla
lavagem com T-TBS, as membranas seguiram para incubacéo, sob agitacdo constante, com
anticorpo secundario por 1 h. Apds mais uma sequéncia de lavagens, as membranas foram
incubadas com estreptavidina na mesma concentracdo do anticorpo secundario por 1 h em
temperatura ambiente.

A visualizagdo das bandas se deu através do equipamento ImageQuant LAS 500 (GE
Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) apds a incubacdo das membranas em composto

qguimioluminescente (ECL, AmershamBiosciences, Piscataway, NJ, EUA). Para a
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quantificacdo da densidade das bandas utilizou-se o software Image J (Media Cybernetics,
Silver Spring, Md, EUA). Todos os resultados foram normalizados pelo controle.

Tabela 2 - Anticorpos utilizados na técnica de western blotting

Anticorpo primario Anticorpo secundario

Anti-Cu-Zn SOD-1 - rabbit policlonal (1:1000)
Donkey anti-rabbit IgG
SOD-1 (Cod. sc-11407, Santa Cruz Biotechnology, CA,
(1:10000)
EUA)

Anti-Mn SOD-2- mouse monoclonal (1:500)
Donkey anti-mouse 1gG
SOD-2 (Céd. sc-133134, Santa Cruz Biotechnology, CA,

(1:10000)
EUA)
Anti-Catalase - mouse monoclonal (1:1000) Donkey anti-mouse 1gG
Catalase
(Co6d. C0979, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) (1:10000)

Anti-GPx1/2 - mouse monoclonal (1:500)
Donkey anti-mouse 1gG
GPx (Céd. sc-133152, Santa Cruz Biotechnology, CA,
(1:3000)
EUA)

Anti-4-HNE - goat policlonal (1:500)
Donkey anti-goat 1gG
4-HNE (Cdd. sc-130083, Santa Cruz Biotechnology, CA,
(1:7000)
EUA)

Anti-Actina - mouse monoclonal (1:500) Donkey anti-mouse 1gG
Actina
(Céd. A3853, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) (1:7000)
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3.10 Expresséo de SIRT-1 em tecido hepatico pela técnica de PCR em tempo real

A extracdo do RNA foi realizada em amostras de 100 mg de tecido, sob condicbes
controladas e livres de RNAse, através do reagente TRIzol (Cat. N0.15596 - 018, Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e quantificadas através do equipamento NanoVue ™Plus
Spectrophotometer (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido). No intuito de
eliminarmos qualquer vestigio de contaminacdo como proteina ou solventes da extracdo, as
amostras utilizadas no estudo apresentaram uma razéo de absorbancia A260/A280 > 1,8.

A confecgdo do cDNA partiu da amostra de RNA total, utilizando Moloney Murine
LeukemiaVirus Reverse Transcriptase (M-MLV RT) para RT-PCR (Cat. No. 1158862,
Promega, Madison, WI, EUA) e Oligo(dT)15Primer (Promega, Madison, WI, EUA).
Medimos a expressdo de RNAm de SIRT-1 no figado dos animais P90 e P180 utilizando a
proteina 36B3-4 como controle interno do ensaio. Ambos os primers foram confeccionados
pela ABI Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA) (tabela 3).

As amostras de cDNA foram amplificadas utilizando SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), de acordo com as recomendagdes do
fabricante, com o auxilio do equipamento Applied Biosystems 7500 Real- Time PCR System
(Life Technologies Co.,Carlsbad, CA, EUA). Os ensaios foram realizados em triplicata, como
as seguintes especificacdes: 40 ciclos; 95°C por 15 segundos; 60° por 30 segundos e 70° por
45 segundos. Os resultados foram normalizados pelos niveis de expressdo do RNAm de 36p-4
utilizando o método 2*2“" ( Livak et al., 2001).
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Tabela 3 - Sequéncia dos primers utilizados na técnica de PCR em tempo real

Sequéncia dos primers

5-CAG GTT GCA GGA ATC CAA A-3' (F)
SIRT-1
5-CAA ATC AGG CAA GAT GCT GT-3' (R)

5-TGT TTG ACA ACG GCA GCA TTT-3' (F)
36B-4
5'-CCG AGG CAA CAGTTG GGT A-3' (R)

3.11 Andlise estatistica

Os dados sdo apresentados como média e erro padrdo da média (EPM). As diferencas
entre os grupos foram avaliadas pelo teste t-Student através do software GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA). Em todas as avalia¢es, o valor de P<0,05
foi considerado estatisticamente significativo.

Os dados avaliados em P90 foram representados por somente um animal de cada
ninhada, totalizando 5 amostras por grupo. Em P180, os dados avaliados foram representados
pela média de 2 animais por ninhada (10 animais por grupo), também totalizando 5 amostras

por grupo.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados biométricos, adiposidade e ingestdo alimentar

O desmame precoce foi capaz de promover uma discreta, mas significativa reducéo da
MC do grupo bromo ao 20° e 21° dia de vida (-6% e -8% respectivamente) sem, no entanto,
afetar o CNA. Apos este periodo, ndo foram encontradas diferencas tanto na MC quanto no
CNA durante o tempo de acompanhamento do estudo (figura 6). O mesmo ocorreu com a
ingestdo alimentar que ndo diferiu entre os grupos em qualquer periodo estudado (dados néo
mostrados). Contudo, um aumento da adiposidade foi observado no grupo bromo através da
anélise da MGV (+45% em P90 e +47% em P180) (figura 7), associado a uma hipertrofia das
células adiposas, demonstrado através do estudo morfométrico (+31% em P90 e +43% em
P180) (figura 8).
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Figura 6 - Parametros biométricos
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Figura 7 - Quantificagdo da MGV em P90 e P180
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Figura 8 - Morfometria do tecido adiposo visceral
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4.2 Avaliacdo do perfil metabdlico

N&o foram encontradas diferencas quanto a glicemia de jejum nos animais em P90
(tabela 4). Contudo, nesta idade, constatou-se através do TOTG, um aumento da area sob a
curva (+10%) no grupo bromo, indicando uma intolerdncia a glicose (figura 9). Em
contrapartida, em P180 ndo foram encontradas diferencas quanto a glicemia de jejum (tabela
4) e curva glicémica (figura 9).

Quanto a insulina plasmatica, o presente estudo mostrou que em P90 os animais do
grupo bromo ainda ndo apresentam alteracdo na insulinemia, bem como, na avaliagdo do
indice HOMA-IR. Entretanto, como esperado, em P180, este grupo passa a apresentar uma
hiperinsulinemia de jejum (+27%) e uma elevacdo no indice HOMA-IR (+30%),
caracterizando de fato, o inicio do quadro de resisténcia insulinica (tabela 4).

Na avaliacdo do perfil lipidico, o grupo bromo apresentou uma hipertrigliceridemia
(+52%) somente em P180 (tabela 4).



Tabela 4 - Perfil metabélico em P90 e P180
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P90 P180
Controle Bromo Controle Bromo
Glicemia de jejum
(mg/dL) 70+ 1,59 69+ 2,65 74+ 4,92 68+ 2,11
Insulina plasmatica
(LUI/mL) 31,01+1,87 35,24 +2,66 35,79+2,97 45,57 £2,43*
HOMA-IR 5,38+0,32 6,01+0,61 5,94 40,46 7,77+0,56*
TG plasmatico
(mg/dL) 51,0+ 3,35 61,8+ 3,97 55,8+ 2,35 85,1+ 10,79*

Nota: Valores expressos como média + EPM (n=5). TG: Triglicerideo. *P<0,05.
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Figura 9 - Avaliagéo da curva glicémica pelo TOTG em P90 e P180
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Legenda: Evolugéo da glicemia ao TOTG e &rea sob a curva em P90 (A) e P180 (B).
Nota: Valores expressos como média + EPM (n=5). *P<0,05.

4.3 Analise das alteracdes hepaticas

N&o foram encontradas diferencas na massa e/ou volume hepatico, assim como, no
conteido de glicogénio e enzimas hepéticas no plasma entre os grupos em nenhuma das
idades avaliadas (tabela 5). Somente foi observado um aumento no contetido de TG em P180
(+51%) no grupo bromo. Contudo, ndo foram encontradas quaisquer alteracfes morfoldgicas
entre os grupos avaliados em ambos os periodos (P90 e P180) (figura 10).
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Tabela 5 - AvaliacOes teciduais e plasmaticas referentes as alteracfes hepaticas

P90 P180
Controle Bromo Controle Bromo
Massa do figado
corrigida (g/mm) 0,20+ 0,01 0,20+ 0,01 0,21+ 0,01 0,22+ 0,01
Glicogénio (mM/g) 3,10+ 0,89 3,41+0,38 2,07+ 0,69 2,01+0,19

TG (mg/dL)/mg 1,56+ 0,16 1,72+ 0,32 1,68+ 0,14 2,54+ 0,31*

AST (U/L) 190,4+ 29,34 188,0+16,25 244,6+18,66 281,2+9,83

ALT (U/L) 75,60+1,94 67,40+4,72 75,40+5,89 83,40+5,09

Nota: Valores expressos como media + EPM (n=5). A massa do figado foi corrigida pelo comprimento da tibia.
TG: triglicerideo; AST: enzima aspartato aminotransferase; ALT: enzima alanina aminotransferase.

*P<0,05.
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Figura 10 - Histologia hepatica em P90 e P180
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Nota: Fotomicrografias hepaticas de mesmo aumento (objetiva de 60x), coradas em HE. As imagens nao
demonstram qualquer alteracdo significativa entre os grupos analisados (analise qualitativa).
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4.4 Status redox e avaliacdo de SIRT-1 hepatica

Quanto as avalia¢Ges plasmaticas, 0 grupo bromo apresentou um aumento da atividade
de SOD (+72%), associado a um aumento no quantitativo de MDA (+41%) e tendéncia ao
aumento da atividade de GPx (P=0,083) e conteudo de proteinas carboniladas (P=0,077) em
P90. J& em P180, o grupo passou a apresentar uma reducao da atividade de SOD (-25%),
aumento da atividade de GPx (+38%) e reducéo do conteudo de MDA (-88%) (figura 11).

Nas avaliacGes do tecido hepético, os animais bromo apresentaram um aumento da
atividade de SOD tanto em P90 quanto em P180 (+88% e +72%, respectivamente), maior
atividade de GPX em P90 (+102%) e CAT em P180 (+25%). Estas condi¢cfes associam-se a
uma reducdo do conteudo de MDA em ambos o0s periodos estudados (-30% em P90 e -44%
em P180). O contetdo de nitrito/nitrato do grupo bromo foi similar ao grupo controle em
ambos os tempos (figura 11).

As analises de western blotting, no tecido hepatico, para as enzimas antioxidantes
(SOD-1, SOD-2, CAT e GPx) e para a proteina correspondente a avaliacdo da peroxidacdo
lipidica (4-HNE) néo foram diferentes entre os grupos em qualquer periodo de anéalise (figura
12).

O presente estudo encontrou uma elevada expressdo de SIRT-1 hepética nos animais

bromo em P90 e uma leve tendéncia a sua reducdo em P180 (figura 13).
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Figura 11 - Status redox no plasma e tecido hepatico em P90 e P180
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Figura 12 - Quantificacdo proteica no tecido hepéatico por western blotting
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Nota: Valores expressos como média + EPM (n=5). *P<0,05.



Figura 13 - Expressdo hepatica (RNAm) de SIRT-1 por RT-PCR em P90 e P180
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54



55

5 DISCUSSAO

No intuito de verificar os potenciais de risco do desmame precoce como um fator
causal do processo de programacdo, diversos protocolos experimentais, tais como a privagao
materna ou interrupcdo fisica do aleitamento materno, vém sendo desenvolvidos a fim de
mimetizar este possivel imprinting metabolico. Contudo, cabe ressaltar que seja no primeiro
modelo ou no segundo deparamo-nos com limitacbes pontuais. Afinal, no protocolo de
privacdo materna evidenciamos um possivel viés condizente com o estresse promovido pela
falta do contato materno. J& no desmame fisico, o aleitamento materno é bruscamente
interrompido ndo havendo um periodo de transicdo para a ingestdo completa de alimentos
solidos.

Em contrapartida, o desmame farmacol6gico, com o uso da bromocriptina, foi
desenvolvido com o objetivo de produzir uma reducdo dos niveis séricos maternos de
prolactina, proporcionando consequentemente, uma menor oferta de leite (Bonomo et al.,
2005; Bonomo et al., 2007). Esta manipulacdo perfaz uma transicdo gradativa da alimentacao,
capaz de preservar o contato materno, tornando-a mais comparavel ao processo que ocorre
nos seres humanos. Entretanto, uma possivel limitacdo deste modelo experimental esta no fato
de que a bromocriptina é uma droga capaz de ser transferida pelo leite materno, apesar de ndo
exercer qualquer efeito sobre o nivel sérico de prolactina nos filhotes ao desmame (de Moura
etal., 2009).

A literatura demonstra que a bromocriptina pode exercer um importante efeito
antioxidante (Yoshikawa et al., 1994), reduzindo tanto a peroxidacédo lipidica (Kline et al.,
2004) quanto a hiperfagia em ratos adultos e obesos, levando a uma melhora da composi¢éao
corporal e glicemia (Davis et al., 2009).

Pesquisadores demonstraram que um tratamento de 10 mg/Kg de peso corporal de
bromocriptina, durante 4 semanas, mostrou-se efetivo no tratamento da esteatose hepatica em
ratos obesos em funcdo de sua predisposicdo genética (cepa Zucker) (Davis et al., 2006). A
justificativa levantada para tais achados recaiu sobre as propriedades antioxidantes do
farmaco, pois demonstrou-se através da técnica de imunohistoquimica, um aumento da
MnSQOD, revelando-se portanto, como uma condicao chave para a melhoria histolégica.

Em roedores, testes com diferentes doses de bromocriptina para o tratamento do

estresse oxidativo induzido pelo alcool constataram que a dose de 12,5 mg/Kg de peso
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corporal (a menor utilizada no estudo) foi eficaz na melhora de pardmetros hepéticos
relacionado-os ao sistema antioxidante (Popovic et al., 2008).

Sendo assim, 0 uso da bromocriptina para o estabelecimento do modelo experimental
de desmame precoce pode se configurar como um agente multifatorial que pode ndo se
restringir somente a inibicdo da producao de leite materno, mas também como um regulador
do status redox, da adipogénese, e da homeostase glicémica, justificado por seus efeitos
antioxidantes, anti-obesogénicos e anti-diabetogénicos descritos na literatura.

Nossos resultados demonstraram uma condicdo similar de controle do status redox e
da protecdo hepéatica, pois proles adultas oriundas de maes que foram tratadas com
bromocriptina ao fim da lactagdo, apresentaram melhor controle do estresse oxidativo e
preservacdo do tecido hepatico, mesmo diante do quadro de obesidade e das desordens
metabolicas previstas. Assim, a bromocriptina pode apresentar uma caracteristica de
imprinting especifica ndo encontrada em outros modelos de desmame precoce.

Os resultados do presente estudo corroboram antigos achados deste modelo de
programacdo, demonstrando que o desmame precoce contribui para o aumento da adiposidade
visceral (de Moura et al., 2009) associando-se a uma hipertrofia de adipdcitos tanto em P90
quanto em P180. Neste caso, pode-se considerar que a condi¢do de desnutricdo durante um
periodo critico de desenvolvimento como a lactacdo, sobrepde-se aos possiveis efeitos
benéficos da bromocriptina na composicdo corporal. Sabe-se que a hipertrofia de células
adiposas configura-se como um mecanismo chave para o cenario fisiopatolégico existente
entre a obesidade e o diabetes mellitus através da secrecdo de adipocinas capazes de
desregular e favorecer a liberacdo de acidos graxos livres, que contribuem grandemente, para
a instalacdo da resisténcia insulinica (Dunmore & Brown, 2013). Atraves dos nossos dados de
glicemia de jejum, TOTG e insulinemia, sugerimos que o0s animais do grupo bromo
encontram-se em um estagio pré-diabético, no qual a aparente normalizacdo da curva
glicémica em P180 decorre de uma hiperinsulinemia compensatoria, favorecendo a condicéo
de resisténcia insulinica, identificada através do indice HOMA-IR.

Quanto aos dados referentes ao balango redox plasméatico observamos que ja ocorre
uma tentativa de minimizar os danos do estresse oxidativo em P90 onde apesar disto ocorre
um aumento de MDA, tornando-se efetivo em P180 onde h& uma reducédo deste marcador.
Consideramos que quando mais novos, a alteracdo da homeostase glicémica nos animais
bromo contribui para a producdo excessiva de EROs (Kassab & Piwowar, 2012),
desencadeando um aumento compensatério da atividade da SOD e uma tendéncia ao aumento

da atividade de GPx com o objetivo de minimizar a formacdo de MDA e a carbonilacdo de
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proteinas. Ja em idade mais avancada, 0 aumento da atividade de GPx é capaz de compensar a
reduzida atividade de SOD. Paradoxalmente, a menor atividade de SOD pode também
contribuir para a reducdo da peroxidacdo lipidica, uma vez que teriamos a menor formacéao de
peréxido de hidrogénio derivado da dismutacdo do anion superdxido promovido por esta
enzima (Kar et al., 2012).

Em estudo prévio com o mesmo desenho experimental e desenvolvido pelo nosso
laboratdrio, constatou-se um aumento do estresse oxidativo plasmatico associado a uma
reduzida capacidade antioxidante total (analisado através da reducdo de DPPH) nos animais
bromo em P90. Em P180, esta condicdo foi aparentemente melhorada (Casimiro-Lopes et. al,
2012). No presente estudo, realizamos a avaliacdo de diferentes biomarcadores do estresse
oxidativo, e complementamos as analises com a avaliagdo do estresse oxidativo hepaético.
Adicionalmente, o estudo dos diferentes componentes que compdem o sistema antioxidante
em diferentes tempos, permitiu-nos, pela primeira vez, descrever a sequencia de eventos.

Deste modo, a alteracéo na adiposidade e na homeostase da glicose aumenta o estresse
oxidativo, o que desencadeia uma resposta adaptativa representada por maior atividade
antioxidante, capaz inclusive, de corrigir a peroxidacdo lipidica em particular no figado. Tais
consideragBes ndo se baseiam somente no método de TBARS, que reconhecidamente,
apresenta determinadas limitacbes, mas baseamo-nos numa avaliagdo complementar do
marcador 4-HNE.

O resultado da morfologia hepéatica em P180 ndo demonstrou qualquer alteracdo nos
animais bromo, apesar da elevacdo do contetdo de triglicerideos, constatado através de ensaio
bioguimico. Consideramos assim, que neste momento a elevacdo dos triglicérides nao foi
suficientemente capaz de promover as alteracbes histolégicas. Este resultado difere das
avaliacdes realizadas no modelo de desmame precoce nao farmacologico (Franco et al.,
2013), no qual os animais programados apresentam, na idade adulta, um quadro de
microesteatose hepatica e aumento do contedtdo de MDA com concomitante reducdo da
capacidade antioxidante no plasma (atividade da SOD) e no figado (atividade da GPXx).
Curiosamente, estes animais quando submetidos ao tratamento com resveratrol, um
componente bioativo com propriedades antioxidantes, passam a apresentar uma reversédo do
estresse oxidativo e lesdo hepatica (Franco et al., 2013).

Nossos resultados evidenciam uma melhora do status redox, e consequentemente, uma
reducdo do conteldo de MDA resultante da modulagdo do sistema antioxidante, tanto no
plasma quanto no figado (atividade de SOD e GPx em P90 e SOD em P180). Especificamente

no figado, podemos considerar que tais resultados também tenham sido influenciados pelo
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aumento da SIRT-1, capaz de inibir as vias para a fisiopatologia da doenca ndo alcodlica do
figado gorduroso e o estresse oxidativo (Kaeberlein et al., 2005).

O aumento da expresséo de mRNA para SIRT-1 no tecido hepatico em P90,
configura-se como uma importante condicdo que promove 0 aumento da capacidade
antioxidante e, consequentemente, se configura como uma prote¢do hepética quanto aos danos
promovidos pela programacdo. Sugerimos que elevados niveis de SIRT-1 também poderiam
ser encontrados em idades mais precoces, contudo experimentos adicionais deverdo ser
realizados a fim de confirmar tal hipotese.

Embora, nossos resultados ndo tenham evidenciado qualquer alteracdo histolégica no
figado dos animais bromo aos 180 dias de vida, cabe ressaltar que os dados referentes a
expressao de SIRT-1 apresentaram um declinio com o passar do tempo. Assim, a reducdo da
expressao de SIRT-1 contribui para o entendimento de uma série de alteracbes metabdlicas
desfavoraveis encontradas nesta idade, como a resisténcia insulinica, 0 aumento do conteido
de triglicerideo hepético, e a menor atividade plasmatica da SOD. Muito provavelmente, estes
disturbios metabolicos continuariam a se desenvolver com o envelhecimento dos animais.

Portanto, através deste experimento observamos que os efeitos de programacao pelo
desmame precoce farmacoldgico, capaz de induzir a subnutricdo neonatal, produz importantes
efeitos a longo prazo caracteristicos da obesidade e suas co-morbidades. No entanto, 0s
resultados encontrados no presente estudo evidenciaram uma melhora no status redox e
protecdo a doenca ndo alcoolica do figado gorduroso através da SIRT-1. Tais observacdes
servem como base para estudos adicionais no intuito de melhor compreendermos os efeitos da
bromocriptina durante periodos criticos de plasticidade, assim como, dos seus potenciais
efeitos terapéuticos na prevencao de doencas.
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6 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

6.1 Relevancia do estudo e objetivo geral

No estudo anterior, deparamo-nos com resultados que nos levam a considerar que 0
uso da bromocriptina para a obtencdo de um modelo de desmame precoce pode nao ser ideal,
uma vez que outras a¢les além da interrupcdo da producdo de leite pode se apresentar como
fatores de confusdo, tais como: 1. a desnutricdo causada pela diminuicdo do leite; 2. A
diminuicdo da prolactina materna, visto que no filhote ndo houve alteracdo deste horménio
(Bonomo et al., 2005; deMoura et al., 2009) e 3. efeito direto da bromocriptina. Sua possivel
transferéncia pelo leite materno poderia desencadear respostas de atenuacdo em desajustes
especificos do status redox, ressaltando assim, uma caracteristica benéfica da droga,
fundamentada em seu potencial antioxidante, que aos poucos vém sendo mais explorado na
comunidade cientifica (Lim et al., 2008; 2009)

Assim, pautados nos resultados anteriores e cientes de que animais programados pelo
desmame precoce sem um interferente farmacolégico apresentam uma pior condicdo do
estresse oxidativo e lesdo hepatica (Franco et al., 2013), este novo estudo tem por objetivo
isolar os possiveis efeitos da bromocriptina na programacdo do metabolismo quanto aos
parametros de adiposidade e histologia hepatica na idade adulta (P120 e P200). Sendo assim,
utilizamos um desenho experimental cujos filhotes machos de ratos foram submetidos a uma
interrupcdo precoce do aleitamento materno (desmame ndo-farmacoldégico — bandagem
adesiva no corpo materno) e tratados diretamente com a bromocriptina do 18° dia de vida ao
desmame (21° dia).

Adicionalmente, durante a fase adulta (P130), parte dos animais que compdem 0s
grupos experimentais foi submetida a uma dieta hiperlipidica no intuito de verificarmos se 0s
possiveis beneficios da bromocriptina perduram frente a um novo agravo metabdlico.

Face as diferentes avaliagdes ao que o estudo se propde, ressaltamos que os resultados
estdo expressos como dois distintos experimentos:

Experimento 1: Efeitos do tratamento neonatal com bromocriptina na composi¢ao
corporal, no perfil metabolico e alteracGes hepaticas de animais programados pelo desmame

precoce ndo-farmacologico.
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Experimento 2: Avaliagdo dos possiveis efeitos deletérios de uma dieta hiperlipidica
em animais programados pelo desmame precoce nao-farmacoldgico e tratados com

bromocriptina no periodo neonatal.

6.2 Objetivos especificos

a) Acompanhamento da massa corporal (MC), comprimento naso-anal (CNA),
composicao corporal, ingestdo, eficiéncia e comportamento alimentar;

b) Avaliacdo do perfil glicidico: glicemia de jejum, curva glicémica, hemoglobina

glicosilada, insulinemia, sensibilidade insulinica;

c¢) Avaliacdo da leptinemia;

d) Verificacdo do contetdo de triglicerideos e colesterol hepético;

e) Quantificacdo proteica dos componentes enzimaticos do sistema antioxidante

(SOD, CAT e GPx) e metabdlitos indicativos do estresse oxidativo (peroxidacao

lipidica - 4-HNE e oxidacdo proteica - nitrotirosina);

f) Estudo da morfologia do figado e tecido adiposo visceral (gordura retroperitoneal).
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7 MATERIAIS E METODOS

7.1 Protocolo experimental

Todos os animais utilizados foram mantidos em biotério sob temperatura (21-23°C) e
ciclo claro-escuro (7:00 - 19:00h) controlados, com livre acesso a agua e racdo. Os
experimentos descritos a seguir foram previamente aprovados pelo Comité de Etica para o
Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes
da UERJ (CEUA/008/2014).

7.2 Desenho experimental

Ratas Wistar nuliparas de 3 meses de idade foram acasaladas com machos matrizes
(proporcdo 2:1 fémeas/macho) e acondicionadas em caixas individuais. Apds o parto
espontaneo, conferiu-se o tamanho da ninhada, peso dos filhotes e a diferenciagdo quanto ao
género através da distancia anus-genital. A partir de entdo, ajustou-se o tamanho da ninhada
para 6 filhotes machos por rata lactante, no intuito de padronizar o suprimento de alimento e
maximizar o potencial lactotrofico.

As ninhadas foram distribuidas aleatoriamente em 4 grupos experimentais:

Grupo Desmame Precoce (DP) (n de ninhadas = 10): Filhotes submetidos a uma
interrupcdo precoce do aleitamento materno como resultado da aplicacdo de bandagem
adesiva ao redor do corpo da mée, capaz de interromper o fornecimento de leite materno ao
final do 17° dia de lactagéo até o desmame (21 dias de vida);

Grupo Desmame Precoce + Bromocriptina (DP/BRO) (n de ninhadas = 10):
Filhotes submetidos a interrupcdo da lactacdo (bandagem materna ao final do 17° dia de
lactagdo) e que foram tratados intraperitonealmente com bromocriptina (Parlodel®, Novartis,
Sdo Paulo, SP, Brasil) na dosede 4mg/kg de peso corporal/dia, diluida em uma solucéo de
metanol-salina (1:1 v/v) do 18° dia da lactacao até o desmame;

Grupo Controle (C) (n de ninhadas = 10): Filhotes amamentados livremente durante

toda a lactacao;
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Grupo Controle + Bromocriptina (C/BRO) (n de ninhadas = 11): Filhotes
amamentados livremente e que foram tratados intraperitonealmente com bromocriptina
(Parlodel®, Novartis, S3o Paulo, SP, Brasil) na dose de 4mg/kg de peso corporal/dia, diluida
em uma solucdo de metanol-salina (1:1 v/v) do 18° dia da lactacéo até o desmame.

Todas as ninhadas do grupo DP e C, por nao receberem o farmaco, foram submetidas
a tratamento com solugdo veiculo (metanol-salina - 1:1 v/v), intraperitonealmente com mesmo
volume e periodo de tempo, para descartar qualquer efeito do proprio veiculo e para simular o
estresse causado durante a manipulacéo.

Ap6s o desmame, os filhotes passaram a receber dieta comercial padrdo para roedor
(Nuvilab®, Sogorb, Sdo Paulo, SP, Brasil), sendo acompanhados até o dia do sacrificio, que
ocorreu em P120 e P200.

7.2.1 Experimento 2

Os grupos experimentais estabelecidos na lactacdo (C; C/BRO; DP; DP/BRO)
submetidos a dieta comercial padréo para roedor (Nuvilab®, Sogorb, S&o Paulo, SP, Brasil)
desde o desmame, foram subdivididos aos 130 dias de vida (P130), fazendo com que parte
dos animais recebesse dieta hiperlipidica (tabela 6), constituindo assim, 0S novos grupos
experimentais: C-HF; C/BRO-HF; DP-HF; DP/BRO-HF. Assim como no experimento 1, 0s

animais foram igualmente acompanhados até P200.



Figura 14 - Representacdo esquematica do experimento 1 e 2
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Tabelas 6 - Descricdo nutricional das dietas experimentais
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Racéo padréo Nuvilab ® Qtd CHO PTN LIP
Racao padrao (g) 1000 660 220 40
Kcal / 1000g 3880 2640 880 360
%Kcal 68.0 22.7 9.3
Racao hiperlipidica Qtd CHO PTN LIP
Racéo padréo (g) 600 396 132 24
Extrato de soja integral (g) 200 52 87 42
Banha (g) 200 0 0 200
Leite condensado (g) 198 109 14 16
TOTAL (g) 1198 557 233 282
TOTAL (g) / 1000g 465 194 235
Kcal / 1000g 4751 1860 776 2115
%Kcal 39.1 16.3 44.5
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7.3 Dados biométricos (massa corporal e comprimento naso-anal)

Na lactacdo, a MC e o CNA foram aferidos a cada trés dias e no pds-desmame tais
parametros foram verificados a cada 4 dias com instrumento acurado e dimensionado ao

tamanho dos animais (balanca digital e fita métrica).

7.4 Controle da ingestao alimentar: dados absolutos, eficiéncia alimentar e avaliagéo do

comportamento alimentar

Ap06s o desmame, a ingestdo alimentar absoluta foi verificada a cada 4 dias conforme
descricdo anterior (pagina 40). A razdo entre a ingestdo de energia consumida e o ganho de
MC, denominada eficiéncia alimentar, também foi avaliada como um indicativo metabdlico
da facilidade com que o consumo energético é convertido em peso corpéreo (Roberts et. al,
2002).

Nas idades de P120 e P180 realizou-se a avaliagdo do comportamento alimentar
através de um desafio com a dieta hiperlipidica, possibilitando-nos a afericdo do consumo de
uma racdo com maior palatabilidade em dois diferentes tempos. O teste iniciou-se com a
submissdo dos animais a um periodo de 12 h de jejum no ciclo claro, permitindo, portanto, a
realizacdo dos testes no ciclo escuro, onde 0s animais apresentam maior atividade. Para
verificarmos a voracidade alimentar, ofertou-se 200 g de racdo hiperlipidica a cada gaiola
(composta por 4 animais) para um livre consumo da racdo pelo tempo de 30 minutos,
recolhendo-se entdo, o quantitativo de racdo restante apds este periodo. Em seguida, para
avaliarmos a compulsdo dos animais frente a esta dieta diferenciada, ofertou-se uma
quantidade regular (cerca de 800g) de racdo as mesmas gaiolas, para o livre consumo durante
12h, onde novamente, fez-se a aferi¢do do quantitativo de ragéo restante. A ingestao alimentar

em ambos periodos foi equalizada pelo nimero de animais na gaiola.
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7.5 Coleta dos tecidos

Em P120 e P200, os animais, apés jejum de 12 horas (20:00 — 08:00h), foram
anestesiados com cloridrato de ketamina (80mg/Kg) e cloridrato de xilazina (60mg/Kg) na
proporcdo de 2:1 e submetidos a exsanguinacdo através de puncao cardiaca, coletando-se o
sangue em tubo com anticoagulante (EDTA). O plasma foi obtido por centrifugacdo (2.500
rpm, 25 minutos, 4°C) e estocado individualmente a -20°C para diferentes dosagens.

O figado, assim como as gorduras retroperitoneal, epididiméaria e mesentérica (MGV)
foram dissecados, pesados e armazenados (congelamento a -80°C ou solugdo de fixador
histologico) para a realizacdo dos diferentes procedimentos. Especificamente no tecido
adiposo foram coletadas aliquotas similares para que ndo houvesse o comprometimento na

determinacdo da composicéo corporal.

7.6 Avaliacdo da composicao corporal — método da carcaca

Ao sacrificio, as carcagas foram coletadas para a determinacdo do contetdo de gordura
e proteina corporal total. Sendo assim, apds a coleta dos tecidos de interesse, 0s animais
foram eviscerados e suas carcagas juntamente com a gordura visceral foram autoclavadas por
1h & 134°C, e seguindo para uma homogeneizacdo com agua destilada na razdo de 1:1 em
liquidificador industrial (Leshner et al, 1972).

Para a avaliacdo do contetdo lipidico, 3 g do homogenato foram misturados em 3 mL
de KOH 30% em banho-maria a 70°C sob agitacdo por 15 min. Em seguida, foi adicionado 3
mL de etanol absoluto, e continuo repouso no banho por 2 h. O homogenato foi acidificado
em 2,5 mL de acido sulfdrico 6M e agitado rapidamente no vortex. Apés, foram realizadas 3
lavagens sucessivas com 8, 6 e 4 mL de éter de petréleo por 10 minutos sob agitacdo e
centrifugacdo a 1.000 rpm. O sobrenadante das 3 lavagens foi colocado em tubo Falcon de
peso conhecido onde foi adicionado 2 mL de agua destilada para a formacéo de uma solucéo
bifasica. A fase inferior foi desprezada (porcéo hidrofilica da carcaca) e a fase superior, com 0
éter e a gordura, foi colocada destampada em capela de exaustdo até que o éter evapore,

restando somente o conteudo lipidico. O tubo foi pesado a cada 3 dias até que seu peso
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permanecesse constante. O peso de gordura foi expresso em g de gordura/100 g de carcaca
(Stansbie et al., 1976).

A analise da proteina corporal total foi feita a partir de 1g do homogenato, que foi
colocado em 10 mL de KOH 0,6N a 37°C por 1 h. Seguido de uma centrifugacéo (2.000 rpm,
10 minutos), a concentragdo de proteina foi determinada por ensaio colorimétrico com BSA
como padrédo. O valor foi expresso por g de proteina/100g de carcacga (Lowry et al., 1951).

7.7 Avaliacao do perfil glicidico

Nas idades de P120 e P180 realizou-se 0 TOTG, conforme descricdo anterior (pagina
41).

Em P21 realizou-se a afericdo da glicemia, apds 2 h de jejum, através do sangue
caudal com auxilio de fitas reagentes e glicosimetro (Accu-chekAdvantage, Roche
Diagnostic, Mannhein, Alemanha). Este parametro também foi avaliado ao sacrificio (P120 e
P200), entretanto apos jejum de 12 h.

Em amostras de sangue, ndo centrifugado, realizou-se o ensaio de hemoglobina
glicosilada com kit comercial (INLAB Diagnostica, Diadema, SP, Brasil) e auxilio de
espectrofotdbmetro segundo as instrucdes do fabricante.

A insulina plasmatica foi avaliada por radioimunoensaio (ICN Pharmaceuticals,
Orangeburg, NY, EUA) e a avaliacdo da sensibilidade insulinica baseou-se no indice HOMA-

IR. Ambos procedimentos foram realizados conforme descri¢do anterior (pagina 42).

7.8 Dosagem de leptina plasmatica

A leptinemia foi analisada por ELISA (Millipore, St. Charles, MO, EUA) conforme
instrucéo dos fabricantes com coeficiente de variagéo intra-ensaio foi de 1,9 - 2,5% e limite de
sensibilidade de 0,04 ng/mL. Adicionalmente, avaliou-se a raz&o da leptinemia (ng/mL) e 0 %

de gordura corporal total.
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7.9 Dosagem hepatica de triglicerideo e colesterol

Amostras de 50mg de figado foram homogeneizadas em 1 mL de isopropanol (Vetec,
Duque de Caxias, RJ, Brasil) e centrifugadas (5.900 rpm, 10 minutos, 4°C). O total de
triglicerideos e colesterol foi mensurado a partir de ensaio colorimétrico utilizando kit

comercial (Bioclin®, Belo Horizonte, MG, Brasil), seguindo as recomendacdes do fabricante.

7.10 Anélises histoldgicas do figado e do tecido adiposo visceral

7.10.1 Processamento histolégico e morfometria do tecido adiposo

Amostras de tecido adiposo retroperitoneal (P120 e P200) foram fixadas em Formalina
de Millong, processadas, coradas em HE e analisadas através de microscopia de luz conforme
protocolo anteriormente descrito (paginas 43 e 44).

7.11 Andlise do contetdo proteico por Western Blotting — Avaliacdo hepatica de SOD-1,
SOD-2, catalase, GPx, 4-HNE e nitrotirosina

Amostras de figado de P200 foram processadas para a realizacdo da quantificacdo
proteica de enzimas do sistema antioxidante e marcadores do estresse oxidativo. O
procedimento, bem como a utilizacdo dos anticorpos, foi realizado conforme descricdo
anterior (paginas 46-48). Adicionalmente, realizou-se a marcagdo de nitrotirosina utilizando o
anticorpo priméario (anti-Nitrotirosina, mouse polyclonal, Santa Cruz Biotechnology, CA,
EUA), na diluicdo de (1:500) seguido da incuba¢do com anticorpo secundario (Donkey anti-
mouse IgG - 1:5000).
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7.12 Anélise estatistica

Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM), sendo
analisados por two-way ANOVA seguido de pds-teste de Bonferroni no intuito de avaliarmos
a interacdo entre os fatores: desmame precoce e uso da bromocriptina. Quando necessario,
utilizou-se o one-way ANOVA seguido do pos-teste de Newman-Keuls. Especificamente na
avaliacdo dos animais submetidos a dietas diferenciadas (padrao vs hiperlipidica), realizou-se
0 teste t-Student ndo pareado. Todas as andlises foram realizadas com auxilio do software
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA) onde considerou-se um

P<0,05 como valor estatisticamente significativo.
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8 RESULTADOS

8.1 Desenvolvimento neonatal - janela critica do desenvolvimento

Durante a lactacdo, a prole DP apresentou reducdo da MC comparada aos animais C
desde P18 até P21, fato este, que também foi constatado entre os grupos tratados com
bromocriptina e que diferiam apenas quanto ao aleitamento materno, onde o grupo DP/BRO
exibiu menor MC que a prole C/BRO, tornando-se similar a prole DP. J& em P19, o grupo
DP/BRO apresentou uma acentuada reducéo de MC tornando-se, inclusive, diferente do grupo
DP, permanecendo desta forma até P21. Apenas em P20, a prole C/BRO apresentou
diminuicdo de MC comparada ao grupo C (figura 15). Em P21, observamos uma interagédo
entre os fatores desmame precoce e 0 uso da bromocriptina, onde a condi¢do de aleitamento
provou ser o fator mais preponderante para as alteracdes biométricas apresentadas (F=9,21;
gl=1/252; P=0,0027; two-way ANOVA), destacando um cenario representado por: C/BRO vs
C: -4,3%; DP vs C: -6,2% ; DP/BRO vs C/BRO: -12,7% e DP/BRO vs DP: -10,3% (figura
15).

A mesma interacdo também poOde ser evidenciada no CNA e ressaltou a condicdo do
desmame ser novamente o fator de maior influéncia nos resultados de reducdo deste
parametro (F= 8,05; gl= 1/246; P=0,0049; two-way ANOVA). A prole DP/BRO demonstrou
menor CNA comparada as proles DP (-2,2%); C/BRO (-2,9%) (figura 15).

Quanto a glicemia de jejum em P21, os grupos tratados com bromocriptina
apresentaram menor glicemia comparado ao seus respectivos grupos tratados com solucdo
veiculo (C/BRO vs C: -7,4% e DP/BRO vs DP: -6,7%) (figura 15).
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Figura 15 - Dados biométricos e glicemia no periodo neonatal
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Legenda: Evolugdo da massa corporal durante a lactacdo (A); CNA em P21 (B); glicemia plasmatica apds 2h de
jejum em P21 (C). C: grupo com livre aleitamento materno e tratado com solu¢éo veiculo; C/BRO:
grupo com livre aleitamento materno e tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado
precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com solucdo veiculo;
DP/BRO: grupo desmamado precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado
com bromocriptina; CNA: comprimento naso-anal.

Nota: Valores expressos como média + EPM. n = 10-11 ninhadas por grupo para a massa corporal e CNA; n=10-
11 animais por grupo para a glicemia de jejum.* P<0.05 e *** P<0.0001.

8.2 Dados p6s-desmame - P120

Em P120, ndo observamos diferenca entre os grupos quanto a MC e CNA. Resultado
similar foi observado quanto a proteina corporal total, gordura corporal total e MGV que nao
diferiram entre os grupos (figura 16). Entretanto, o estudo morfologico identificou uma
hipertrofia dos adip6citos no grupo DP quando comparado ao grupo C (+18%) e a reverséo
deste quadro quando submetidos ao tratamento com a bromocriptina (DP/BRO vs DP: -18%)

caracterizando uma interacdo entre os fatores de desmame e bromocriptina, onde a droga
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tornou-se o fator de maior efeito neste resultado (F= 8,26; gl= 1/19; P= 0,0097; two-way
ANOVA) (figura 17).

Figura 16- Biometria e adiposidade em P120
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Legenda: Massa corporal (A); Proteina corporal total (B); MGV (C); Gordura corporal total (D). C: grupo com
livre aleitamento materno e tratado com solugdo veiculo; C/BRO: grupo com livre aleitamento
materno e tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado precocemente através de bandagem
adesiva ao corpo materno e tratado com solucdo veiculo; DP/BRO: grupo desmamado
precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com bromocriptina; MGV:
massa de gordura visceral.

Nota: Valores expressos como média = EPM. n = 10 animais por grupo.
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Figura 17 - Morfometria do tecido adiposo visceral (gordura retroperitoneal) em P120
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Legenda: Fotomicrografias com o mesmo aumento (objetiva de 40x) e coradas em HE. C: grupo com livre
aleitamento materno e tratado com solugdo veiculo; C/BRO: grupo com livre aleitamento materno e
tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado precocemente através de bandagem adesiva ao
corpo materno e tratado com solugéo veiculo; DP/BRO: grupo desmamado precocemente através de
bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com bromocriptina.

Nota: Valores expressos como média £ EPM. n = 5-6 animais por grupo. * P<0.05 e ** P<0.001.
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N&o foram encontradas altera¢fes de leptina plasmatica em qualquer grupo avaliado,
seja como valores absolutos ou corrigidos pela gordura corporal (figura 18).

Figura 18 - Leptinemia
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Legenda: Leptina plasmética em P120 (A); Leptina plasmética corrigida pelo % de gordura corporal total (B). C:
grupo com livre aleitamento materno e tratado com solucdo veiculo; C/BRO: grupo com livre
aleitamento materno e tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado precocemente através de
bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com solugdo veiculo; DP/BRO: grupo desmamado
precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com bromocriptina.

Nota: Valores expressos como média + EPM. n = 10 animais por grupo.

Nas avaliagfes da homeostase glicémica, ndo foram encontradas diferencas entre os
grupos na glicemia de jejum, hemoglobina glicosilada, insulina plasméatica e HOMA-IR
(figura 19). No entanto, o grupo C/BRO ao ser submetido a uma carga glicémica durante o
TOTG, demonstrou um aumento da area sob a curva quando comparado ao grupo C (+11%) e
DP/BRO (+9%), ressaltando a condicdo de interacdo entre o desmame precoce e a
bromocriptina, onde o tratamento farmacologico exerceu maior influéncia na modulagéo deste

parametro (figura 20).



Figura 19- Perfil glicémico em P120

®

g 150

a
=)
o 1001 — — == ;]
E &
p -
ES Z
a
s 50 o
= =
£
H
g O

1 T T 1

c CIBRO DP DPIBRO

C 60 @

(=]
o
3 T T o .
- T &
g 5401 T
3
o — -
I 20 [=]
£ T
=]
2
£ Ll

c CIBRO DP  DPIBRO

204

15+

104

75

o — =
c CIBRO DP DPIBRO
T
T T
T
T T T T
c CIBRO DP DPIBRO

Legenda: Glicemia de jejum (A); % de hemoglobina glicosilada (B); Insulinemia (C); HOMA-IR (D). C: grupo
com livre aleitamento materno e tratado com solu¢do veiculo; C/BRO: grupo com livre aleitamento
materno e tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado precocemente através de bandagem

adesiva ao corpo materno e tratado com solucdo veiculo;

DP/BRO: grupo desmamado

precocemente atraves de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com bromocriptina.
Nota: Valores expressos como média + EPM. n = 10 animais por grupo.
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Figura 20 - Avaliag&o do teste oral de tolerancia a glicose — TOTG em P120
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Legenda: Evolugdo da curva glicémica (A); Area sob a curva referente a0 TOTG (B). C: grupo com livre
aleitamento materno e tratado com solucéo veiculo; C/BRO: grupo com livre aleitamento materno e
tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado precocemente através de bandagem adesiva ao
corpo materno e tratado com solucdo veiculo; DP/BRO: grupo desmamado precocemente através de
bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com bromocriptina.

Nota: Valores expressos como média + EPM. n = 10 animais por grupo. * P<0.05 e ** P<0.001.

Nas avaliacOes hepaticas ndo foram encontradas diferencas entre os grupos no peso do
figado, assim como do contetdo de triglicerideo e colesterol hepéatico. Nas analises das
fotomicrografias observou-se que todos 0s grupos avaliados apresentam uma preservacdo na
citoarquitetura, porém com minudsculos vacuolos que se assemelham a goticulas lipidicas

presentes no citoplasma (anélise qualitativa) (figura 21).
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Figura 21 - AvaliacGes hepaticas em P120
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Legenda: Fotomicrografias do tecido hepatico com o mesmo aumento (objetiva de 40x) e coradas em HE (A);
Peso do figado corrigido pela massa corporal (B); Contetdo de triglicerideo hepatico pelo ensaio
bioguimico (C); Contetido de colesterol hepatico pelo ensaio bioquimico (D). C: grupo com livre
aleitamento materno e tratado com solugdo veiculo; C/BRO: grupo com livre aleitamento materno e
tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado precocemente através de bandagem adesiva ao
corpo materno e tratado com solugéo veiculo; DP/BRO: grupo desmamado precocemente através de
bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com bromocriptina.

Nota: Valores expressos como média + EPM. n = 10 animais por grupo.
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8.3 Dados pos-desmame P200 - Avaliagdes do experimento 1 (grupos submetidos a dieta

padréo) e experimento 2 (grupos submetidos a dieta hiperlipidica a partir de P130)

Ap6s os 120 dias de vida, o grupo DP apresentou maior MC quando comparado ao
grupo C até o final do experimento (DP vs C em P200 = +8%). Contudo, o tratamento
neonatal com bromocriptina foi capaz de evitar esse ganho de MC como observado no grupo
DP/BRO (DP/BRO vs DP em P200 = -5,7%) (figura 22).

Figura 22- Massa corporal de P120 até P200 - Experimento 1
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Legenda: Evolucdo da massa corporal de P120 até P200 (A); Massa corporal correspondente somente a P200
(B). C: grupo com livre aleitamento materno e tratado com solucéo veiculo; C/BRO: grupo com livre
aleitamento materno e tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado precocemente através de
bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com solucdo veiculo; DP/BRO: grupo desmamado
precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com bromocriptina.

Nota: Valores expressos como média = EPM. n = 10 ninhadas por grupo. * P<0.05 e ** P<0.001.
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Quando submetidos a dieta hiperlipidica por 70 dias, todos 0s grupos experimentais
apresentaram maior MC quando comparados a seus respectivos grupos alimentados somente
com dieta padrdo (C-HF: +27%; C/BRO-HF: +16%; DP-HF: +11% e DP/BRO-HF: +20%).
Porém, quando avaliamos somente 0s grupos submetidos a esta dieta de alta densidade

caldrica, ndo detectamos diferencas entre os grupos (figura 23).
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Figura 23- Massa corporal P200 - Experimento 1 e 2
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Legenda: Representacdo dos animais submetidos a dieta hiperlipidica vs animais alimentados com dieta padréo
(A); Massa corporal dos animais em P200 com fornecimento de racao hiperlipidica (HF) por 70 dias
(experimento 2) em comparagdo a seus respectivos grupos alimentados com dieta padrdo durante todo
0 estudo (experimento 1) (B). C: grupo com livre aleitamento materno e tratado com solucéo veiculo;
C/BRO: grupo com livre aleitamento materno e tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado
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precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com solucdo veiculo;
DP/BRO: grupo desmamado precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado
com bromocriptina.

Nota: Valores expressos como média + EPM. n = 10 ninhadas por grupo. * P<0.05 e ***P<0.0001.

Nas avaliagdes de composicdo corporal ndo encontramos diferencas no compartimento
de proteina e gordura corporal total entre os grupos do experimento 1, no entanto, verificamos
uma tendéncia de 17% no incremento em percentuais de gordura do grupo DP quando
comparado ao grupo C e o decréscimo deste parametro quando estes animais sd@o submetidos
ao tratamento com a bromocriptina (DP/BRO vs DP: -17%) (figura 24).

Ao avaliarmos os grupos HF (experimento 2), verificamos que a prole C/BRO-HF
apresentou menor percentual de gordura corporal (-37%) quando comparado ao grupo
DP/BRO-HF. Quanto ao conteddo de proteina corporal total, ndo foram encontradas
diferengas entre esses grupos (figura 24).

Na comparacdo entre animais com diferentes padrdes dietéticos (experimento 1 vs
experimento 2), todos os grupos do experimento 1 quando submetidos a dieta hiperlipidica,
apresentaram maior percentual de gordura corporal (C-HF: +165%; C/BRO-HF: +93%; DP-
HF: +199%e DP/BRO-HF: +209%). Quanto ao contetdo de proteina corporal, somente 0s
grupos C/BRO-HF (+34%) e DP-HF (+28%) apresentaram aumento deste parametro quando
comparado a seus respectivos grupos com dieta padrdo (Experimento 1 - C: 75,76+3,75;
C/BRO: 67,65+5,98; DP: 72,19+5,42; DP/BRO: 71,57+9,61; Experimento 2 - C-HF:
83,19+3,25; C/BRO-HF: 90,73£2,42; DP-HF: 92,30+4,29; DP/BRO-HF: 86,87+4,55).
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Figura 24- Composicéo corporal P200 - Experimento 1 e 2
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Legenda: Conteldo de proteina corporal total do experimento 1 (dieta padrdo) (A); % de gordura corporal total
do experimento 1 (dieta padrdo) (B); Conteldo de proteina corporal total do experimento 2 (dieta
hiperlipidica - HF) (C); % de gordura corporal total do experimento 2 (dieta hiperlipidica - HF) (D).
C: grupo com livre aleitamento materno e tratado com solugdo veiculo; C/BRO: grupo com livre
aleitamento materno e tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado precocemente através de
bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com solucéo veiculo; DP/BRO: grupo desmamado
precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com bromocriptina.

Nota: Valores expressos como média £ EPM. n = 10 animais por grupo. * P<0.05.

Ao avaliarmos o quantitativo da MGV corrigida pela massa corporal, observamos que
no 1° experimento somente o grupo DP apresentou aumento deste compartimento quando
comparado ao grupo C (+44%) e DP/BRO (+32%) (figura 25). J4 no 2° experimento nao
encontramos diferencas entre os grupos (figura 25), porém quando fazemos a comparagéo

entre 0s experimentos verificamos que os grupos com dieta hiperlipidica apresentam um
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aumento significativo da MGV corrigida quando comparado a Seus respectivos grupos
padrdes (C-HF: +111%; C/BRO-HF: +54%; DP-HF: +42% e DP/BRO-HF: +85%).
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Figura 25- MGV em P200 - Experimento 1 e 2
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Legenda: MGV corrigida pela massa corporal do experimento 1 (dieta padrdo) (A); Representacdo da MGV do
experimento 1 (dieta padrdo) (B); MGV corrigida pela massa corporal do experimento 2 (dieta
hiperlipidica - HF) (C); Representacdo da MGV do experimento 2 (dieta hiperlipidica - HF) (D). C:
grupo com livre aleitamento materno e tratado com solugdo veiculo; C/BRO: grupo com livre
aleitamento materno e tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado precocemente através de
bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com solugdo veiculo; DP/BRO: grupo desmamado
precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com bromocriptina; MGV:
massa de gordura visceral.

Nota: Valores expressos como média + EPM. n = 10 animais por grupo. ***P<0.0001.
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Avaliando-se a morfometria do tecido adiposo visceral observamos que o tamanho dos
adipdcitos corrobora o padrdo quantitativo de MGV, afinal o grupo DP apresentou uma
hipertrofia quando comparado ao grupo C (+33%) e uma reducdo do tamanho celular frente
ao tratamento neonatal com bromocriptina (DP/BRO vs DP: -18%). N&do foram encontradas
diferengas entre os grupos alimentados com dieta hiperlipidica (experimento 2). Na
comparagdo entre as proles com diferentes dietas verificou-se que somente o grupo C-HF
apresentou um aumento do tamanho do adipdcito quando comparado a seu respectivo grupo
submetido exclusivamente a dieta padrdo (C-HF vs C: +39%) (figura 26 e 27) (Experimento 1
- C: 72,78+0,90; C/BRO: 83,43+2,99; DP: 97,23+2,33; DP/BR0:79,48+3,30; Experimento 2
- C-HF: 101,3+3,55; C/BRO-HF: 88,87+5,21; DP-HF:. 97,36+4,11; DP/BRO-HF:
89,81+1,91).
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Figura 26 - Morfometria do tecido adiposo visceral (gordura retroperitoneal) em P200 -
Experimento 1 e 2
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Legenda: Morfometria de adipdcitos do experimento 1 (dieta padrdo) (A); Morfometria de adipécitos do
experimento 2 (dieta hiperlipidica - HF) (B). C: grupo com livre aleitamento materno e tratado com
solucdo veiculo; C/BRO: grupo com livre aleitamento materno e tratado com bromocriptina; DP:
grupo desmamado precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com
solucdo veiculo; DP/BRO: grupo desmamado precocemente através de bandagem adesiva ao corpo
materno e tratado com bromocriptina.

Nota: Valores expressos como média £ EPM. n = 5 animais por grupo. **P<0.001 e ***P<0.0001.
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Figura 27 - Fotomicrografias do tecido adiposo visceral (gordura retroperitoneal) em P200-
Experimento 1 e 2

Legenda: C: grupo com livre aleitamento materno e tratado com solucdo veiculo; C/BRO: grupo com livre
aleitamento materno e tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado precocemente através de

bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com solucdo veiculo; DP/BRO: grupo desmamado

precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com bromocriptina.
Nota: Objetiva de 40x e coloragéo de HE.
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Quanto a leptinemia, observamos que no experimento 1, seja pela avaliacdo dos
valores plasméticos absolutos ou pelos seus valores corrigidos pelo percentual de gordura
corporal, obtivemos o mesmo padréo de resultados, demonstrando que o grupo DP apresentou
uma hiperleptinemia quando comparado ao grupo C (+106%), contrapondo-se ao grupo
DP/BRO em que ndo houve este aumento (-38% vs. DP) (figura 28).

Como era de se esperar todos os grupos HF tiveram maior leptinemia que 0s grupos
em dieta padréo (em valores absolutos: C-HF: +269%; C/BRO-HF: +127%; DP-HF: +110% e
DP/BRO-HF: +152%). Contudo, observou-se que neste 2° experimento, os animais que foram
desmamados precocemente, mas que foram tratados com bromocriptina apresentaram menor
leptinemia (DP/BRO-HF vs DP-HF: -28% na leptinemia corrigida pelo percentual de gordura
total), tornando-se inclusive, mais hipoleptinémico quando comparado ao grupo C/BRO-HF
(DP/BRO vs C/BRO: -39%) (figura 28).

Na comparagéo entre 0s experimentos, somente o grupo C-HF quando comparado ao
grupo C apresentou hiperleptinemia (C-HF vs C: +51% na leptinemia corrigida).



Figura 28- Leptinemia em P200 - Experimento 1 e 2
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Leptina plasmética do experimento 1 (dieta padrdo) (A); Leptinemia corrigida pelo % de gordura
corporal do experimento 1 (dieta padrdo) (B); Leptina plasmatica do experimento 2 (dieta
hiperlipidica - HF) (C); Leptinemia corrigida pelo % de gordura corporal do experimento 2 (dieta
hiperlipidica - HF) (D). C: grupo com livre aleitamento materno e tratado com solucéo veiculo;
C/BRO: grupo com livre aleitamento materno e tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado
precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com solucdo veiculo;
DP/BRO: grupo desmamado precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado

com bromocriptina.

Nota: Valores expressos como média + EPM. n = 10 animais por grupo. * P<0.05; **P<0.001 e ***P<0.0001.

Quanto ao perfil glicémico, animais do experimento 1 ndo apresentaram altera¢des na

glicemia de jejum e hemoglobina glicosilada, no entanto, nos resultados do TOTG, observou-

se que os grupos C/BRO e DP aumentaram area sob a curva quando comparado ao grupo C

(+8% e +12% , respectivamente) e que o grupo DP/BRO néo apresentou este tipo de resultado

qguando comparado a prole DP (-9%). Ao avaliarmos isoladamente os grupos que compdem o

2° experimento, ndo verificamos diferencas em nenhum destes pardmetros avaliados.

Contudo, a0 compararmos 0s experimentos, observamos que a dieta hiperlipidica promoveu

uma hiperglicemia de jejum nos animais tratados com bromocriptina, quando comparados a
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seus respectivos grupos com dieta padrdo (C/BRO-HF vs C/BRO: +7% e DP/BRO-HF vs
DP/BRO: +7%). Quanto aos resultados da hemoglobina glicosilada, todos os grupos HF
apresentaram aumento de seus valores quando comparados aos animais do experimento 1 (C-
HF: +20%; C/BRO-HF: +31%; DP-HF: +39% eDP/BRO-HF: +19%). No TOTG apenas 0
grupo DP-HF ndo apresentou uma piora da area sob a curva quando comparado aos grupos do
1° experimento (C-HF: +15%; C/BRO-HF: +13% e DP/BRO-HF: +16%) (figura 29).

Figura 29- Perfil glicémico em P200 - Experimento 1 e 2
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Legenda: Glicemia de jejum do experimento 1 (dieta padrdo) (A); % de hemoglobina glicosilada do experimento
1 (dieta padrdo) (B); Area sob a curva do TOTG do experimento 1 (dieta padréo) (C); Glicemia de
jejum do experimento 2 (dieta hiperlipidica - HF) (D); % de hemoglobina glicosilada referente aos
grupos do experimento 2 (dieta hiperlipidica - HF) (E); Area sob a curva do TOTG do experimento 2
(dieta hiperlipidica - HF) (F). C: grupo com livre aleitamento materno e tratado com solugdo veiculo;
C/BRO: grupo com livre aleitamento materno e tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado
precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com solucdo veiculo;
DP/BRO: grupo desmamado precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado
com bromocriptina; TOTG: teste oral de tolerancia a glicose.

Nota: Valores expressos como média £ EPM. n = 10 animais por grupo. * P<0.05 e **P<0.001.
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As avaliagOes da insulinemia ndo mostraram diferenca entre os grupos em qualquer

um dos experimentos e nem na comparacao entre eles (figura 30). Apesar de ndo apresentar

diferenca estatisticamente significativa, os grupos DP/BRO independente da dieta tiveram os
valores mais baixos (Experimento 1 - DP/BRO vs DP: -31%; DP/BRO vs C/BRO: -30%);
Experimento 2 - DP/BRO-HF vs DP-HF: -22%; DP/BRO-HF vs C/BRO-HF: -38%).

Figura 30 - Avaliacdo da insulinemia e indice de
Experimento 1 e 2
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Legenda: Insulinemia do experimento 1 (dieta padrdo) (A); HOMA-IR do experimento 1 (dieta padrdo) (B);
Insulinemia do experimento 2 (dieta hiperlipidica - HF) (C); HOMA-IR do experimento 2 (dieta
hiperlipidica - HF) (D). C: grupo com livre aleitamento materno e tratado com solugdo veiculo;
C/BRO: grupo com livre aleitamento materno e tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado
precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com solucdo veiculo;
DP/BRO: grupo desmamado precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado

com bromocriptina.

Nota: Valores expressos como média = EPM. n = 10 animais por grupo.
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As avaliacBes hepaticas referentes aos animais do experimento 1 demonstraram um
aumento no quantitativo de TG na prole DP (DP vs C: +29 %) e a sua diminui¢do quando
submetidos ao tratamento com bromocriptina (DP/BRO vs DP: -17%). Animais com dieta
hiperlipidica ndo apresentaram diferencas entre si na quantidade de triglicérides hepatico,
contudo ao serem comparados com os animais de dieta padrdo verificamos que todos os
grupos, com exce¢do da prole DP-HF, apresentaram um aumento significativo nesta analise
(C-HF: +29%; C/BRO-HF: +22% e DP/BRO-HF: +34%) (figura 31).

N&o foram encontradas diferencas em qualquer comparativo referente as analise de
colesterol hepético (figura 31) e quantificacdo proteica das enzimas do sistema antioxidante e

marcadores de estresse oxidativo (figura 32 e 33 respectivamente).

Figura 31 - Avaliacdo bioquimica de triglicerideo e colesterol hepéatico em P200 -
Experimento 1 e 2

©)
©)

34 * * 34

) : X | e

i 24 —_ = b i 24

ES E8

ge g8

'g 14 -§

2 2

<] o

ool F o

c CIBRO DP DPIBRO C-HF C/BRO-HF DP-HF DP/BRO-HF

_ 20 2.0

m

E —_ H -
4 154 = = = 2 15 _ T S
D D
£8 10 s

g 2 Rl g 2 1.0

= E
E 0.54 E‘ 05
5] 5]

9 0.0- Q0.0

c CIBRO DP DPIBRO C-HF C/BRO-HF DP-HF DP/BRO-HF

Legenda: TG hepatico do experimento 1 (dieta padrdo) (A); COL hepatico do experimento 1 (dieta padréo) (B);
TG hepético do experimento 2 (dieta hiperlipidica - HF) (C); COL hepatico do experimento 2 (dieta
hiperlipidica - HF) (D). C: grupo com livre aleitamento materno e tratado com solucéo veiculo;
C/BRO: grupo com livre aleitamento materno e tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado
precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com solugdo veiculo;
DP/BRO: grupo desmamado precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado
com bromocriptina; TG: triglicerideo; COL.: colesterol.

Nota: Valores expressos como média £ EPM. n = 10 animais por grupo. * P<0.05.
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Figura 32 - Quantificacdo proteica por western blotting das enzimas do sistema antioxidante
presentes no tecido hepatico em P200 - Experimento 1 e 2
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Legenda: Cu/ZnSOD (SOD1) do experimento 1 (dieta padrdo) (A); MnSOD (SOD2) do experimento 1 (dieta
padrdo) (B); Catalase do experimento 1 (dieta padréo) (C); GPx do experimento 1 (dieta padrédo) (D);
Cu/ZnSOD (SOD1) do experimento 2 (dieta hiperlipidica - HF) (E); MnSOD (SOD2) do experimento
2 (dieta hiperlipidica - HF) (F); Catalase do experimento 2 (dieta hiperlipidica - HF) (G); GPx do
experimento 2 (dieta hiperlipidica - HF) (H); Representacdo das bandas imunomarcadas dos
experimentos 1 e 2 (abaixo). C: grupo com livre aleitamento materno e tratado com solucéo veiculo;
C/BRO: grupo com livre aleitamento materno e tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado
precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com solucdo veiculo;
DP/BRO: grupo desmamado precocemente através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado
com bromocriptina; SOD: superdxido dismutase; GPx: glutationa peroxidase.

Nota: Valores expressos como média £ EPM. n = 7 animais por grupo.



95

Figura 33 - Quantificacdo proteica por western blotting dos marcadores de estresse oxidativo
em P200 - Experimento 1 e 2
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Legenda: 4-HNE do experimento 1 (dieta padrdo) (A); Nitrotirosina do experimento 1 (dieta padrdo) (B); 4-HNE
do experimento 2 (dieta hiperlipidica - HF) (C); Nitrotirosina do experimento 2 (dieta hiperlipidica -
HF) (D); Representacdo das bandas imunomarcadas dos experimentos 1 e 2 (abaixo). C: grupo com
livre aleitamento materno e tratado com solucdo veiculo; C/BRO: grupo com livre aleitamento
materno e tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado precocemente através de bandagem
adesiva ao corpo materno e tratado com solugéo veiculo; DP/BRO: grupo desmamado precocemente
através de bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com bromocriptina.

Nota: Valores expressos como média £ EPM. n = 7 animais por grupo.
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8.4 Comportamento alimentar

Né&o foram encontradas diferencas na ingestdo alimentar acumulada até os 130 dias de
vida (ponto de corte onde ocorre a subdivisdo dos grupos) (C: 2269+47,24; C/BRO:
2406+40,49; DP: 2340+35,23 e DP/BRO: 2320+35,30).

No entanto, durante a realizacdo do teste de comportamento alimentar em P120,
somente as proles tratadas com bromocriptina no periodo neonatal, ao serem apresentadas a
dieta hiperlipidica, reduziram a ingestdo desta racdo de alta palatabilidade aos 30 minutos
(tempo onde se avaliou a voracidade dos animais ao consumo dietético) (C/BRO-HF vs C-
HF: -26% e DP/BRO-HF vs DP-HF: -24%). Tais grupos, tiveram, inclusive, um consumo
inferior aos seus respectivos grupos submetidos a dieta padrdo (C/BRO-HF vs C/BRO: -31%
e DP/BRO-HF vs DP/BRO: -29%). Na avaliacdo do periodo de 12 horas, observamos menor
consumo de ragdo padrdo na prole DP/BRO quando comparado ao grupo C/BRO (-19%) e
grupo DP (-21%). Ja em animais com oferta de dieta hiperlipidica observou-se que as proles
C/BRO-HF e DP-HF consomem um quantitativo maior de racdo quando comparados ao
grupo C-HF (- 22% e -26%, respectivamente). Comparando-se, portanto, 0S grupos com a
diferenciacdo dietética, somente o grupo C-HF apresentou menor consumo alimentar dentro
das 12 horas (C-HF vs C: -20%) (figura 34).
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Figura 34 - Teste de comportamento alimentar em P120
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Legenda: Avaliacdo de 30 minutos em grupos com dieta padrdo (A); Avaliacdo de 30 minutos em grupos com
dieta hiperlipidica-HF (B); Comparativo entre os grupos com dietas diferenciadas (padrdo vs
hiperlipidica) no tempo de 30 minutos (C); Avaliacdo de 12 horas em grupos com dieta padrdo (D);
Avaliacdo de 12 horas em grupos com dieta hiperlipidica -HF (E); Comparativo entre os grupos com
dietas diferenciadas (padrdo vs hiperlipidica) no tempo de 12 horas (F). C: grupo com livre
aleitamento materno e tratado com solucdo veiculo; C/BRO: grupo com livre aleitamento materno e
tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado precocemente através de bandagem adesiva ao
corpo materno e tratado com solucdo veiculo; DP/BRO: grupo desmamado precocemente através de
bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com bromocriptina.

Nota: Valores expressos como média £ EPM. n = 10 ninhadas por grupo.

Com a repeticdo do teste em P180 ndo foram encontradas diferencas entre 0s grupos
quando avaliamos o tipo de dieta separadamente, tanto na avaliagdo de 30 minutos quanto em
12 horas. Entretanto ao compararmos os padrdes dietéticos observamos que todos 0s grupos
reduziram o consumo alimentar quando comparados a seus respectivos grupos submetidos a
dieta padrdo, em ambos tempos avaliados (em 30 minutos: C-HF vs C: -38%; C/BRO-HF vs
C/BRO: -30%; DP-HF vs DP: -30% e DP/BRO-HF vs DP/BRO: -38%; em 12 horas: C-HF vs
C: -25%; C/BRO-HF vs C/BRO: -29%; DP-HF vs DP: -28% e DP/BRO-HF vs DP/BRO: -
20%) (figura 35).



99

Figura 35- Teste de comportamento alimentar em P180

T
T
C-HF C/Bro-HF DP-HF DP/Bro-HF

08id
,0¢ - (B) 4H oeded ap orysabu|
dejuzwlie speplyelopn

DPIBro

s el
DP

— —
CiBro

s
o

T T T T 1
«© w T o~ (=]

0sld
.0¢ - (B) ocuped opded sp oelsabu|
lejuauwilfe speplalselon

©

w w =T o™ (=1

0s8id
.0¢ - (B) oedel ap opysabu|
Iejuaije apepiaelop

©

©

w
T
2
H - @
a
Qa
w
+ x
[ a
Q
w
T T 1 I
| g - i
3] * 9
" — Oso
F - - O
+ & %
Q e
r T r 1 * h o@,q
e e © © x o
-*®
0sld - KBS
syzl - (B) 44 oeded ap oeisabu|
Jeuswife apepialsindwod
— — -
* \wc&av
-«
x 0
& h [ %%
- e
o (v}
a
» h [ %
! S >
-«
Ly L
2
i F @
[&] r T T T 1
(=1 i (=] =] [=)
[ - -
_ L o ogld
syzi - (B) oedel ap oeysabu|
Jejusuife spepialsindwod

r T T T 1
(=1 [f=] Q [T+ [=]
] 2 2 @
08ld
syz| - (B) ovaped opded ap oeysabu|

Jeuswife apepialsindwod



100

Legenda: Avaliacdo de 30 minutos em grupos com dieta padrdo (A); Avaliacdo de 30 minutos em grupos com
dieta hiperlipidica - HF (B); Comparativo entre os grupos com dietas diferenciadas (padrdo vs
hiperlipidica) no tempo de 30 minutos (C); Avaliacdo de 12 horas em grupos com dieta padréo (D);
Avaliacdo de 12 horas em grupos com dieta hiperlipidica - HF (E); Comparativo entre 0s grupos com
dietas diferenciadas (padrdo vs hiperlipidica) no tempo de 12 horas (F). C: grupo com livre
aleitamento materno e tratado com solucdo veiculo; C/BRO: grupo com livre aleitamento materno e
tratado com bromocriptina; DP: grupo desmamado precocemente através de bandagem adesiva ao
corpo materno e tratado com solucdo veiculo; DP/BRO: grupo desmamado precocemente através de
bandagem adesiva ao corpo materno e tratado com bromocriptina.

Nota: Valores expressos como média £ EPM. n = 10 ninhadas por grupo.

Quanto ao consumo alimentar acumulado no periodo de P130 a P200 somente
observamos diferenca no experimento 1, onde o grupo DP se mostrou mais hiperfagico (+9%
no quantitativo em g de ragdo consumida) quando comparado ao grupo C (C: 1752+31,78;
C/BRO: 1826+40,45; DP: 1905+34,39 e DP/BRO: 1800+25,20). No 2° experimento, apesar
de ndo haver diferencas entre os grupos (C-HF: 1295+34,28; C/BRO-HF: 1262+30,99; DP-
HF: 1273+39,72 e DP/BROHF: 1282+40,20), todas as proles apresentaram menor consumo
alimentar quando comparados a seus respectivos grupos padrées (C-HF vs C: -26%; C/BRO-
HF vs C/BRO: -31%; DP-HF vs DP: -33% e DP/BRO-HF vs DP/BRO: -29%).
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9 DISCUSSAO

O presente estudo procurou avaliar o impacto do tratamento neonatal com
bromocriptina (desmame precoce farmacoldgico) e verificar seus possiveis efeitos de
interferéncia na programagéo, visto que neste modelo de desmame precoce esta droga poderia
passar para a prole através do leite materno e promover efeitos tecido-especificos de protecéao
ao tecido hepatico através da modulacéo do status redox (Peixoto-Silva et al., 2014). Portanto,
partindo de um modelo de desmame precoce ndo-farmacoldgico, onde ja foram identificados
efeitos hepéaticos a longo prazo (microesteatose e aumento do estresse oxidativo tecidual),
realizamos o tratamento com a bromocriptina, diretamente nos filhotes, nos trés altimos dias
de lactacéo.

Durante o desenvolvimento neonatal, confirmamos a importancia do aleitamento
materno, mesmo na fase final da lactacdo, através da reducdo do peso corporal dos filhotes
DP. Entretanto, o uso da bromocriptina, também desencadeou uma diminuicdo de peso dos
filhotes, mesmo quando amamentados livremente, tornando-se inclusive, mais intensa quando
0s animais eram submetidos a restricdo do aleitamento. A administracdo deste farmaco ja se
mostrou eficaz na reducdo da ingestéo alimentar (Cincotta et al., 1989, 1993; Scislowski et al.,
1999; Davis et al., 2006) e acreditamos que os efeitos na modulacdo do comportamento
alimentar associada a adaptacdo forcada a alimentos sélidos, fazem com que a prole DP/BRO
torne-se de maior risco nutricional, o que provavelmente contribuiu para o0 menor CNA em
P21.

Nesta mesma idade, o tratamento farmacoldgico também foi capaz de desencadear
uma queda na glicemia das proles C/BRO e DP/BRO, ou seja, sem que houvesse diferenca
entre o fato de estarem ou ndo consumindo o leite materno. Tem sido demonstrado os efeitos
hipoglicemiantes da bromocriptina, sendo hoje, uma droga com grandes possibilidades
terapéuticas no tratamento do DM tipo Il (Weiland & Hilaire, 2013; Yogendra, 2010). Em
seres humanos, a bromocriptina é capaz de reduzir os niveis glicémicos (de jejum e poés-
prandial) (Pijl et al., 2000), provando ser um possivel tratamento para a restauracdo da
homeostase glicémica, quando usada de forma isolada ou como uma droga coadjuvante no
tratamento com glipizida (ambos em doses sub-terapéuticas) (Kumar et al., 2013).

Passado o periodo da lactacdo, 0s animais que apresentaram um prejuizo no seu
desenvolvimento biométrico no inicio da vida, tiveram uma compensagdo no crescimento e,

em P120, ndo foram encontradas diferencas na MC e no CNA dos animais. Entretanto, as
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avaliacBes de P200 corroboraram o fato do modelo de desmame precoce ndo-farmacoldgico
aumentar o risco para a instalacdo do sobrepeso (Lima et al., 2014). De forma inédita,
demonstramos os efeitos a longo prazo do tratamento com bromocriptina que impediu 0
excessivo ganho de peso ponderal, uma vez que as proles C/BRO e DP/BRO apresentaram
uma média de peso corpdreo similar ao grupo C.

E possivel que os efeitos da bromocriptina durante o periodo do desenvolvimento
neonatal perdurem em funcdo de um processo adaptativo, desencadeado em resposta a
interferéncia precoce na modulacéo do ténus dopaminérgico, onde a bromocriptina ja mostrou
favorecer, no adulto, o controle do peso corporal através da regulacdo do balanco energético
(Cincotta et al.,, 1997). Entretanto, ressalta-se que diante de um agravo metabdlico
representado pelo consumo de dieta hiperlipidica (experimento 2), a bromocriptina torna-se
ineficaz neste controle do peso corporal, uma vez que ndo foram encontradas diferencas entre
os animais HF e que todas estas proles tiveram maior peso quando comparadas a Seus
respectivos grupos com dieta padrao.

Considerando a composicdo corporal, verificamos que em P120 ndo foram
encontradas diferencas nos compartimentos corporais (proteina e gordura total), inclusive nos
depdsitos viscerais. No entanto, observamos uma diferenciacdo quanto ao tamanho das células
adiposas no grupo DP, mostrando que este grupo ja apresenta uma hipertrofia dos adipécitos e
que, principalmente, o tratamento com a bromocriptina foi capaz de reverter esta condig&o,
tornando as células adiposas dos animais DP/BRO equiparaveis aos demais grupos. Em P200,
observamos que o percentual de gordura corporal total tende a se elevar, contribuindo para o
aumento de massa corporal observado nos animais do grupo DP, afinal estes animais
apresentaram uma evidente tendéncia ao aumento deste compartimento, sendo muito
provavelmente justificado pelo aumento da gordura visceral em detrimento da gordura
subcutanea, comprovado inclusive, pela constatacio do mecanismo de hipertrofia dos
adipdcitos da gordura retroperitoneal. Assim, como nos dados favoraveis de massa corporal, 0
tratamento com bromocriptina também se mostrou relevante na prevencdo da adiposidade,
afinal a gordura corporal, a MGV e o tamanho dos adipécitos dos grupos C/BRO e DP/BRO
apresentaram resultados bastante semelhantes aos animais C.

Recentemente, foi demonstrado em células adiposas da linhagem 3T3-L1, que a
bromocriptina possui um importante efeito anti-obesogénico através da atuacdo em receptores
a-2 adrenérgicos. Seus efeitos seriam baseados na modulacdo negativa de diferentes genes
envolvidos no mecanismo de lipogénese e a alteragdo da via metabolica intracelular, através

do aumento de pAMPK1, que consequentemente, atenua a via de sintese de triacilglicerol,
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favorecendo o mecanismo de beta-oxidagdo. Ademais, a bromocriptina reduziu a adipogénese
através da inibicdo de fatores de crescimento especificos como PPARy, CEBPa ¢ PPARa
(Mukherjee et al., 2013).

Entretanto, ao avaliarmos a descompensacdo no acUmulo de gordura oriunda do
consumo de uma dieta hiperlipidica, observamos que todos 0s animais apresentam um
aumento da adiposidade, mostrando que neste caso, a bromocriptina ja ndo consegue prevenir
0 avanc¢o do sobrepeso/obesidade. Através da analise morfoldgica, concluimos que diante da
dieta hiperlipidica, todos os grupos (exceto o grupo C), tiveram aumento da adiposidade por
hiperplasia, pois na comparagdo entre os grupos com diferentes dietas ndo visualizamos um
aumento do tamanho da célula gordurosa nestes grupos. Neste caso, animais programados,
independente se pelo desmame precoce ou pelo uso da bromocriptina, quando expostos a um
novo agravo metabolico como a dieta, parecem desencadear uma resposta diferenciada,
representada pela hiperplasia, na tentativa de minimizar as disfungdes decorrentes da
expansdo da adiposidade. A sobreposicdo do mecanismo de hipertrofia em detrimento do
crescimento celular (hiperplasia), como o que ocorreu em animais C, esta mais relacionada ao
decréscimo da sensibilidade insulinica; hipoxia tecidual e aumento do estresse intracelular, da
apoptose e da inflamacdo (KI6ting & Bluher, 2014). De alguma forma, tanto a
bromocripitina, mas surpreendentemente o préprio desmame precoce, parecem proteger deste
mecanismo fisioldgico que a longo prazo pode se tornar deletério.

Apesar de sabermos gue a adiposidade interfere diretamente na leptinemia, ndo foram
encontradas diferencas nos valores plasmaticos de leptina em P120, assim como ja
mencionamos para a adiposidade. Porém aos 200 dias observamos que a prole DP se mostra
hiperleptinémica e que 0 seu tratamento com a bromocriptina conseguiu prevenir esta
alteracdo, mesmo quando submetida a dieta hiperlipidica. A relacdo leptina/massa de tecido
adiposo tem sido proposta por Paz-Filho et al. (2009) como um indicador da descompensacéo
da Sindrome Metabolica. Quanto menor esta relagdo maior o numero de componentes da
Sindrome Metabolica estdo presentes de uma forma mais grave. Assim, uma relagéo alta pode
significar uma tentativa de atenuar as doencas associadas a Sindrome. No caso da dieta
padrdo, a resposta segue o padrdo da leptinemia, ou seja o grupo DP apresenta a maior
relagcdo, enquanto os outros grupos ndo apresentam diferenca, inclusive o DP/BRO. Isto se
explica porque estes 3 grupos nao apresentaram aumento da adiposidade que so foi verificada
no grupo DP. Porém, quando submetidos a uma dieta hiperlipidica, todos os animais ficam
com o0 mesmo grau de adiposidade, mas os animais controle apresentam um aumento na

relacdo leptina/massa de tecido adiposo, quando comparamos aos grupo C em dieta controle.
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Os outros grupos ndo apresentaram diferenca estatistica, mas curiosamente o grupo DP-HF
teve a menor propor¢do em relacdo ao DP em dieta padrdo. Quanto ao grupo DP/BRO-HF
houve uma menor queda em relacdo ao grupo DP-BRO em dieta padrdo. Porém, este grupo
foi o Unico que apresentou a menor relacéo leptina/massa de tecido adiposo entre 0s 4 grupos
estudados em dieta HF. Assim, a hipertrofia dos adipdcitos parece estar relacionada com a
sua capacidade de produzir mais leptina por massa de tecido adiposo, o que foi verificado nos
grupos C-HF e no grupo DP.

Quanto ao estudo da homeostase glicémica aos 120 dias de vida, somente
evidenciamos uma intolerancia a glicose em animais do grupo C/BRO. Condigéo esta, que
permaneceu aos 200 dias, sendo seguido por animais do grupo DP que passaram a apresentar
esta disfuncdo. Aqui se reforca mais uma vez, a condicdo benéfica do tratamento com a
bromocriptina que possibilitou a melhora desta intolerancia visualizado nos animais DP/BRO.
Apesar da significancia no teste estatistico do TOTG, ressaltamos que 0s demais resultados
referentes aos parametros glicémicos do grupo C/BRO encontram-se dentro da normalidade e
equiparaveis aos valores dos animais C.

Quanto aos possiveis mecanismos de acdo da bromocriptina no controle glicémico,
sugere-se uma melhora dos niveis de dopamina no ndcleo supraquiasmatico e ventromedial
hipotalamico, sendo esta normalizagdo importante para o0 aumento da sensibilidade insulinica.
Considerando, que mamiferos em situacfes de privacdo alimentar apresentam um estado de
resisténcia insulinica e/ou intolerancia a glicose para favorecer a sobrevivéncia, poderiamos
considerar que o tratamento com a bromocriptina poderia ter se tornado mais eficaz na
atenuacdo desta programacgdo justamente na prole que apresentou maior risco nutricional
durante o desenvolvimento neonatal (Defronzo, 2011). Entretanto, ressaltamos a necessidade
de novos experimentos para comprovarmos este mecanismo.

A dieta hiperlipidica ndo permite a continuidade dos efeitos favoraveis da
bromocriptina, pois ao comparamos 0s dois experimentos, todos os animais HF apresentam
aumento do percentual de hemoglobina glicosilada e maior intolerancia a glicose (exceto o
grupo DP-HF que ndo apresentou aumento da area sob a curva no TOTG). Na glicemia de
jejum as proles tratadas com bromocriptina foram as Unicas a apresentar uma diferenca
estatistica quando comparadas aos seus respectivos grupos com dieta padréo apresentando um
discreto aumento da glicemia. Estes resultados demonstram a importancia da composicao
dietética e refletem os efeitos deletérios da maior ingestdo de lipideos. Ja foi descrito que o
consumo deste macronutriente por ratos durante um periodo de 10 semanas consegue alterar

de forma mais significativa a adiposidade e a homeostase glicémica, do que quando estes
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animais sdo submetidos a uma maior ingestdo de carboidrato (especificamente frutose)
(Zaman et al., 2011). Quanto a ineficiéncia da bromocriptina na melhora destes parametros
frente a uma desajuste dietético, demonstramos que um possivel tratamento para a obesidade
e o diabetes mellitus devera ser baseado em uma acdo conjunta com as modifica¢fes no estilo
de vida do individuo, ressaltando a recomendacdo da agéncia americana FDA que liberou o
uso da bromocriptina para pacientes diabéticos como um co-adjuvante ao controle dietético e
a pratica de atividades fisicas (Keche, 2010; Quianzon & Cheikh, 2012).

Consideramos que o uso da racdo hiperlipidica se configurou como um importante
diferencial, uma vez que a bromocriptina j& se mostrou benéfica na reducdo da ingestdo
alimentar (Davis et. al, 2009; Thanos et. al, 2011). Numa outra etapa do nosso trabalho,
propomos a realizacdo de um desafio alimentar na idade adulta, onde encontramos
interessantes resultados. Aos 120 dias de vida, ndo observamos diferencas no consumo de
dieta padrdo por um curto espago de tempo, contudo ao serem desafiados com uma ragéo
hiperlipidica, somente os animais tratados com bromocriptina se mostraram menos vorazes ao
consumo desta dieta mais palatavel. Na avaliacdo do consumo dentro de um ciclo escuro
completo (12h), as proles tratadas com bromocriptina ndo mais exibiram esta reducdo no
consumo alimentar de dieta hiperlipidica. Como houve um menor consumo da ra¢do mais
palatavel no grupo C-HF, na comparacgdo entre 0s experimentos, consideramos que a maior
saciedade promovida pela dieta hipercalérica € uma justificativa para o0 seu comportamento
alimentar. Como ndo foi observado comportamento semelhante nas proles programadas,
sugerimos que estes animais, independente do tratamento com a bromocriptina, por ndo
apresentarem uma redugdo no consumo alimentar, demonstram um comportamento mais
compulsivos na continuidade de um estimulo.

Como a administracdo da droga pode interferir de maneira muito precoce nos
receptores dopaminérgicos, sugerimos que mais estudos sobre a interferéncia da
bromocriptina no sistema de recompensa cerebral devam ser executados, afinal
comportamentos que se relacionam com atividades compulsivas, como a dependéncia a
drogas, obesidade, entre outros, podem ser derivados de uma reducdo dos efeitos da
dopamina. O foco neste tema é importante pois abre caminho para o tratamento da obesidade
através da melhora da resposta a dopamina, ressaltando o mecanismo pelo qual a
bromocriptina pode se comportar como um agente anorexigénico (Doknic et al., 2002).

Em P180, a saciedade se torna uma condi¢cdo mais marcante no desafio alimentar, pois
na avaliacdo entre as dietas observamos que todos 0s grupos experimentais, seja na avaliagdo

a curto e longo prazo, apresentam uma reducao do consumo de dieta hiperlipidica. Neste caso,
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acreditamos que diferentemente do que ocorre em P120 onde 0s animais s&o expostos a dieta
hiperlipidica pela primeira vez, em P180 observamos que a constante oferta desta da dieta
pode promover uma reducdo na compulsividade ou na busca por novidades, limitando
portanto, a avaliacdo do teste.

Considerando que alteracbes na homeostase glicémica nos reportam a tecidos
sensiveis a insulina, o presente estudo evidenciou que aos 120 dias de vida, ndo foram
encontradas alteracdes no tecido hepéatico que representassem qualquer tipo de injuria, visto
neste momento os animais ainda ndo demonstram grandes alteracbes metabdlicas. No entanto,
com o decorrer do experimento, observamos um aumento do conteido de TG hepatico
(avaliacdo bioquimica) somente no grupo DP e que a administracdo da dieta hiperlipidica
favorece esse acimulo em todos 0s grupos experimentais, com excecdo do grupo DP. Apesar
da modificacdo encontrada, ndo foram evidenciadas alteracdes no quantitativo das enzimas do
sistema antioxidante e de marcadores do estresse oxidativo. Ressaltamos assim, a limitagéo
deste estudo que ndo avaliou a atividade destas enzimas, assim como a histologia hepética
para a total elucidacdo do efeito da bromocriptina na protecédo hepatica a doenca néo alcodlica
do figado gorduroso.

Portanto, a bromocriptina pode ser considerada um fator que pode influenciar a
programacdo do metabolismo, atenuando, principalmente em animais com maior risco
nutricional, alguns parametros metabdlicos como o ganho de peso corporal, a adiposidade e
leptinemia que contribuiriam para uma protecdo das co-morbidades associadas a obesidade
como as disfuncbes hepaticas. Contudo, devemos considerar que o controle dietético
continuara sendo uma base fundamental no tratamento da obesidade e/ou sindrome
metabdlica uma vez que ndo conseguimos extrapolar as vantagens identificadas com a
bromocriptinaem animais alimentados com dieta hiperlipidica. Reconhecemos as limitagdes
técnicas do nosso estudo quanto a avaliacdo da atividade enzimatica do sistema antioxidante e
a avaliacdo histologica do tecido hepatico, mas consideramos que este possa abrir novas
perspectivas para realizacdo de novos estudos, principalmente no pos-desmame imediato, que
possibilitardo conhecer os potenciais terapéuticos desta droga no combate a obesidade e

diabetes mellitus.



107

CONCLUSAO

A primeira parte da Tese consistiu na execucdo de um protocolo experimental de
desmame precoce farmacologico, no intuito de compreendermos a importancia deste fator de
imprinting no desencadeamento de doengas hepéticas associadas ao sobrepeso, ja que o
desmame precoce nao-farmacoldgico apresenta esteatose hepéatica e aumento do estresse
oxidativo. Evidenciamos que a transferéncia da bromocriptina pelo leite materno atenua a
programacao pelo desmame precoce ndo-farmacoldgico em relagdo a funcdo hepética. Além
disso, estes animais demonstraram uma modulagdo favoravel do status redox no figado e no
plasma, contribuindo consequentemente, para o nao desenvolvimento de esteatose hepatica.

Na segunda parte da Tese, estabelecemos o tratamento neonatal com bromocriptina em
filhotes que foram submetidos ao protocolo de desmame precoce ndo-farmacoldgico.
Adicionalmente, investigamos se 0s possiveis efeitos benéficos permaneceriam frente a um
novo agravo metabdlico (consumo de dieta hiperlipidica na idade adulta). Novamente
encontramos resultados que apontam para um efeito protetor da bromocriptina. Observamos
que o tratamento neonatal com este farmaco impediu 0 ganho de peso corporal excessivo, a
adiposidade, a hiperleptinemia e demonstramos a inibicdo do acimulo de triglicerideos no
tecido hepatico. No entanto, verificamos que tais efeitos ndo prevalecem frente a uma dieta
hiperlipidica.

Assim, nosso estudo enfatiza a importancia do aleitamento materno no intuito de
minimizarmos o surgimento de doencgas cronicas na idade adulta. Ademais, corroboramos o
conceito de que a bromocriptina apresenta importante potencial terapéutico como um
coadjuvante no tratamento de obesidade e/ou diabetes e pela primeira vez, sugerimos seu

possivel papel na prevencdo da programacao da obesidade pelo desmame precoce.
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