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RESUMO

A obesidade tem sido considerada uma epidemia mundial descrita como
“globesidade”, tornando-se um grave problema de saude publica atualmente. Sabe-
se que o risco de desenvolver obesidade na idade adulta pode ser influenciado por
uma nutricdo inadequada na fase lactacional do recém-nascido. “Programacéao
metabdlica” € como chamamos o processo pelo qual os fatores iniciais da vida podem
influenciar a salde da prole na idade adulta. Estudos com modelos animais
favorecendo o excesso de consumo alimentar ou a reducdo do namero de filhotes na
ninhada, sugerem que a obesidade pode ser transmitida através de multiplas
geracdes através de mecanismos epigenéticos. Neste contexto, o presente trabalho
teve como objetivo propdr um novo modelo de estudo onde avaliamos qual o efeito da
associacao da reducédo do numero de filhotes e 0 acasalamento consanguineo sobre
a obesidade em ratos Wistar por 5 geracdes. O desenho experimental deste estudo
pretende desenvolver e avaliar 20 geracbes. Se mantidas as caracteristicas
fenotipicas de obesidade adquiridas até a ultima geracdo, esta poderia ser uma
alternativa disponivel aos pesquisadores, trazendo iniameros beneficios para a
pesquisa como reducdo de tempo, custo e animais sacrificados em experimentos.
Para este estudo, o grupo experimental foi formado por ratos provenientes de
cruzamento ndo consanguineo, que quando adultos acasalaram e tiveram suas
ninhadas reduzidas para 2 machos e 2 fémeas. Estes animais que sofreram a primeira
manipulagdo da ninhada foram chamados de Geracdo formadora e a partir desta
geracao acasalaram-se os irmaos para dar origem a G1. A partir de G1, foram entéao
realizados os dois procedimentos de reducdo da ninhada e cruzamento dos irmaos,
consecutivamente, até a G5. Os resultados obtidos destas geracbes foram
comparados aos resultados de um grupo controle, onde os animais acasalaram por
cruzamento ndo consanguineo e as ninhadas resultantes ndo sofreram reducéo.
Neste trabalho, serdo apresentados os resultados das geracdes 1, 3, 5 e do grupo
controle uma vez que foram considerados representativos tambem das geracoes 2 e
4. Em cada geracao todos os machos foram sacrificados para coleta das amostras de
sangue onde se avaliou 0s seguintes parametros: bioquimicos (lipoproteinas,
triglicerideos, colesterol total e glicose) e histomorfométricos (massa corporal, indice
de Lee, consumo alimentar, adiposidade retroperitoneal, morfometria da
hemimandibula, nimero de células caliciformes e comprimento do intestino). Os
parametros foram analisados pelo método ANOVA, com pos teste de Tukey e teste t
de Student. Comparativamente com 0 grupo controle, 0s animais consanguineos
apresentaram aumento no consumo de ragdo, na massa corporal, na gordura
retroperitoneal, no indice de Lee, do LDL e reducdo do HDL, VLDL, colesterol total,
triglicerideos e glicemia. Na avaliacdo do intestino houve reducdo no numero de
células caliciformes e aumento no comprimento intestinal. A morfometria das
hemimandibulas foram usadas como marcadores de possiveis alteracdes
epigenéticas e os resultados mostraram uma reducdo da massa mandibular em G3 e
G5 e alteracdes morfométricas que indicam a reducao do tamanho. Conclui-se, neste
trabalho, que a reducédo do niamero de ratos com o cruzamento consanguineo mantém
as caracteristicas fenotipicas de obesidade nas geracdes estudadas.

Palavras-chave: obesidade, programacdo metabdlica, reducdo de ninhada,

cruzamento consanguineo



ABSTRACT

Obesity has been considered a worldwide epidemic described as "globesity",
becoming a serious public health problem today. It is known that the risk of developing
obesity in adulthood may be influenced by inadequate nutrition in the lactational phase
of the newborn. "Metabolic programming" is what we call the process by which early
life factors can influence offspring health in adulthood. Studies with animal models
favoring the excess of food consumption or the reduction of the number of pups in the
litter, suggest that the obesity can be transmitted through multiple generations through
epigenetic mechanisms. In this context, the present work aimed to propose a new
model of study where we evaluated the effect of the association of reduction of pups
number and consanguine mating on obesity in Wistar rats for 5 generations. The
experimental design of this study intends to develop and evaluate 20 generations. If
the phenotypic characteristics of obesity acquired until the last generation were
maintained, this could be an alternative available to researchers, bringing innumerable
benefits to the research as a reduction of time, cost and animals sacrificed in
experiments. For this study, the experimental group was formed by rats coming from
non-consanguineous breeding, which when adults mated and had their litters reduced
to 2 males and 2 females. These animals that underwent the first manipulation of the
litter were called Generator formation and from this generation the breeds were mated
to give origin to G1. From G1, the two procedures of litter reduction and sibling crossing
were then performed, consecutively, up to G5. The results obtained from these
generations were compared to the results of a control group, where the animals mated
by non - blood crossbreeding and the resulting litters were not reduced. In this work,
the results of generations 1, 3, 5 and of the control group will be presented since they
were considered representative of generations 2 and 4. In each generation all the
males were sacrificed to collect the blood samples where the following were evaluated
(body mass, Lee's index, dietary intake, retroperitoneal adiposity, hemimandibular
morphometry, number of goblet cells, and bowel length). The parameters were
analyzed by the ANOVA method, with Tukey test powders and Student t test.
Compared with the control group, inbred animals showed an increase in feed intake,
body mass, retroperitoneal fat, Lee index, LDL and reduction of HDL, VLDL, total
cholesterol, triglycerides and glycemia. In the evaluation of the intestine there was a
reduction in the number of goblet cells and an increase in intestinal length. The
morphometrics of the hemimandibula were used as markers of possible epigenetic
alterations and the results showed a reduction of the mandibular mass in G3 and G5
and morphometric alterations that indicate the reduction of the size. It is concluded, in
this study, that the reduction of the number of rats with the inbreeding keeps the
phenotypic characteristics of obesity in the studied generations.

Key words: obesity, metabolic Imprinting, litter reduction, inbreeding
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1 INTRODUCAO

A obesidade é considerada uma doenca inflamatoria crénico-degenerativa e
fator de risco para o desenvolvimento de véria outras doengas como diabetes mellitus
tipo Il, doencas cardiovasculares, hipertensao arterial, dislipidemias e alguns tipos de
cancer. (GALIC et al., 2010; POIRIER et al., 2006; WHO, 2017).

Evidéncias mostram que a origem de doencas metabdlicas como a obesidade
esta nas fases precoces do desenvolvimento, sendo a gestacédo e a lactacao as fases
mais criticas. Nestas fases, mudancas nutricionais da gestante ou dos lactantes,
induzem na vida adulta, a obesidade e doencas associadas (REILLY; KELLY, 2011;
WATERLAND; JIRTLE, 2004). A obesidade pode ocorrer por um mecanismo
denominado de programacdo metabolica (imprinting metabdlico), o qual € um
fendbmeno orgénico que esta diretamente envolvido com as denominadas “origens
fetais das doengas” (GUILLOTEAU et al., 2009; HARDER et al., 1999; WATERLAND;
GARZA, 1999) ou seja, qualquer modificacdo nos fatores nutricionais, hormonais ou
metabolicos em fases criticas do desenvolvimento do feto ou lactante poderéo

acarretar em alteracdes genéticas que podem se manter na vida adulta.

Estudos indicam que estas alteracoes podem acontecer através de
mecanismos epigenéticos (OSMOND et al., 1993). Tais mecanismos resultam de
metilacbes e/ou desmetilacdes que ocorrem na molécula de DNA (metilagbes) sem
alterar a sua sequéncia, nas histonas que alteram a organizacao da cromatina, € nos
RNAs e RNAmM. Essas modificacdes, quando ocorrem em determinados genes,
especialmente os relacionados com o controle do metabolismo energético, podem
alterar sua expressao, resultando em fenoétipos de distarbios metabdélicos como a
obesidade (HANLEY et al., 2010; SYMONDS; BUDGE; FRAZIER-WOOD, 2013).

Alteracbes epigenéticas sdo transmitidas nos tecidos por divisdo mitética e,
geralmente, sdo induzidas por estimulos ambientais, nutricionais, hormonais ou
psicologicos, que acontecem em periodos criticos do desenvolvimento
(BORENGASSER et al., 2013; PASSOS; RAMOS; MOURA, 2000). Alteracdes
nutricionais, tanto materna quanto dos descendentes, nos estagios iniciais do
desenvolvimento podem gerar alteracdes epigenéticas em neurbnios das vias
hipotalamicas, uma vez que esses neurbnios que controlam o balanco metabdlico e o

equilibrio energético, tais alteracfes epigenéticas podem significar um aumento na
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susceptibilidade ao desenvolvimento de patologias em longo prazo, como a
obesidade e suas co-morbidades (RINALDI et al., 2012; WATERLAND; GARZA,
1999).

O entendimento da dindmica de alteracfes epigenéticas na obesidade teve
grande avanco com o uso de modelos animais que visam determinar de maneira
controlada e por diferentes metodologias os seus efeitos, porém, ja existem estudos
gue discutem a relagdo entre 0s mecanismos epigenéticos como causa de obesidade
em humanos (SLOMKO; HEO; EINSTEIN, 2012; SULIVAN; GROVE, 2010).
Entretanto, estudos em animais apresentam vantagens importantes como menor
tempo de experimentos e melhor controle de critérios e fatores associados que podem

ser melhor efetuados quando comparado com estudos em humanos.

Por outro lado, em humanos e animais, recentes estudos sdo descritos
mostrando que as alteracdes epigenéticas (visiveis em células somaticas), incluindo
as relacionadas a obesidade, podem ser incorporadas de forma permanente na
linhagem de células germinativas (em especial as espermatogénicas) e, portanto,

podem ser transmitidas através das geracoes.

Uma estratégia para se obter caracteristicas genéticas estaveis, em novas
linhagens animais e que expressem fendtipos metabdlicos € o cruzamento
consanguineo. Dessa forma, considerando que ainda néo existem relatos utilizando o
modelo de programacdo metabdlica para inducdo de obesidade por reducdo de
filhotes associada ao cruzamento consanguineo, este estudo se propds a avaliar 0s
efeitos dessa associacdo nas primeiras gera¢gdes produzidas, utilizando parametros

morfoldgicos, perfil bioquimico e morfometria da hemimandibula.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 OBESIDADE

Atualmente, a obesidade tomou proporcdes epidémicas no mundo e por
associar-se a importante morbimortalidade representa um 6nus para a sociedade e
para o sistema publico de satide (HUANG et al., 2016). Edefinida como uma doenca
cronica associada ao excesso de gordura corporal (acumulo de tecido adiposo
localizado ou generalizado), com etiologia complexa e multifatorial, resultando da

interacao de estilo de vida, genes e fatores emocionais (WHO, 2017).

O desenvolvimento da obesidade ocorre devido a um desajuste nos
processos fisioldégicos que regulam o balancgo energético. Se houver alguma alteracao
no controle do apetite, diminuicdo no metabolismo das calorias ingeridas e aumento
no armazenamento destas se estabelece um disturbio de carater fisiopatolégico e

alimentar que pode desencadear a um quadro de obesidade. (LEITE; NETO, 2009).

A definicdo de obesidade mais utilizada nos dias de hoje é baseada no indice
de massa corporal (IMC), que retrata o grau de corpuléncia, ou seja, a proporcao da
massa corporal em relacéo a altura do individuo. Porém, esse parametro € limitado
ao definir exatamente o conteudo corporal de gordura ou de massa magra. Mais
importante, o IMC ndo caracteriza o aspecto da epidemiologia metabdlica e
cardiovascular moderna: a distribuicdo da adiposidade corporal. A adiposidade
localizada na regido central do corpo, mais especificamente a abdominal, esta
associada a um maior risco cardiometabolico (RCM), enquanto a adiposidade
periférica (membros inferiores) parecendo ser tdo prejudicial. Dessa maneira, € de
extrema importancia que além do IMC seja avalido outras medidas antropométricas,
como a altura, massa, além das circunferéncias de cintura e quadril para concluir se

uma pessoa esta ou ndo acima da massa corporal ideal (DIAS et al., 2017).

O IMC indica o grau de obesidade através do célculo que leva em
consideracdo a massa corporal (Kg) dividido pela altura (m?). Individuos normais
apresentam o IMC entre 18,5 - 24,9, resultados de IMC entre 25 a 29,9 indicam
excesso de massa, sendo considerados obesos aqueles que tém o IMC = 30 Kg/m2
(WAJCHENBERG, 2000).
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Individuos obesos possuem maior probabilidade de desenvolvimento de
doencas crbnicas devido as anormalidades metabdlicas derivadas da instalacdo da
obesidade, dentre estas doencas estdo o diabetes, doencas cardiacas e maior
incidéncia de alguns tipos de cancer (GUILHERME et al., 2008; WAJCHENBERG,
2000; YANG; SMITH, 2007). De acordo com o Departamento de Saude dos Estados
Unidos da Ameérica, individuos obesos (IMC = 30 kg/m2) tém um risco de morte

prematura entre 50% a 100% maior que individuos com IMC entre 20 a 25 kg/m?.

Embora seja muito complexo identificar o que levou o grande crescimento da
obesidade nos ultimos anos, o respaldo evolutivo que justifica este processo baseia-
se na necessidade que o homem primitivo tinha de armazenar a energia consumida
para que pudesse enfrentar longos periodos de escassez de alimento. Muito
provavelmente, esses eventos levaram ao desenvolvimento em excesso do tecido
adiposo. Todavia, o0 que ha milhdes de anos representava uma vantagem evolutiva,
nas sociedades modernas, industrializadas e sedentarias tornou-se um problema
(LAFLAMME, 2012; SUZUKI; JAYSENA; BLOOM, 2012).

Da mesma forma que a industrializacédo facilitou a producéo e o acesso aos
alimentos processados, ocorreu também aumento do sedentarismo, mudancas nas
formas de locomocédo e aumento da urbanizacdo (HENI et al.,, 2014). Todo esse
contexto proporciona a instalacdo do quadro de obesidade, como de outras
comorbidades associadas, tais como a resisténcia periférica a insulina (RI), diabetes
tipo Il, hipertensdo arterial, intolerancia a glicose, dislipidemias e doencas
cardiovasculares (ANJOS, 2006; TARTIDO; FALCAO 2006).

A obesidade é caracterizada pela expansdo do tecido adiposo devido ao
aumento no tamanho dos adipdcitos (hipertrofia) e/ou pelo aumento do niamero de
adipdcitos (hiperplasia). Quando os adipocitos estdo hipertréficos passam entdo a
armazenar mais triacilgliceréis em seu interior até atingir sua capacidade maxima
(YANG; SMITH, 2007). Neste estagio, entram em disfuncédo e passam a produzir de
maneira desequilibrada moléculas denominadas de citocinas caracteristicas de
processos inflamatorios como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e interleucina 6
(IL-6), fatores de crescimento (fator transformador de crescimento b-TGFb) e
proteinas da via complemento alternativa (adipsina). Outras adipocinas estédo
envolvidas na regulacdo da pressdo sanguinea (angiotensinogénio), homeostase

vascular (inibidor do ativador de plasminogénio 1, PAI-1), homeostase glicémica
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(adiponectina) e angiogénese (fator de crescimento endotelial vascular VEGF).
Dentre as adipocinas mais estudadas e de maior relevancia em pesquisas, citam-se
o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-6 (IL-6), adiponectina, leptina e resistina
(FONSECA-ALANIZ, 2007; PRADO, 2009; WAJCHENBERG, 2000).

Portanto, a obesidade é considerada um processo inflamatorio sistémico onde
as citocinas interferem na atividade de diferentes hormoénios que regulam o
metabolismo energético. Existem evidéncias demonstrando que o estado inflamatoério
pode ser devido a resisténcia a acdo da insulina e outras desordens associadas a
obesidade, como hiperlipidemia e sindrome metabdlica. Acredita- se que a inflamacéao
seja uma consequéncia da obesidade; porém, Das (2001) sugeriu que a obesidade é
de fato o resultado de uma doenca inflamatéria. Por sua vez, o tecido adiposo é
considerado também um 6rgédo enddcrino que mantém comunicagcdo com regides
especificas do sistema nervoso central que controlam a manutencédo da homeostase
energética (LEITE; NETO, 2009).

A obesidade pode ser determinada durante fases iniciais do desenvolvimento,
definidas como periodo critico, produzindo um efeito de programacao metabdlica
duradouro e persistente ao longo da vida do individuo (BALABAN; SILVA, 2004;
COTTRELL; OZANNE, 2007; HANLEY et al., 2010).

Estudos mostram que fatores hormonais, nutricionais e metabdlicos, atuando
em fases iniciais do desenvolvimento humano e animal, tém efeito, em longo prazo,
na programacao metabdlica, promovendo alteracdes e adaptacdes a nivel celular,
tecidual e sistémico com repercussdes para 0 estado de saude na vida adulta
(BALABAN; SILVA, 2004; JARAMILLO, 2009). Portanto a programacdo metabolica
pode resultar na vida adulta em doencas crénicas, tais como obesidade, hipertenséo,

doenca cardiovascular e diabetes tipo 2.

A programacdo metabdlica pode ocorrer em fases criticas do
desenvolvimento uterino e no pds natal, dentro das denominadas “janelas de

programagao’.

Apdbs 0 nascimento, é necessario uma seérie de adaptacdes ao novo ambiente.
A transicao entre a disponibilidade e a forma de alimentacdo é uma delas, sendo a
mais importante. A fase de lactacdo representa uma das experiéncias nutricionais

mais precoces do recém-nascido, dando sequéncia ao processo de nutri¢cdo iniciada
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na vida intra-uterina (BARKER, 2004; GODFREY; BARKER, 2000). A composi¢ao do
leite materno em termos de nutrientes difere qualitativa e quantitativamente das
formulas infantis. Além disso, varias substancias estdo presentes no leite humano,
entre eles hormonios e fatores de crescimento que vao atuar sobre o crescimento, a
diferenciacdo e a maturacdo funcional de 6érgaos especificos, afetando varios
aspectos do desenvolvimento (CAMPOS, 2007; MOLINA, 2004; WHO, 2017).

O leite materno € caracteristico pela sua bioatividade. Segundo estudo
realizado por Hirai et al. (2002) demonstram que determinados fatores de crescimento
presentes no leite materno sao cruciais para o processo de adaptacao gastrointestinal
perinatal, sugerindo que a composicado diferenciada do leite materno poderia,
portanto, estar implicada no processo da programacéo metabdlica, influenciando, por
exemplo, no nimero e/ou tamanho dos adipocitos ou induzindo o fenbmeno de

diferenciacdo metabdlica.

A complexidade da comunicacdo neuroenddcrina que controla o balanco
energético, com seus multiplos componentes e fatores bioativos (insulina, esteréides
adrenais, T3 e T4, por exemplo) presentes no leite humano, sugere uma infinidade
depotenciais mecanismos de atuacdo do leite materno nesse processo. Casabiell et
al. (1997) identificaram a presenca da leptina no leite humano, a qual poderia
desempenhar um papel regulador no lactente, visto que esse horménio tem acao de
inibir o apetite e as vias anabodlicas e estimular as vias catabdlicas. Lucas e
colaboradores (1980) relataram diferentes respostas endocrinas no que diz respeito a
liberacdo de horménios pancreaticos e intestinais entre recém-nascidos alimentados

com leite materno e com férmula infantil.

Dentre os estudos genéticos a cerca da programacado metabdlica observou-
se que um gendtipo pode manifestar diferentes condicdes fisiologicas e morfolégicas
em relacéo a diferentes ambientes durante o periodo de desenvolvimento, tendo seus
efeitos permanentes no sistema fisiolégico ou ainda em estruturas somaticas
(GUILLOTEAU et al., 2009).

Apesar da infinidade de estudos fisiolégicos que abordam o tema obesidade,
estudos sobre a origem dos mecanismos biolégicos da programacao metabdlica sdo

recentes e ainda precisam de mais investigacoes.
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Entretanto, os estudos existentes apontam que a origem da programacao
metabdlica encontra respaldo nos mecanismos epigenéticos. O objeto de estudo da
epigenética sao as alteracbes que ocorrem nas expressées génicas sem que ocorram
alteracdes na sequéncia do DNA, ou seja, as alteracdes que néo resultam de
mutacdes. Eventos epigenéticos incluem metilacdo das regibes promotoras de
determinados genes, modificacdes como acetilacdo e fosforilacdo de histonas, as
quais levam a remodelacédo da cromatina e metilacdes ou desmetilacdes de moleculas
de RNAs. Todas estas modificacbes epigenéticas ja foram observadas em diversos
modelos de programacdo metabdlica (GOTTLIE et al., 2007; HANLEY et al., 2010).

Tais alteracbes epigenéticas ocorrem nas determinadas “janelas de
programacao” e dependem de fatores ambientais. No caso da obesidade, sdo os
fatores nutricionais, sejam na vida uterina pela dieta materna ou apds 0 nascimento
na fase de lactacéo e puberdade (GOTTLIE et al., 2007; HANLEY et al., 2010).

Estudos em animais mostram que na fase de lactacdo, uma disponibilidade
maior de leite materno predispde os filhotes, na vida adulta, a desenvolver obesidade
e doencas associadas. E sabido também, que alteracdes epigenéticas que ocorrem
nos genes envolvidos com o controle do metabolismo energético séo tecido-
especificas, ou seja, ocorrem em células somaticas como as adiposas, musculares e
hepaticas, e que sao transferidas, nestes tecidos, para as células filhas por divisédo
mitotica (CONSTANCIA et al., 1998; STEWART; VESELOVSKA; KELSEY, 2016).

Apesar de existirem, ha alguns anos, estudos que apontam e discutem a
dindmica da transmissdo de genes alterados por epigenética através das células
somaticas, e que nas células gaméticas ocorre um "reparo” de tais alteracdes antes
do gameta ser formado (CONSTANCIA et al., 1998; STEWART; VESELOVSKA;
KELSEY, 2016), estudos mostram que em alguns casos esse reparo nao ocorre,
sendo a alteracdo entdo transmitida a0 novo gameta e consequentemente ao

individuo.

Nas células germinativas maternas, durante o crescimento do ovécito ocorre
um aumento global de metilacdo do DNA (KAGEYAMA et al., 2007). Ap6s a
fecundacdo, o zigoto passa por extensa desmetilacdo e apaga praticamente todo o
padrdao de metilacdo parental herdado, porém o0 que ndo ocorre com 0S genes
imprinted, os genes que sofreram imprinting (MANN; BARTOLOMEI, 2002).
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Alguns marcos epigenéticos durante a espermatogénese, por exemplo,
podem continuar durante o desenvolvimento embrionério. As exposi¢cdes ambientais
(dieta e estilo de vida, por exemplo) que ocorrem na gametogénese masculina podem
causar alteracfes epigenéticas irreversiveis e consequéncias fenotipicas expressas
na prole (SOUBRY, 2015).

As modificacbes epigenéticas preparam o individuo para o ambiente
extrauterino e podem potencializar uma vantagem de sobrevivéncia, regulando os
genes diferenciais que codificam proteinas envolvidas no metabolismo energético e
na adipogénese (GAO et al., 2014). No entanto, diante de uma condi¢cdo metabdlica
deletéria como a obesidade e alteracbes metabdlicas relacionadas, essas
modificacdes podem ser exacerbadas ou silenciadas, especialmente a programacao
das células germinativas, que constituem a perpetuacao e a transmissao fenotipica
da espécie (GUERRERO-BOSNAGA,; SKINNER, 2014).

Hipoteses recentes consideram que alguns padrdes alimentares paternos
residem em espermatozoides carreando informacdes epigenéticas
(SCHAGDARURENGIN; STEGER, 2016). O “epigenoma” do esperma era
tradicionalmente considerado insignificante, pois postulava-se que seu perfil de
metilacdo do DNA era apagado imediatamente apos a fertilizacdo. No entanto, nos
ultimos anos, houve um aumento no numero de casos relatados de aparente heranca
epigenética através da linha germinal masculina, sugerindo que este epigenoma pode
transmitir informacdes entre geracdes (SOUBRY et al., 2014 e 2015). O
desenvolvimento de embrides de ra derivados de espermatozoides e espermatides
permite observar que o esperma, além da transferéncia do DNA, também contribui
para a informacdo epigenética necessaria para a expressao adequada do gene
embrionario, representando a chave para a informacéo epigenética (TEREPEK et al.,
2016).

Mudancas na expressao de genes, além de determinar alteracdes fisioldgicas
gue comprometem o funcionamento geral do organismo, também causam alteracdes
morfolégicas na estrutura corporal, portanto, o estudo das alteraces morfologicas
permitem avaliar a expressao génica. O aumento da massa corporal e da adiposidade
sdo exemplos de mudancas morfolégicas ou fenotipicas produzidas que podem ser
alteracfes génicas. Além dessas alteracdes morfoldgicas, que sdo mais comumente

mostradas em estudos de fisiologia da obesidade, existe a possibilidade de avaliar
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tais mudancas também no tamanho e na morfologia das estruturas mineralizadas,
como dentes e mandibulas, ao longo de véarias geragfes. Alterac6es na morfologia
dessas estruturas também séo consideradas marcadores de alteragdes produzidas
em nivel de expresséao génica (LOVELL; ERICKSON, 1986; KLINGENBERG; LEANY;
CHEVERUD, 2004).

Portanto, estudos em modelos animais mostram que é possivel avaliar a
expressdo do padrao de genes através de medidas morfométricas obtidas a partir das
mandibulas (ANDERSON; RENAUD; RAYFIELD, 2014; BURGIO, 2012; MARTINEZ,
2014), entretanto, em relacdo ao processo de obesidade ainda ndo ha registros
referentes a esse tipo de avaliacdo de mandibulas, o que torna nossa presente
investigagdo original dentro da area de estudos morfologicos. Nesse sentido, é
interessante que novos modelos de estudo, como o0 que esta sendo proposto nesse
trabalho, sejam criados e testados, oferecendo uma op¢ao importante para a pesquisa
epigenética. Neste contexto, sabe-se que a criacdo de novos modelos de estudo ou
linhagens animais é um processo longo e que depende da producdo de varias
geracbes de cruzamento consanguineo. Durante o estabelecimento dessas
linhagens, os animais precisam ser monitorados, tanto por métodos fisiologicos,
morfoloégicos e genéticos que confirmem a caracteristica e permanéncia do fenoétipo

explorado ao longo das geracoes.
2.2 MODELOS EXPERIMENTAIS

E essencial que os pesquisadores disponham de modelos confiaveis para o
estudo dos mecanismos e dos efeitos da obesidade no organismo. Para as pesquisas
gue demandam a utilizacdo de animais, como ratos e camundongos, por exemplo, é
bastante comum induzir o aumento de peso, possibilitando que os pesquisadores
observem, no ambiente controlado do laboratério, as diversas variaveis relacionadas
a obesidade (BORTOLIN, 2017). A obesidade pode ser induzida em roedores por
estratégias que envolvem alterac6es neuroenddcrinas, pelo glutamato monossoédico
gue lesiona os centros de controle da saciedade; alteracdes genéticas, pelo
silenciamento ou nocaute de diferentes genes ou por programacdo metabdlica. A
programacao metabodlica pode ocorrer durante a gestacao pela manipulacao dietética
da mée durante a gestacdo, durante a lactacdo pela maior disponibilidade de leite
através da reducdo do numero de filhotes ou apds os desmame, ofertando alimentos

altamente caléricos aos animais por dietas hipercaloricas e hiperlipidicas
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(CESARETTI; KOHLMANN, 2006; MALAFAIA et al., 2013; PLAGEMANN et al., 1999;
SOARES, 2012).

2.2.1 Hipernutricdo por Reducg&o do Numero de Filhotes

O modelo de obesidade baseado na hipernutricdo pela reducéo do nimero de
filhotes foi proposto em 1957 por Kennedy e consiste em proporcionar maior aporte
de leite & prole através da reducdo do tamanho da ninhada. Vérios estudos
demonstram que a hiperalimentacdo, em ratos, durante o periodo de lactagéo resulta
no aumento de massa corporal e modificacdo do crescimento durante toda a vida pos-

natal (VELKOSKA; COLE; MORRIS, 2005).

Este modelo experimental de obesidade fundamenta-se no principio de que a
maior oferta de leite disponibilizada pela reducéo do tamanho da prole (por diminuir o
namero de animais competindo pelo alimento) em um periodo critico do
desenvolvimento do sistema neuro-endocrino (periodo pos-natal imediato em
roedores) promove alteracdes estruturais e funcionais permanentes no sistema
nervoso central, provavelmente no hipotalamo (PLAGEMANN et al., 1999a) e em
outros eixos neuroenddcrinos e metabdlicos (BOULLU-CIOCCA et al.,, 2008;
PORTELLA et al., 2015).

Boullu-Ciocca e colabordores em 2008, mostraram que a superalimentacao
no periodo poés-natal acelerou a maturacdo do eixo HPA (Hipotalamo-Pituitaria-
Adrenal) e resultou no excesso de massa corporal, disturbios metabdlicos
comparaveis aos descritos na sindrome metabodlica e aumento de receptores de

glicocorticéides no tecido adiposo visceral na fase adulta.

Normalmente, as ratas parem em torno de 12 filhotes. A reducdo do nimero
de filhotes acontece no terceiro dia de vida. Essa reducdo promove uma programacao
metabdlica que leva os filhotes a hiperalimentacdo. Apdés o desmame, aos 21 dias,
mesmo sendo alimentados com racao balanceada com 18%-24% de proteina (racao
comercial para roedores), eles tém maior consumo alimentar e ganham mais massa
gquando comparados aos filhotes oriundos de ninhadas normais. Esses animais na

vida adulta apresentam hiperfagia, hiperinsulinemia, resisténcia periférica a insulina e
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obesidade (BEI et al., 2015). Foi observado ainda que a reducao da ninhada provoca
alteracfes na estrutura e funcdo de areas hipotalamicas, como, por exemplo, baixa
resposta a estimulos anorexigenos no Hipotdlamo Ventromedial (VMH) (BEI et al.,
2015; PORTELLA et al., 2015).

Os modelos utilizados atualmente para compreensao do estabelecimento do
guadro de obesidade e suas comorbidades preconizam mimetizar as condigdes
ambientais como sedentarismo ou o aumento do aporte energético, provocando
ganho de massa e alterag6es séricas relacionadas ao metabolismo de lipidios, porém
muitos destes modelos, apesar de importantes, apresentam desvantagens
relacionadas ao numero excessivo de animais utilizados ou a caracteristicas proprias
do modelo. Como exemplo destes modelos podemos citar o de animais
geneticamente modificados estdo muito distantes da génese da obesidade em
humanos, visto que séo raros 0s casos de individuos obesos com alguma mutacao
genética (ROSINI, 2012). Modelos animais em que se utiliza a oferta de dietas
hiperlipidicas e hipercaldricas além do tempo necessario para a inducéo da obesidade
gue é relativamente longo, podem apresentar baixa aceitacao da dieta pelos animais,
auséncia de obesidade abdominal e variacdes significativas e discrepantes no
metabolismo da glicose e dos lipideos (SOARES, 2013; CHU, 2014; SOARES, 2012).
Outro modelo é o procedimento experimental baseado na lesdo de neurdnios
relacionados a saciedade provocados pelo glutamato monossédico que leva ao
desenvolvimento das manifestacfes clinicas da sindrome metabdlica, também
chamada de obesidade neuroenddcrina, que apesar de importante, ndo mimetizam
algumas caracteristicas encontradas normalmente na obesidade como a hiperfagia
(DJAZAYERY; MILLER; STOCK, 1979).

Dessa forma, entre os varios modelos animais, o modelo de programacéao
metabolica por reducdo de ninhada se destaca devido ao fato que o aumento do
aporte energético pela maior oferta de leite promove alteragcbes comportamentais
como a hiperfagia e metabdlicas pré-dispondo o organismo ao desenvolvimento de
comorbidades na vida adulta, entre elas a obesidade (THOLE et al., 2012),
dislipidemias e resisténcia a insulina (BOULLU-CIOCCA et al.,, 2008). Outra
caracteristica que esse modelo difere dos demais € que o alimento disponibilizado aos
animais, tanto para a mae quanto para os filhotes, possui padrdo balanceado de

nutrientes.
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Neste contexto, roedores criados em ninhadas pequenas tém demonstrado
ser um modelo experimental adequado para o estudo das consequéncias da
supernutricdo precoce (HABBOUT et al., 2013; LOPES, 2004; PLAGEMANN, 1999;
WATERLAND; GARZA, 1999).

2.2.2 Acasalamento Consanguineo entre Ratos

O sistema de acasalamento de irmaos da mesma ninhada é o mais adequado
guando se deseja a manutencdo das caracteristicas da linhagem consangtiinea
(ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002). Esse modelo de estudo teve seu inicio no
comeco do século XX, com os estudos de heranca de cor em camundongos,
realizados por Clarence C. Little (1909).

Animais com caracteristicas individuais, por exemplo obesidade, podem ser
selecionados para acasalamento, a fim de fixar essas caracteristicas na linhagem.
Parte-se de um unico casal, representante da linhagem escolhida, acasalam-se todos
os irmaos, de todas as ninhadas. A medida que a coldnia cresce, selecionam-se os
casais com as melhores caracteristicas de obesidade e se passam a sé acasalar
irmaos de ninhadas provenientes desses casais. A colbnia cresce até o maximo de 20
casais e, a partir dai, sO se faz a reposicdo de casais quando ocorre descarte
zootécnico ou morte (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002).

Dessa forma, o animal consanguineo € o produto de 20 geracdes
consecutivas do acasalamento entre irmaos. Para cada 50 mil ou mais genes que um
camundongo possui, 99% apresentam o mesmo alelo em dose dupla. Isso significa
gue cada linhagem consanglinea apresenta um conjunto Unico de caracteristicas que
as diferencia entre si. Esse conjunto de caracteristicas, que constitui cada linhagem,
€ composto de genes que  sofrem menor ou maior grau de influéncias ambientais
através de mecanismos epigenéticos (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002).

Logo, a manutencdo dessa linhagem de obesidade deve ser feita de uma
forma rigorosa, de modo que as variacdes, através das geracfes, sejam minimas.
Para que se consiga propagar as caracteristicas dessa nova linhagem com éxito deve-
se diminuir ao maximo a divergéncia genética, assim pode-se garantir que todos os
animais mantidos em um biotério de criacao estejam ligados a um ancestral comum
por um intervalo minimo de geracdes (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002).
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Apesar de ja existirem linhagens de animais obesos produzidos por
transgenia, estas sao relativamente caras para serem obtidas, além do fato de que
toda linhagem geneticamente manipulada apresenta um tempo de vida relativamente
curto. Porque ao mesmo tempo que 0s genes sdo selecionados para uma
determinada caracteristica de interesse, outras alteracfes podem ser introduzidas

levando a uma reducao do tempo de vida desses animais.

Por outro lado, apesar de trabalhosa a tentativa de se obter, apds varias
geracOes, essas linhagens fenotipicamente obesas podem ser uma nova alternativa

para os pesquisadores da obesidade.

E importante destacar que n&o existem registros do uso da associagéo dessas
duas estratégias para a producdo de fendtipos de obesidade em animais
experimentais. O que justifica a execucdo e andlise do trabalho através dos
marcadores bioquimicos e morfoldgicos ja descritos na literatura, como o perfil lipidico,

indice de Lee, adiposidade e morfometria das hemimandibulas e do intestino.

2.3 PARAMETROS EXPERIMENTAIS DA OBESIDADE
2.3.1 Parametros Biométricos

2.3.1.1 indice de Lee (IL)

Em estudos com animais, a determinacdo da obesidade em roedores, pode
ser realizada pelo IL, o qual consiste na divisdo da raiz cubica da massa corporal em
gramas pelo comprimento naso-anal em centimetros (BERNARDIS; PATTERSON,
1968). O resultado configura o indice nutritivo de Lee, que pode ser usado como forma
exata e rapida de medir obesidade em experimento submetido a um método de ganho
de massa. Segundo Lemes (2008), o indice de Lee, para o rato equivale ao indice de
massa corporal (IMC) para humanos. Pela bioimpedancia observou-se que
parametros antropométricos (indice de massa corporal, indice de Lee e circunferéncia
do abdomem) podem ser utilizados para estimar a composicdo corporal em ratos
(ANGELOCO, 2012).

O indice de Lee deve ser associado a outros dados antropométricos, como a
circunferéncia abdominal e dados metabdlicos. Entretanto, é importante ressaltar que

o indice de Lee n&o é sensivel para determinar alteragdes na composi¢éo corporal de
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gordura central em animais com mesma idade e submetidos ao mesmo historico
nutricional (BERNADIS; PATTERSON, 1968; STEPHENS, 1980). J& esta bem
estabelecido que a adiposidade corporal € um importante fator de risco para diversas
doencas, porém, é o tecido adiposo visceral que possui maior correlacdo com o
desenvolvimento de alteracbes metabdlicas (CHAN et al., 2004; ROSA, et al., 2005).

Em 1956, foi evidenciado por Vague, a existéncia de diferentes padrdes de
distribuicdo da adiposidade corporal, relatando que o padrao andréide, com deposicéo
acentuada de gordura na parte superior do corpo, estaria relacionado com disturbios
metabdlicos como hiperuricemia, dislipidemia e alteracées do metabolismo da glicose.
Em individuos obesos, os depédsitos de tecido adiposo visceral e subcutaneo
encontram-se distribuidos desproporcionalmente pelo organismo, havendo, dessa
forma, prevaléncia dos depdsitos de gordura visceral, os quais se localizam,

principalmente, na regido abdominal.

A deposicao da gordura abdominal pode situar-se subcutaneamente ou ainda
intra-abdominal, ou seja, em contato direto com as visceras, sendo esta a gordura
mais prejudicial (MOURA VI; RI, 2010; WAJCHENBERG, 2000; YANG; SMITH, 2007).
Em ratos, a gordura visceral € composta principalmente pelos depdésitos epididimal,
retroperitoneal, enquanto o subcutaneo, pelo depodsito inguinal (MAUER; HARRIS;
BARTNESS, 2001).

Em funcéo dos disturbios ocasionados pelo aumento da adiposidade visceral,
muito se tem feito para investigar quais 0S mecanismos responsaveis por tais
alteracoes. Ha evidéncias de que o tecido adiposo ndo € apenas especializado no
armazenamento e mobilizacdo de lipidios, mas também funciona como um 06rgao
endodcrino. Libera numerosas citocinas e moléculas pro-inflamatérias como a
interleucina 6 e o fator de necrose tumoral alfa. A proteina C reativa, uma proteina
hepatica de fase aguda associada ao risco cardiovascular, apresenta-se em niveis
elevados em individuos com acumulo de tecido adiposo abdominal visceral (YUDKIN,
1999). Este ultimo apresenta um sistema de drenagem venosa direto para o figado,
pela veia porta, enquanto que o tecido retroperitoneal drena para a circulacao
sistémica (GARG, 2004). Os adipdcitos intraperitoneais, quando hipertrofiados, sao
resistentes ao efeito antilipolitico da insulina. A lipolise acentuada leva a um fluxo

maior de acidos graxos ndao-esterificados para o figado, prejudicando seu
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funcionamento e aumentando a producao hepatica de glicose (DESPRES, 2006). Por
outro lado, em individuos sem estes fatores de risco, essa energia extra é canalizada
para o tecido adiposo subcutaneo, o qual é sensivel a insulina e, portanto, protege o

individuo contra o desenvolvimento de alteracdes metabdlicas.

Ha controvérsias na literatura quanto a influéncia do tecido adiposo abdominal
subcultaneo (TAAS) sobre o risco de doengas, em humanos. Em populagdes nao-
caucasianas, esse compartimento mostrou-se um preditor importante de alteracdes
metabdlicas adversas (GOODPASTER; THAETE; KELLEY, 2000; LIU et al., 2010).
Em oposicéo, estudos recentes mostraram efeito protetor para a resisténcia a insulina
ou mesmo auséncia de associacdo entre individuos obesos (MCLAUGHLIN et al.,
2011; PORTER et al., 2009).

A diferenca entre a localizacdo dos dois depositos de gordura também reflete
diferencas funcionais, a niveis de mobilizacdo lipidica, maturacdo, producdo de
adipocinas e a nivel morfoloégico. Conforme demonstrado pela primeira vez pelo
médico francés Jean Vague, a disposicdo da massa adiposa no organismo esta
diretamente associada a predisposicdo de determinadas doencas (VAGUE, 1956).
Além de influenciar no decréscimo da sensibilidade a insulina, a gordura abdominal
estd relacionada a alteracbes lipidicas, tais como: aumento nos niveis dos
triglicérideos e das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e reducédo das
lipoproteinas de alta densidade (HDL) (WAJCHENBERG, 2000; YANG; SMITH,
2007).

2.3.2 Parametros Bioquimicos

2.3.2.1 Perfil lipidico

A etiologia da obesidade esta intimamente relacionada a dislipidemia. A
dislipidemia caracteriza-se pela condicdo na qual ha concentracfes anormais de
lipidios ou lipoproteinas no sangue e é considerado um dos principais fatores de risco

para o desenvolvimento da doenca aterosclerética (ROMALDINI et al., 2004).

Os lipidios do organismo podem ser provenientes da sintese interna ou da
alimentacéo. Quando ingeridos sdo degradados e posteriormente absorvidos (LEITE;
OLIVEIRA; PELUZIO, 2003; SCHIAVO; LUNARDELLI; OLIVEIRA, 2003). Essas

moléculas lipidicas ndo podem ser transportados livremente no sangue, pois
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apresentam natureza hidrofébica. Para tornar esse transporte possivel, elas séo
transportadas por estruturas micelares complexas, denominadas lipoproteinas, que
consistem em uma camada externa que contém proteina (apolipoproteina), lipidios
polares (fosfolipidios e colesterol ndo esterificado) e um ndcleo mais interno de lipidios
neutros (triglicerideos, ésteres de colesterol e vitaminas lipossolaveis). O excesso de
uma ou mais classes dessas lipoproteinas, em virtude da menor remocéo do plasma
e/ou maior producdo, caracteriza o quadro dislipidémico (LEITE; OLIVEIRA;
PELUZIO, 2003).

As dislipidemias podem manifestar-se como hipercolesterolemia e/ou
hipertrigliceridemia. A classificacdo de consenso das lipoproteinas é feita em funcéo
de sua densidade via ultracentrifugacdo (MAGALHAES, 2002). As VLDL s&o
lipoproteinas de densidade muito baixa, as LDL possuem baixa densidade e as HDL
sdo lipoproteinas de alta densidade (LEITE; OLIVEIRA; PELUZIO, 2003;
MAGALHAES, 2002). Laboratorialmente, conforme Bray (2004), Rique e
colaboradores (2002), Souza e colaboradores (2016) as dislipidemias podem ser

classificadas em:
A) hipercolesterolemia isolada (aumento do colesterol total e ou LDL);

B) hipertrigliceridemia isolada (aumento dos TG);

C) hiperlipidemia mista (aumento do colesterol total e dos TG);e diminuicédo
isolada do HDL-colesterol (HDL) ou associada a aumento dos TG ou LDL-colesterol
(LDL).

H& uma associac¢ao positiva entre excesso de massa corporal e dislipidemias,
de forma que o sobrepeso reflete em alteracdes lipidicas (NETO et al., 2012). Nas
dislipidemias relacionadas a obesidade, h4 aumento dos niveis plasmaticos de
acilgliceréis (AGSs) livres e triglicerideos, diminuicdo de HDL e composicao anormal de
LDL. Tais alteracdes ocorrem por causa de uma liberacao incontrolada de acilgliceréis
do tecido adiposo (especialmente tecido adiposo visceral) através da lipolise, o que
causa aumento dos AGs no figado e aumento na producdo de VLDL. Essa elevacéo
nos niveis de AGs pode diminuir a expressdo do RNAm ou a atividade da lipoproteina
lipase no tecido adiposo e no musculo esquelético, enquanto 0 aumento na producao

de VLDL pode inibir a lipdlise dos quilomicrons (particulas que armazenam grande
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qguantidade de triglicerideos), o que causa hipertrigliceridemia (JUNG; CHOI, 2014). A
alta na concentracdo de TG ativa a proteina de transferéncia CETP, promovendo a
diminuicdo de HDL e a formacao de pequenas e densas particulas de LDL, que estédo
associadas a um maior risco de doenca cardiovascular (JUNG; CHOI, 2014).

2.3.3 Parametros Morfométricos

2.3.3.1 Parametros morfométricos da hemimandibula como marcadores de alteracdes

epigenéticas

A mandibula de ratos tem sido Gt como modelo de estudo do
desenvolvimento e da evolucdo das estruturas morfolégicas. Além disso, as pesquisas
com mandibulas de roedores tém contribuido para evidenciar as complexas redes
multigénicas e as vias de desenvolvimento que estéo relacionados aos padrdes de
variancia fenotipica (ATCHLEY; HALL, 1991; CHEVERUD, 2004). Estudos de base
genética da morfologia da mandibula revelaram que a modularidade genética também
ocorre nesta estrutura (BURGIO et al., 2012; EHRICH, 2003).

Muitas mutacdes afetam uma dada caracteristica fenotipica de maneiras
muito mais sutis, e isso traduz o fato de que o mapeamento dos efeitos genotipicos
em fenotipicos é muito mais complexo, envolvendo mais do que apenas alguns genes
com efeitos importantes. Além disso, nem todas as alteracfes fenotipicas estédo
relacionadas a uma mudanca na sequéncia genética, e 0S Vvarios mecanismos
envolvidos em tais mudancas ndo genéticas que ocorrem através de varios processos
de desenvolvimento sédo referidos como epigenéticos. Os quais podem descrever
gualquer aspecto, além da sequéncia do DNA, que possa influenciar no
desenvolvimento de um organismo (RENAUD; AUFFRAY; PORTE, 2010;
WADDINGTON, 1942).

Neste contexto, o estudo de dados morfométricos de hemimandibulas de
ratos é uma ferramenta que agrega informacdes sobre possiveis alteracdes
epigenéticas (BURGIO et al., 2012; MARTINEZ et al., 2014; NAVARRO; MAGA, 2016;
RENAUD; AUFFRAY; PORTE, 2010) que podem estar ocorrendo ao longo de varias

geracoes.

Os roedores possuem a mandibula formada por dois 0ssos denominadas de

hemimandibulas, direita e esquerda. Em cada hemimandibula se pode determinar
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duas regides morfolégicas: a regido anterior formada pelo osso alveolar dos molares
(que nos ratos sdo em numero de 3) e 0 0sso alveolar do incisivo (em ratos possuli
sua origem na porcédo posterior da mandibula e se prolonga até a parte anterior do
0sso mandibular onde erupciona); a regido posterior localizada ap6s o terceiro molar
e que € denominada de ramo ascendente formado pelos processos condilar e
corondide na parte superior e pelo processo angular na parte inferior
(KLINGENBERG; NAVARRO, 2012).

Assim, a analise morfométrica de diferentes pontos tanto da regido anterior
guanto posterior da mandibula fornece informacBes de possiveis alteracdes
epigenéticas introduzidas ao longo do desenvolvimento e das geracdes.

Figura 1- Pontos morfométricos da hemimandibula de roedores

Cr

GoT e

(Co) condilio; (lia) ponto alveolar do incisivo inferior; (Go) gbénio; (Cr) corondide; (Pr)
profundidade do ramo; (Ic) incisura coronéide; (Pb) profundidade da base; (GoT) tangente
goniaca; (Ma) ponto mandibular alveolar; (Me) mentoniano. E partir deles, as medidas de
comprimento determinadas foram: comprimento mandibular | (Co-lia); comprimento do corpo
(Go-lia); comprimento ma Il (Cr-lia); profundidade da concavidade do ramo [Pr- (Co-Go)];
tamanho da cabeca da mandibula [Co-(Pr-Ic)]; profundidade da concavidade da base [Pb-(GoT-

Me)]; altura do ramo | (Co-GoT); altura do ramo Il (Cr-GoT); altura do corpo (Me-Ma).

Fonte: Adaptado de BRIN; MICHAELY; STEIGMAN, 1990; STEIGMAN, 1989.

2.3.3.2 Parametros morfologicos e morfométricos do intestino delgado

O intestino esta constantemente sendo exposto a particulas potencialmente
patogénicas, tais como antigenos dietéticos e microrganismos. O epitélio intestinal
funciona como a barreira fisica que restringe a entrada de moléculas antigénicas, ao
mesmo tempo em que convive em equilibrio com a exposicdo a uma quantidade
enorme de componentes dietéticos e microbianos (RAMIRO-PUIG et al., 2008). A

capacidade de contencgéo da barreira intestinal € considerada dinamica, pois pode ser
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afetada por diversos fatores como doencas, medicamentos, hormdnios, citocinas e
toxinas exdégenas (CRESCI; BAWDEN, 2015). Vérias células compdem o sistema de
defesa intestinal, que apresenta como caracteristica uma alta taxa de renovacgao
epitelial. Tal processo ocorre através de células-tronco epiteliais que residem na
regido basal das criptas com caracteristicas proprias reguladas pelos nichos de
células locais (CAMILLERI et al., 2012).

As células tronco dao origem a quatro tipos de células epiteliais: enterécitos
com funcéo absortiva que compdem mais de 80% das células epiteliais do intestino
delgado, as células enteroenddcrinas capazes de exportar horménios peptideos, as
células de Paneth, secretoras de defensinas antimicrobianas, enzimas digestivas e
fatores de crescimento e as células caliciformes, as quais tém a fungéo de produzir
mucinas e peptideos necessarios para processos de crescimento epitelial e reparacao
da mucosa (PETERSON; ARTIS, 2014).

As mucinas produzidas pelas células caliciformes constituem também, a
primeira linha de defesa contra a invasao de microrganismos patogénicos intestinais.
Os produtos derivados destas células contribuem para regulacdo de uma barreira
fisica no intestino através da regulacdo de proteinas que fornecem integridade
estrutural ao muco e atuam como sinalizadoras para promover a reparacao epitelial,
migracao de células do sistema imune e resisténcia a apoptose. Essas funcées podem
sofrer alteracdes fisiologicas por diferentes processos metabodlicos provenientes da
alimentacéo, estresse e/ou exercicio fisico (CLATWORTHY; SUBRAMANIAN, 2001;
PETERSON; ARTIS, 2014).

Em condi¢des de inflamacdo da mucosa, o que pode ocorrer em casos de
obesidade é a perda das células caliciformes do epitélio intestinal a partir das
vilosidades. A diminuicdo excede a producédo de novas células caliciformes a partir
das criptas, porém o mecanismo molecular envolvido nesse processo permanece
incerto (WANG et al., 2016). Além disso, tal condi¢édo de perda celular pode apresentar
consequéncias como o aumento de permeabilidade intestinal, desenvolvimento de
doencas como a colite ulcerativa, doenca inflamatéria intestinal, doenca de Crohn e
até mesmo encurtamento das vilosidades ou atrofia do vilo (KIESSLICH; GOETZ;
ANGUS, 2007).
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Durante o processo de perda fisiolégica das células, h4 um rearranjo das
juncbes de oclusdo necesséarias para permitir a liberacdo de células epiteliais
intestinais e garantir a manutenc¢ao da funcao barreira (WILLIAMS et al., 2013). Devido
ao aumento do numero de estudos sobre a obesidade e suas conseqiéncias para a
saude, nova atencao foi dada as func¢des de protecdo dos componentes do sistema
gastrointestinal em especial a producdo de mucinas que possuem a fungédo de

interceptar toxinas bacterianas presentes no limem intestinal.

E descrito que a microbiota intestinal na condicdo de obesidade é diversa
daquela encontrada em condicdo normal, de baixa massa corporal ou ambas e
também que determinadas toxinas bacterianas podem atravessar a barreira epitelial
exarcebando a condicéo inflamatoria em processo de obesidade contribuindo para a
resisténcia a insulina em processos graves de obesidade. Portanto, o tipo de mucinas
produzidas pelas células caliciformes pode contribuir para predicdo durante a
instalagcdo do processo de obesidade. Em alguns modelos experimentais de
obesidade, como o modelo estudado por Hamaoka & Kusunoki (1986) foi relatado que
varios 6rgaos como pancreas e coracao sofrem um retardo no tamanho, ao contrario
do intestino que aumenta o seu tamanho sendo portanto uma medida que pode

predizer informacdes do estado de obesidade.
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3 OBJETIVO
3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral estudar qual o efeito de associar
0 cruzamento consanguineo e a programacgado metabdlica por reducao do nimero de
filhotes para a obtencdo de ratos Wistar com caracteristicas de obesidade e investigar
se essas caracteristicas, uma vez adquiridas, sdo transmitidas entre as geracdes

desses animais por mecanismos epigenéticos.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Avaliar a massa corporal, o indice de Lee, o consumo alimentar e a

gordura retroperitoneal.

B) Tracar o perfil sérico de triglicerideos, colesterol total, lipoproteinas
LDL,HDL, VLDL e glicemia.

C) Definir o comprimento do intestino e realizar a contagem de células

caliciformes na regiao do jejuno no intestino.

D) Determinar as medidas morfométricas nas hemimandibulas para

inferir sobre os mecanismos epigenéticos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS E AMBIENTE

Foram utilizados ratos da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar
outbread, com massa corporal de 250 gramas em média, os quais foram fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) mediante
aprovacdo da Comiss&o de Etica do Uso de Animais (CEUA) da instituicio (Processo
CEUA 003/2015- UEPG 19741/2014). Os ratos foram mantidos no Biotério Central da
Universidade de Estadual de Ponta Grossa, em caixas para roedores, com cama de
maravalha, alimentados com rag¢do comercial balanceada (Nuvilab CR-1®)e agua
potavel ad libitum. A temperatura foi mantida entre 22 e 26°C. Com luminosidade em

ciclos de claro e escuro com duracao, aproximadamente, de 12 horas cada.
4.2 OBTENQAO DO GRUPO CONTROLE E EXPERIMENTAL
4.2.1 Grupo Controle

Foram utilizados animais adultos, com 90 dias e com massa corporal de 250
gramas em meédia, provenientes do acasalamento ndo consanguineo. As ninhadas
continham 8 animais machos. Para os experimentos e analises desse trabalho foram

utilizados apenas 12 machos.

As ninhadas controles foram monitoradas desde o nascimento até o
desmame, quando os machos foram separados e mantidos em caixas contendo 4
animais. Os animais controles foram submetidos a todas as analises iguais as
realizadas com animais de ninhadas reduzidas originadas de cruzamentos

consanguineos conforme a descricdo a seguir:
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Figura 2- Representacdo esquematica da obtencédo das ninhadas controles

' ACASALAMENTO
: ~ NAo :

[NINHADA 1 | 8 MACHOS

[NINHADA 2 8 MACHOS|

!

Andlises
e
experimentos

Fonte: Da autora.

4.2.2 Grupo Experimental

4.2.2.1 Obtencdo da geracdo formadora, das ninhadas/geracdes reduzidas e

consanguineas

Para a obtencao da colénia formadora do grupo experimental foram utilizados
animais adultos, sendo 2 machos e 6 fémeas sem parentesco consanguineo
(outbread). As fémeas foram acasaladas no sistema de harém, na proporcédo 1:3 (de
um macho para trés fémeas) e monitorada a prenhez e o nascimento dos filhotes.
Foram geradas 6 ninhadas desse acasalamento. Em cada ninhada os animais foram
reduzidos, ao acaso, para 2 machos e 2 fémeas no terceiro dia de vida, resultando no
total 12 fémeas e 12 machos; sendo essas ninhadas denominadas de Geracao
Formadora. Neste projeto tanto os filhotes da geracdo formadora quanto de cada
geracao posterior a essa, foram reduzidos ao acaso no terceiro dia apds o0 hascimento,
uma vez que nessa idade o peso dos animais tanto machos como fémeas néo
possuem diferencas significativas, sendo que a estratégia da inducéo da obesidade é
feita ao longo do tempo de lactacdo pela maior disponibilidade na oferta do leito da

mae.

Ao atingir a idade do desmame (21 dias) machos e fémeas irmaos da colonia
formadora foram marcados com sinais nas orelhas para identificacdo da

consanguinidade e na sequéncia foram separados em caixas contendo 4 animais. Ao
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atingirem 3 meses machos e fémeas irmaos foram acasalados na proporgao de 1
macho para 2 fémeas. As fémeas foram monitoradas quanto a prenhez e nascimento
dos filhotes que foram reduzidos, novamente e ao acaso, no terceiro dia de vida para
2 machos e 2 fémeas dando origem a primeira geracéo experimental denominada de
G1, cujos animais, ao atingirem a idade adulta foram submetidos aos mesmos
procedimentos para a obtencao das geracoes 2,3, 4 e 5. A reducéo das ninhadas foi
realizada “ao acaso” devido a grande semelhanca fisica entre os filhotes obesos e nao

obesos, no entanto, todos os valores das massas corporais foram registrados.

Em cada geracdo, a partir da G1 todos os machos, apds terem sido
acasalados com suas irmas, foram submetidos a eutanasia para a realizacdo dos
procedimentos de coleta das amostras para avaliacdo do perfil lipidico, glicémico e

histomorfométricos.

Nesta pesquisa sdo descritos somente os resultados obtidos dos ratos
machos do grupo Controle e das geracdes 1, 3 e 5 cujos resultados foram
considerados representativos do periodo das 5 primeiras geracdes apos ter sido feita
uma analise dos parametros obtidos também para as geracdes 2 e 4 que apresentam

uma relacao crescente ao longo das geracdes obtidas.

Figura 3 - Representacdo esquematica do sistema de acasalamento consanguineo e de

Continuidade do
P
até a GERAGAO 5

b Reducao da ninhada para
Acasalamento na GERAQAOZ 2 machos e 2 fémeas
proporg¢éo: 1 macho

ninhadas reduzidas de ratos Wistar

para 3 fémeas

6 NINHADAS

l

Acasalamento entre irmédos
na propor¢éo: 1 macho para

2 fémeas

Reducéo da ninhada para
2 machos e 2 fémeas

2 machos e 2 fémeas

Reducao da ninhada para
Acasalamento entre irméos
na propor¢do: 1 macho para
2 femeas

12 machos
12 fémeas

Fonte: Da autora.
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4.3 PARAMETROS AVALIADOS

4.3.1 Massa Corporal, Indice de Lee e Consumo Alimentar

O monitoramento da massa corporal dos animais tanto controle quanto das
diferentes geracfes produzidas foi obtido aos 90 dias de vida, antes do sacrificio.
Nesse momento, sob anestesia, a distancia nasoanal foi registrada juntamente com a
massa corporal para serem utilizadas na obtenc&do do indice de Lee que estima a
composicao corporal (BERNARDIS E PATTERSON, 1968).

O monitoramento do consumo alimentar foi realizado duas vezes por semana
com oferecimento de no minimo 300 gramas de racéo padrdo, ao longo das semanas
a partir do desmame, com aumento progressivo para 400 gramas chegando até 650
gramas de acordo com a necessidade de consumo observada até a semana na qual

os machos foram colocados para acasalmento.

O consumo alimentar total (monitorado do nascimento até o desmame) foi
expresso em media e desvio padrao das gramas consumida por animal. A média foi
calculada da seguinte forma: soma do valor total em gramas do alimento oferecido

menos o valor consumido dividido por 4 (nUmero de animais em cada caixa).
4.3.2 Dosagem do Perfil Lipidico e Glicémico

Com 90 dias de vida e apoOs terem acasalados, ratos machos foram
anestesiados, de acordo com a massa corporal, com solucéo de cetamina (50 mg/kg
IM) e cloridrato de xilasina (15 mg/kg IM). Logo apés a completa sedacao dos animais,
foi realizada a coleta de sangue total pelo método de puncéo cardiaca obtendo-se no
minimo 4 mL por animal. As amostras sanguineas foram armazenadas em tubo sem
anticoagulante, o qual foi mantido por 20 minutos a 37°C, centrifugado a 3.000
rotacdes por minuto (rpm) durante 10 minutos. O soro foi entdo coletado, armazenado
em tubo sem aditivo e estéril e mantido congelado a — 20°C até o momento das

avaliacdes bioquimicas.

As andlises bioquimicas de glicose, triglicerideos, colesterol total, VLDL
(lipoproteina de muito baixa densidade) e HDL (lipoproteina de densidade alta) e nas
amostras de soro sanguineo (300 microlitros) por rato foram realizadas por

espectrofotometria em analisador automatizado no laboratério escola da UEPG. O
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LDL-C foi estimado pela formula de Friedewald: LDL-C = Colesterol Total — HDL-C —
(Triglicerideos/5). Foram utilizados reagentes para determinacdo quantitativa da
marca Wiener Lab® (Rosario, Argentina) seguindo as instru¢cdes do fabricante. As

médias e desvio padrdo para cada grupo/geracao foram expressas em mg/dL.

4.3.3 Medidas Morfométricas das Hemimandibulas

ApoOs o sacrificio foram coletadas as hemimandibulas direita e esquerda, do
grupo controle e das geracdes 1, 3 e 5. As hemimandibulas foram limpas e
mergulhadas em solucédo de formaldeido 4% por 72 horas para a fixacdo. ApGs a
fixacdo foram lavadas em &gua corrente e secas em estufa a 32°C. Apés isso, foram
pesadas, fotografadas e com o auxilio de uma régua endodontica a medida de 10 mm
foi convertida em pixels pelo progama imageJ (10 mm correspondiam a 556,752
pixels). Apos calibrar o programa com esta medida os pontos morfométricos,
previamente estabelecido por Brin; Michaely e Steigman (1990) e Steigman e
colaboradores (1989) foram medidos para cada hemimandibula. Os pontos
morfométricos avaliados estdo representados na Figura 2. Os resultados foram

expressos como media e desvio padrao em mm.

4.3.4 Coleta e Analise Morfométrica da Quantidade de Células Caliciformes e

Adiposidade Retroperitoneal

A cavidade abdominal foi laparotomizada para a retirada do intestino, que foi
esticado e medido utilizando uma régua milimetrada. Partes do jejuno destinados a
analises histolégicas, foram posteriormente transferidos para solucado de paraformol
4% por 24 horas e depois para alcool etilico 70% até a realizacdo da técnica
histolégica. Posteriormente, os fragmentos submetidos ao processamento histoldgico
de rotina com inclusdo em parafina e obtencdo de cortes semi seriados de 5
micrémetros que foram submetidos a coloracédo para evidenciar mucinas neutras e
acidas pelas coloracfes de PAS e AB pH 2,5; respectivamente (os cortes corados
para mucinas acidas foram submetidos apenas a coloracédo pelo AB omitindo-se a
coloracdo dos nucleos para que o AB ndo fosse perdido ao se passar pela

hematoxilina).

Para avaliar a producdo de mucinas foi realizado a contagem das células

caliciformes em 20 vilosidades de cada animal avaliado, sendo expressa como
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namero de células caliciformes por vilosidade. Para fins de comparagdo foram

utilizadas apenas os intestinos dos grupos controle e Geragéo 5.

Para a analise da adiposidade visceral, ap6s a coleta do intestino, o tecido
retropreritoneal de ambos os lados do corpo de cada animal foi coletado e pesado

(expresso em gramas).
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5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média e avaliados
com auxilio do programa GraphPad Prism® 5.01. As andlises estatisticas do
parametros avaliados entre o grupo controle e as diferentes geracdes (G1, G3 e G5)
foram feitas pelo método de Andlise de Variancia Simples (One Way ANOVA), com
pos teste de Tukey e a andlise dos parametros avaliados apenas entre 0S grupos
controle e a geracédo 5 foram realizadas pelo teste t de Student. Para a verificacao de
diferencas estatisticas dos parémetros avaliados foi adotado como critério de

significancia no nivel de p<0,05.



41

6 RESULTADOS
6.1 INDICES BIOMETRICOS E DO CONSUMO DE RACAO

Os resultados referentes ao consumo de racado (Gréafico A), massa corporal
(Gréfico B), depdsito de gordura retroperitoneal (Gréafico C) e indice de Lee (Gréafico
D) estdo representados na Figura 3. Observamos no Gréafico A que 0s animais da
geracao (G5) demonstraram um aumento significativo no consumo de ra¢do quando
comparados com o grupo controle. Entre as geragbes, o consumo alimentar foi
significativamente maior na geracao 5 quando comparado com G1 e G3. Em relagéo
a massa corporal (B), gordura retroperitoneal (C) e indice de Lee (D) a anélise
estatistica mostrou que todas as geracdes apresentavam esses parametros

aumentados quando comparados com o grupo controle.

Figura 4 - Avaliacdo do consumo de racdo, massa corporal, indice de Lee e gordura

retroperitoneal de ratos Wistar apés areducao da ninhada e acasalamento consanguineo
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Média + desvio padrdo do consumo de ragdo (A), massa corporal (B), indice de Lee (C) e massa da
gordura retroperitoneal (D). (*) indica diferenca significativa (p<0,05) comparado com o controle e as
linhas acima das barras indicam diferenca significativa quando comparado entre as geragoes.

Fonte: Da autora.
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6.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS

A Figura 5 (Gréfico A) mostra que os indices séricos de LDL foram maiores
(p<0,05) para as geracoes 1 e 3 (G1 e G3), quando comparadas aos animais
controles. Para os niveis de HDL ( Gréfico B) hd um decréscimo relevante para todas
as geracoes (G1, G3 e G5) comparadas aos animais controles e, entre as geracgoes,
o HDL foi maior na G5 comparada com G1 e G3. Nos Gréficos C, D e E pode-se
observar que os indices lipidicos de VLDL, colesterol total e triglicerideos, , reduziram,
com significancia estatistica, nas geracdes 1, 3 e 5 em compara¢do aos animais do
grupo controle. Para os valores glicémicos, (Grafico F) a analise estatistica mostrou

reducéo significativa em G5 quando comparado com o o grupo controle (p<0,05).

Figura 5- Parametros bioquimicos (LDL, HDL, VLDL,colesterol total, triglicerideos e glicose)

avaliados em ratos Wistar provenientes de ninhadas reduzidas e acasalamentoconsanguineo
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Média + desvio padréo dos valores de LDL (A), HDL (B), VLDL (C) Colesterol total (D), Triglicerideos
(E) e Glicose (F). (*) indica diferencga significativa (p<0,05) comparado com o controle e as linhas acima
das barras a diferenca significativa quando comparado entre as geracdes.

Fonte: Da autora.
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6.3 PARAMETROS HISTOMORFOMETRICOS DO INTESTINO (JEJUNO)

Na Figura 6 encontram-se os resultados dos parametros obtidos do intestino
dos animais. Para as avaliacdes das células caliciformes foram utilizados os
resultados do grupo controle e da geracao 5, somente. Nos gréficos A e B pode ser
observado que o numero de células caliciformes, tanto nas coloragdes de AB) como
de PAS, sofreram reducéo significativa (p<0,05) quando comparado aos valores dos
animais controles.

Figura 6 - Andlise dos parametros morfolégicos do intestino (n° de células caliciformes)

de ratos Wistar consanguineos submetidos a reducéo de ninhada
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Média + desvio padrdo do niumero de células caliciformes na coloracdo Alcian Blue (A), nimero de
células caliciformes na colaracdo de Acido Periddico de Schiff (B) (*) indica diferenca significativa
(p<0,05) comparado com o controle. Linhas acima das barras diferenca significativa quando comparado
entre as geragoes.

Fonte: A autora.

Na Figura 7, sdo mostradas as fotomicrografias da mucosa do jejuno
evidenciando as células caliciformes com mucinas acidas coradas em verde, com AB
e neutras, coradas em purpura pelo PAS, tanto nas vilosidades (v) como nas glandulas
mucosas (g), respectivamente. A coloracao dos nucleos em C e D foram omitidos para

se evitar a descoloracdo das mucinas acidas.
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Figura 7 - Fotomicrografia da mucosa do jejuno para visualizacéo das células caliciformes nas

coloracdes de Alcian Blue e PAS
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Células caliciformes em Alcian Blue do grupo controle (A) e G5 (B); e células caliciformes em PAS do
Grupo controle (C) e G5 (D)

A figura 8 mostra o valor do comprimento dos intestinos onde se observa um
aumento significativo do mesmo nas geracoes 1 e 5 quando comparado com o grupo

controle.

Figura 8 - Comprimento dos intestinos de ratos Wistar obtidos ap6s areduc¢éo da ninhada
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Média = desvio padrdo do comprimento dos intestinos, (*) indica diferenca significativa
(p<0,05) comparado com o controle.

Fonte: A autora.
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6.4 ANALISE DA MASSA E DA MORFOMETRIA DASHEMIMANBIBULAS

Na Figura 9 A séo apresentados os resultados para a massa e em B e C as
medidas morfométricas, respectivamente. O grafico A mostra aumento significativo da
massa das hemimandibulas na G1 comparado com o grupo controle, entretanto houve
reducdo significativa na massa das hemimandibulas na G5 em relacdo ao controle.
Entre as geracgdes, ocorreu reducéo no peso das hemimandibulas na G3 e G5 quando

comparado com a G1.

Em B sdo mostradas as medidas morfométricas que sofreram reducédo
significativa nas G1, 3 e 5 quando comparadas com o grupo controle e em C, as
medidas morfométricas que apresentaram um aumento na G3 quando comparada
com o grupo controle.

Figura 9 - Massa e morfometria das hemimandibulas dos ratos Wistar consanguineos ap6s a

reducdo daninhada
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Média + desvio padrdo da massa das hemimandibulas (A) e das medidas morfométricas (B e C). Para
a figura 9 A: (*) indica diferenca significativa (p<0,05) comparado com o controle e, as linhas acima das
barras a diferenca significativa quando comparado entre as gera¢fes. Em B e C as linhas tracejadas

indicam diferencas significativas conforme ja descrito no texto.

Fonte: Da autora.
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7 DISCUSSAO

J& é conhecido que a hiperalimentacao causada pela reducdo do numero de
filhotes induz a obesidade e que tal estratégia é chamada de programacao metabdlica.
Neste modelo, a obesidade é desenvolvida pelo maior aporte de leite aos filhotes
durante a lactacao, representando o alto consumo energético semelhante ao que
ocorre nos humanos. S&o reportados na literatura varios trabalhos que reproduzem o
guadro de instalacéo de obesidade em ratos por reducdo da ninhada (CAl et al., 2016;
FISCHER et al.,, 2015; HABBOUT et al., 2013; HAMDY; PORRAMATIKUL; AL-
OZAIRI, 2006; PLAGEMANN et al., 1992; RODRIGUES et al., 2007; SRINIVASAN,
2003; THOLE et al., 2012).

Semelhantemente aos resultados obtidos por Hamdy e colaboradores (2006),
nas ninhadas reduzidas de nosso trabalho, observamos caracteristicas que confirmam
a obtencdo do fenotipo de obesidade, ou seja, um aumento significativo da massa
corporal, da gordura retroperitoneal, do indice de Lee (indice de obesidade) e do

consumo de ragao na Gb.

Entretanto, diferentemente dos demais trabalhos ja descritos, em nosso
estudo tais parametros foram mantidos significativamente altos nas demais geracoes
produzidas a partir do cruzamento consanguineo, indicando a permanéncia, ao longo
das geracOes, das caracteristicas fenotipicas de obesidade encontradas na primeira
geracdo (G1l) quando comparadas com o grupo proveniente de cruzamento nao

consanguineo e sem reducéo de ninhada.

E sugerido que o maior depdsito de gordura, que os animais provenientes de
ninhadas reduzidas apresentaram, esteja relacionado ao aumento na atividade de
enzimas lipogénicas nos adipécitos (MOZES et al., 2004). Velkoska e colaboradores
(2005) demonstraram que animais com 120 dias superalimentados ap6s o
nascimento, apresentam aumento no RNAmM da enzima 11 (3-hidroxiesteroide
desidrogenase 1 (11 R-HSD1) nas células adiposas. Esta enzima converte
corticosterona em cortisol, que aumenta a lipogénese, principalmente, em adipécitos
abdominais (LIVINGSTONE; KENYON; WALKER, 2000).

Os perfis elevados da massa corporal, do IL e da adiposidade retroperitoneal
permaneceram presentes ao longo das cinco geragdes em estudo, demonstrando que

as influéncias no periodo pés-natal, principalmente da disponibilidade aumentada do
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alimento no periodo de lactacéo, parecem estar ligadas a alteragées permanentes no
organismo observado no animal adulto, e entram em concordancia com observagdes
jA realizadas em outros trabalhos em relagdo ao aumento na massa corporal,
alteracbes no metabolismo e nas fungBes endocrinas (DE MOURA; LISBOA;
PASSOS, 2008; FAUST; JOHNSON; HIRSCH, 1980; MCMILLEN; ADAM,;
MUHLHAUSLER, 2005; PLAGEMANN et al., 1992; RODRIGUES et al., 2009).

Entretanto, além de serem mantidos na vida adulta podemos acrescentar, a
partir dos resultados obtidos neste trabalho, que podem ser perpetuados por geracdes
futuras, possivelmente por mecanismos epigenéticos, os quais foram inferidos a partir

das andlises morfométricas da hemimandibulas.

Ja esta bem descrito na literatura que animais supernutridos, por reducéo de
ninhada durante a lactacdo, sofrem mudancas metabdlicas as quais acarretam
alteracoes na homeostase lipidica (PLAGEMANN et al., 1999; PLAGEMANN et al.,
1992). Em nossos resultados, os animais consanguineos oriundos de ninhadas
reduzidas apresentaram aumento dos niveis de LDL na primeira geracdo, com
reducdo gradativa, sendo que na terceira geracdo ainda apresentou aumento
significativo e na 52 geracdo semelhantes ao grupo controle (sem diferenca

significativa).

Contrariamente aos niveis de LDL, uma reducdo dos niveis de HDL foram
detectados em todas as geracOes estudas em relacdo ao controle, ocorrendo um
aumento na geracdo 5 em relacdo as demais geracdes estudadas. Portanto, os
resultados a partir da primeira geracdo sao concordantes com os ja descritos na
literatura para LDL e HDL. A diminui¢do nos niveis de HDL indicicam que ocorreram
alteracoes significativas do metabolismo lipidico de forma permanentes e crescentes

ao longo das geracdes consanguineas.

As alteracfes encontradas nos niveis das lipoproteinas LDL e HDL sugerem
um quadro de dislipidemia (HDL reduzido isoladamente ou acompanhado do aumento
de LDL), sendo esta uma das quatro mais relevantes classificacées das altera¢des do
perfil lipidico conforme as Diretrizes Brasileiras Sobre Dislipidemias de 2017. O
acumulo de acido graxo livre, na forma de LDL, leva a uma série de alteracbes em

tecidos ndo lipidicos (musculo esquelético, figado e péancreas) e promove
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modificacdes na agao e na dinamica da insulina (FONTES, 2003; MANCO; CALVANI,
MINGRONE, 2004), que culminam com um quadro dislipidémico.

Em relagdo ao colesterol total, triglicerideos e VLDL, nossos resultados
mostraram uma reducdo para esses parametros nas geracdes estudadas, quando
comparadas com o grupo controle. Conforme reportado por Boullu-Ciocca e
colaboradores (2008), em estudos animais, a hiperalimentacdo por reducdo da
ninhada induziu a obesidade precoce e acelerou a maturacao do eixo hipotdlamo-
hipofise-adrenal (HPA), juntamente com uma regulacéo positiva do RNAm do receptor
de glicocorticéide do tecido adiposo, 0 que nos permite sugerir que o fato de néao
observarmos o0 aumento de niveis de triglicérideos e colesterol pode estar relacionada
ao processo de lipogénese, ou seja, 0os acidos graxos livres na circulagdo séo
direcionados ao processo de armazenamento na forma de triacilgliceréis no tecido
adiposo. Nossos resultados, sao similares aos descritos por Rodrigues e
colaboradores (2007), que demonstrou uma reducdo dos niveis de colesterol e

triglicerideos entre animais supernutridos comparado com o grupo controle.

Entre as varias alteracdes metabolicas que ocorrem no estado de obesidade
severa esta a variacdo nos niveis de glicose, cuja regulacdo envolve, em uma
condicao normal de homeostase, isto €, sem considerar uma condicdo de obesidade,
a sensibilidade a insulina. Em condicdo de obesidade os niveis de glicose € um dos
varios fatores que predizem a instalacdo da condicdo de obesidade ou obesidade
severa resultando em sindrome metabdlica. Entretanto, além da insulina outros
fatores neuroenddécrinos podem estar envolvidos na regulacdo dos niveis de glicose e

ainda precisam ser completamente entendidos.

Resultados mostram que o0s niveis de glicose em jejum, de animais
provenientes de ninhadas reduzidas sofrem aumento glicémico sendo acompanhado
de hiperinsulinemia (AALINKEEL et al., 1999; PATEL; SRINIVASAN, 2011; RINALDI
etal., 2012), o que mostra alteracdes na regulacéo tanto do sequestro da glicose para
o figado e musculo mas também uma possivel relacdo com a regulacdo do

metabolismo lipidico.

Em nosso trabalho, os niveis de glicose, ndo foram obtidos em estado de
jejum e se mostraram reduzidos ao longo das geracdes obtidas 1, 3 e 5, quando

comparados com o controle, e apenas a geracao 5 teve uma reduc¢ao significativa da
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glicose quando comparada com o grupo controle. Entretanto, em uma condi¢cédo de
obesidade e sindrome metabdlica severa seria de se esperar que ocorresse um

aumento da glicose refletindo alguma insensibilidade a insulina.

Nos nossos resultados, onde os animais n&o foram submetidos a um jejum
prévio, a reducdo dos niveis de glicose pode refletir um funcionamento normal da
insulina, e apesar dos demais parametros avaliados estarem de acordo com uma
condicao de obesidade. Outra observacédo importante é a de que ao se olhar os niveis
de glicose dos animais controles essa se apresenta alta e por si s6 poderia indicar que
0s animais controles ja poderiam estar em uma condi¢cdo de obesidade, entretanto, é
preciso considerar que 0s animais gerados por acasalamento e reducao de ninhada
nao apresentam glicose aumentada como os controles, o que indica que alguma
alteracao na regulacdo pode estar ocorrendo nos animais de cada geracdo sendo

necessario que essa observacao seja melhor investigada em geragdesfuturas.

Por outro lado, em outros modelos de inducdo de obesidade por dietas de
cafeteria ou hiperlipidicas os resultados para a glicemia de jejum se mostram
diversificados. Usando dieta de cafeteria, no final de 8 semanas (COATMELLEC-
TAGLIONI et al., 2000), 12 semanas (NADERALI et al., 2001) ou 15 semanas e ainda,
48 semanas de dieta hiperlipidica (DUARTE et al., 2006) as taxas de glicose

sanguinea em jejum nao foram alteradas.

E descrito também que na obesidade, dependendo do modelo experimental
utilizado, ha uma alteracdo do tipo de microbiota encontrado no intestino e que o
epitélio intestinal fornece uma protecéo para a exarcebacéo da obesidade e suas co-
morbidades associadas. Tal protecdo advém da producdo de mucinas pelas células
caliciformes presentes no epitélio intestinal. Dessa forma, em nosso experimento,
fizemos a avaliacdo da quantidade de células caliciformes além da medida do
comprimento do intestino. Um aumento no tamanho do intestino ja foi descrito por
Hamaoka (1986). O autor verificou um aumento proliferativo do epitelio intestinal em
camundongos obesos tratados com glutamato monossédico. Em nossos resultados
também foi demonstrado um aumento do comprimento do intestino ao longo das
geracBes comparado com o controle, indicando uma concordancia com os resultados

de Hamaoka.
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J& é descrito que as mucinas produzidas pelas células caliciformes tem um
importante papel na protecdo do epitélio intestinal contra a entrada de toxinas da
microbiota que podem exarcerbar o processo inflamatério induzido pela obesidade,
sendo sua avaliacdo um preditor na funcionalidade do intestino no processo de
obesidade. Em nossos resultados, a diminuicdo do niamero de células caliciformes,
detectadas pelo uso das coloracées de Alcian blue (AB) e Acido periddico de Schiff,
(PAS) respectivamente, interferem na producdo de mucinas acidas e neutras e nas
suas respectivas funcdes de protecao na condicao de obesidade.

Assim, nossos resultados mostraram uma diminuicao significativa das células
caliciformes na geracdo 5 comparada com o grupo controle, indicando que a
obesidade interfere significativamente na producdo de mucinas no epitélio intestinal
em uma condicdo de obesidade. Nossos resultados, apesar de preliminares, podem
indicar que o cruzamento consanguineo associado a reducéo da ninhada, influencia
nos processos de proliferacdo e diferenciacdo do epitélio intestinal, reduzindo o
numero de células caliciformes e portanto, a protecdo, em uma condi¢céo de obesidade

ao longo das geracoes.

Adicionalmente, estudos sobre a associacdo entre obesidade e massa 6ssea
sdo relativamente comuns na literatura especialmente com foco em fémeas e
relacionando obesidade e osteoporose, porém, apresentam resultados controversos
e de conclusdes relativas. Além disso, poucos estudos existem sobre o impacto da
obesidade experimental no desenvolvimento e formacéo dos tecidos mineralizados.
No experimento realizado por Chen e colaboradores (2010), onde a obesidade foi
induzida por dietas hiperlipidicas, em ratos, houve uma diminuicdo da massa 0ssea
da tibia. Os autores sugerem que essa reducdo da estrutura 6éssea observada pode
ser uma acao da relacdo entre obesidade e fatores pré inflamatérios produzidos pelos

macrofagos e osteoclastos que induzem uma reabsorcao ossea.

Nos nossos resultados, a massa das mandibulas mostrou-se maior na G1 em
relacdo ao controle porém sofreu reducdo em G3 e G5 comparada com G1, o que
indica uma possivel acdo do cruzamento consanguineo associado a reducdo das
ninhadas, com interferencia direta no processo de formacéo e remodelacdo da matriz
0ssea da mandibula ao longo das geracdes. A deposicdo e remodelacdo da matriz
0ssea parece se apresentar como uma caracteristica com algum grau de flutuagéo ao

longo das gerag0Oes, possivelmente refletindo funcao da atividade tanto de osteblastos
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guanto de osteoclastos. Um estudo mais detalhado do processo de formacgdo 6ssea é

necessario para se avaliar melhor o processo de remodelacao ao longo das geragdes.

Os resultados da massa mandibular reduzidos em G3 e G5 se refletem na
reducdo significativa das medidas de comprimento Cr-lia e Co-lia e de altura da regido
anterior das hemimandibulas, observadas quando se compara as geracdes estudadas
com o grupo controle. Da mesma forma, a andlise dos aumentos observados nas
medidas Cr-Got, Co-Got e Go-lia em G3 e G5, comparado com 0 grupo controle,
embora com algumas varia¢des, sugerem que o cruzamento consanguineo associado

a reducao de ninhadas, alterou as dimensfes e o tamanho das hemimandibulas.

A avaliacdo da morfologia e morfometria da mandibula é descrita na literatura,
(ANDERSON; RENAUD; RAYFIELD, 2014; BURGIO et al., 2012; MARTINEZ, 2014;
NAVARRO; MAGA, 2016) como marcadores de possiveis alteracdes epigenéticas. A
mandibula é dividida em duas regifes, uma anterior e uma posterior e podemos
sugerir, a partir de nossos resultados, que ocorreu uma reducao das dimensdes que
determinam a regido anterior e um aumento nas dimensdes que determinam a regiao

posterior das hemimandibulas, ao longo das geracdes estudadas.

Uma possivel explicacdo para a alteracdo das dimensdes das mandibulas,
especialmente na regido posterior, € que além das influéncias exercidas pelas
alteracdoes epigenéticas, possivelmente o aumento do processo mastigatorio
promovido pela musculatura associado ao processo angular, o qual é justificado pelo
maior consumo de alimentos nos animais obesos. Entretanto, nas proximas geracdes
uma melhor avaliacdo da estrutura muscular associada as mandibulas seréo

realizadas para confirmar essa sugestao.

Além disso, conforme Burgio (2012) as alteracdes morfologicas da mandibula
ocorrem com uma possivel modularidade genética devido a fatores epigenéticos o que
pode ser aplicado neste experimento indicando que a obesidade induzida pela
reducdo da ninhada associada ao cruzamento consanguineo possa ter influenciado
epigeneticamente as alterac6es morfométricas encontradas nas hemimandibulas dos

ratos desse estudos.

Os resultados preliminares obtidos nessas 5 geracdes estudadas, como o
aumento nos valores do consumo alimentar, dos indices biométricos e bioquimicos,

0s quais séo indicadores do estado de obesidade e as alteracbes morfométricas do
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intestino e das hemimandibulas, nos sugerem uma associacdo positiva entre o
cruzamento consanguineo com a reducgdo do numero de filhotes; a partir da G6, outras
analises e controles serdo introduzidas na busca da consolidacdo de uma nova
linhagem de ratos obesos (fruto de 20 geracdes) que possam ser disponibilizados para
0s pesquisadores do tema obesidade, trazendo inUmeros beneficios para a pesquisa,
como a reducgdo do nimero de animais e consequentemente de recursos utilizados

para o estudo desta doenca.



53

8 CONCLUSOES ESPECIFICAS

A associacdo da reducdo do numero de filhotes com o acasalamento

consanguineo promoveu:
1) Aumento nos valores dos indices biométricos e gordura retroperitoneal.
2) Alteracdes no perfil sérico lipidios e glicemia.

3) Aumento no comprimento do intestino e reducdo na producédo de

mucinasna regiao do jejuno.

4) AlteracBes nas medidas morfométricos das hemimandibulas.
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9 CONCLUSAO

Conclui-se, pelos resultados obtidos neste trabalho, que a estratégia de
acasalamento consanguineo a partir da reducao do numero de filhotes pode gerar
uma linhagem com caracteristicas fenotipicas de obesidade.
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