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“A resposta certa ndo importa nada: o
essencial é que as perguntas estejam
certas.”

(Mario Quintana)
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EFEITO MODULADOR DA METFORMINA SOBRE PARAMETROS
METABOLICOS E REPRODUTIVOS DE RATAS WISTAR
DESCENDENTES DE MAES EXPOSTAS A UMA DIETA RICA EM
ACUCAR

RESUMO

A prevaléncia de obesidade entre mulheres em fase reprodutiva estd aumentando nos
ultimos anos e a obesidade materna ndo € prejudicial apenas para a mae, mas
também para os descendentes. Além disso, a exposicdo a um ambiente desfavoravel
durante a gravidez propicia o desenvolvimento de doengas ou fungdes fisiologicas
alteradas na vida adulta. Essas alteragoes incluem hipertensédo, dislipidemias,
doencas cardiovasculares e disfungdes reprodutivas. E sabido que a metformina é
utilizada para tratar desordens metabdlicas. Porém, ndo esta demonstrado que este
mesmo agente farmacoldgico é eficiente na reprogramacao metabdlica com vistas a
prevencao de disfuncbes reprodutivas. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
investigar o efeito modulador da metformina sobre parametros metabdlicos e
reprodutivos de ratas Wistar descendentes de maes expostas a uma dieta rica em
sacarose (DRS). Em relagcdo aos dados maternos, as maes do grupo DRS
apresentaram hipercolesterolemia. Além disso, o indice de Lee, no periodo preé-
gestacional, mostrou diferencas significativas no grupo DRS quando comparado ao
grupo CTR, indicando um aumento de massa corporal influenciada pela dieta rica em
sacarose. No que se refere aos descendentes, a prole fémea de maes DRS
apresentou diferencas significativas no peso corporal apds o nascimento, bem como
no desmame. Além disso, a prole DRS desenvolveu hipertrigliceridemia, Rl e
intolerancia a glicose. Porém, a prole DRS tratada com metformina, ndo apresentou
nenhuma dessas alteracdes metabdlicas. Por fim, foi observada uma antecipagéo da
puberdade no grupo DRS quando comparado com o grupo CTR, enfatizando os
efeitos deletérios da dieta materna rica em acucar a nivel reprodutivo da prole.
Portanto, reforca-se a importancia de mais estudos acerca da reprogramacao
metabdlica causada por este medicamento, bem como a investigacao do efeito da
metformina em outras abordagens experimentais.

Palavras-chave: Dieta rica em sacarose, disfuncdes reprodutivas, prole, metformina,
DOHaD.



MODULATIVE EFFECT OF METFORMIN ON METABOLIC AND REPRODUCTIVE
PARAMETERS OF WISTAR RATS DESCENDENT FROM MOTHERS EXPOSED
TO A DIET RICH IN SUGAR

ABSTRACT

The prevalence of obesity among women in the reproductive phase is increasing in
recent years and maternal obesity is not only harmful for the mother, but also for the
offspring. In addition, exposure to an unfavorable environment during pregnancy favors
the development of diseases or altered physiological functions in adult life. These
changes include hypertension, dyslipidemia, cardiovascular disease and reproductive
disorders. It is known that metformin is used to treat metabolic disorders. However, it
has not been demonstrated that this same pharmacological agent is efficient in
metabolic reprogramming with a view to preventing reproductive disorders. Therefore,
this project aims to evaluate the modulator effect of metformin on metabolic and
reproductive parameters of Wistar rats descended from mothers exposed to a diet rich
in sucrose (DRS). Regarding maternal data, mothers in the DRS group had
hypercholesterolemia. In addition, the Lee index, in the pre-pregnancy period, showed
significant differences in the DRS group when compared to the CTR group, indicating
an increase in body mass influenced by the sucrose-rich diet. With regard to the
offspring, the female offspring of DRS mothers showed significant differences in body
weight after birth, as well as at weaning. Furthermore, the DRS offspring developed
hypertriglyceridemia, IR and glucose intolerance. However, the DRS offspring treated
with metformin did not show any of these metabolic changes. Finally, an anticipation
of puberty was observed in the DRS group when compared to the CTR group,
emphasizing the deleterious effects of the maternal diet rich in sugar on the
reproductive level of the offspring. Therefore, the importance of further studies on the
metabolic reprogramming caused by this drug is reinforced, as well as the investigation
of the effect of metformin in other experimental approaches.

Key-words: High sucrose diet, reproductive dysfunctions, offspring, metformin,
DOHaD.
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1. INTRODUGAO

A obesidade € considerada uma doenca epidémica por conta de sua
repercussao no cenario mundial. Houve um aumento substancial, entre os anos de
1975 e 2014, na média do indice de massa corporal (IMC) em homens (de 21,7 kg/m?
para 24,2 kg/m?) e mulheres (de 22,1 kg/m? para 24,4 kg/m?), levando ao crescimento
da prevaléncia de sobrepeso e obesidade que, se ndo atenuado, até 2025 atingira
18% dos homens e mais de 21% das mulheres em todo o mundo (NCD-RisC, 2016).
De acordo com dados obtidos pela vigilancia de fatores de risco e protecao para
doencas crbnicas por inquérito telefénico (VIGITEL), a prevaléncia de adultos obesos
no Brasil foi estimada em 22,4%, com valores semelhantes entre mulheres (22,6%) e
homens (22,3%) (BRASIL, 2020).

O sobrepeso e obesidade séo fatores predisponentes para o desenvolvimento
da sindrome metabdlica (SM), definida como um conjunto de fatores de risco, como a
hipertrigliceridemia, hipertensdo arterial e resisténcia insulinica (ALBERTI, 2009),
sendo estes, fatores de risco ligado a disturbios reprodutivos (CASTRO et al., 2014).
Em mulheres obesas, ha perturbacdes do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal (eixo
HPG), que geram disfuncdo menstrual, acarretando anovulacao e infertilidade. Além
de perturbagdes no eixo HPG, o tecido adiposo disfuncional libera adipocinas que
interagem com varias vias moleculares, dentre elas vias mediadoras da sinalizagéo
de insulina, da diferenciacdo e da maturacao de ovécitos (SILVESTRIS et al., 2018).
Numa perspectiva intergeracional, a obesidade materna pode resultar em disturbios
metabdlicos negativos tanto para a mae quanto para a prole. A correlacao entre
obesidade materna e consequéncias adversas a saude dos filhos é complexa e,
provavelmente, envolve alteracbes no metabolismo de glicose e lipidios (GRILO et al.,
2022).

Para que se entenda até que ponto a obesidade materna pode influenciar a
saude da prole, pesquisadores tem se voltado para o conceito DOHaD, ou seja, para
as origens desenvolvimentistas da saude e doenca. Este conceito pode ser definido
como a resposta adaptativa do organismo a um insulto especifico durante um periodo
critico de seu desenvolvimento, o qual pode levar a efeitos negativos na salde que
persistem a curto, médio ou longo prazo (ZAMBRANO; NATHANIELSZ, 2013).
Estudos epidemiolégicos com criangcas nascidas com baixo peso por conta de

restricio de crescimento intrauterino revelaram associagcdes entre crescimento
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intrauterino restrito, baixo peso ao nascer e fungédo reprodutiva na idade adulta
(IBANEZ et al., 2011).

Um dos principais insultos no ambiente intrauterino que pode levar a disfuncdes
metabdlicas e reprodutivas na idade adulta da prole é a dieta materna inadequada,
sendo incluida tanto a subnutrigdo quanto o consumo de alimentos hipercaléricos
(ELSAKR; GANNON, 2017). Em relacao a alimentos hipercaléricos, podemos citar a
dieta rica em acucar, que prejudica tanto os indices glicémicos/insulinémicos quanto
a saude folicular ovariana, como demonstrado em estudos experimentais (DE MELO,
2021; AGARWAL et al 2018; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al 2015).

Alguns trabalhos tem avaliado nos efeitos do medicamento metformina em
diversos sistemas fisioldégicos. Este medicamento é primariamente utilizado no
tratamento do diabetes mellitus tipo 2 (DM2), porém, haja vista a estreita relacao entre
disturbios metabdlicos e reprodutivos, tem-se utilizado a metformina para o tratamento
de disturbios ovarianos (QUIN et al 2019), sendo um possivel reprogramador da saude
ovariana da prole exposta a insultos em periodos criticos de desenvolvimento.

Portanto, tendo em vista o aumento da prevaléncia de sobrepeso e obesidade
nas mulheres, causado principalmente pela dieta inadequada; assim como as
implicacbes na saude reprodutiva, tanto direta quanto intergeracionalmente; este
trabalho busca elucidar o papel reprogramador da metformina, administrada na prole
em fase peri-puberal, em um modelo experimental de maes expostas a uma dieta rica

em acucar.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito modulador do tratamento com metformina sobre parametros
metabdlicos e reprodutivos da prole de ratas expostas a uma dieta rica em sacarose,

durante as fases gestacional e lactacional.
2.2 Objetivos especificos

v Avaliar os efeitos do tratamento peripuberal com metformina sobre parametros
metabdlicos glicolipidicos da prole de ratas expostas a uma dieta rica em
sacarose, durante as fases gestacional e lactacional;
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v Avaliar os efeitos do tratamento peripuberal com metformina, sobre parametros
reprodutivos em ratas descendentes de maes submetidas a uma dieta rica em

acucar.

3. FUNDAMENTAGAO TEORICA
3.1 Origens Desenvolvimentistas da Saude e Doenga

O conceito DOHaD ganhou destaque a partir do relatério epidemiolégico de
Barker (1986). O relatério destacava, principalmente, que a nutricdo pré-natal
inadequada aumentava o risco do surgimento de varias doencas nao transmissiveis
na idade adulta, o que o levou a sua famosa hipétese (BARKER, 2007). A referida
"hipotese de Barker" agora também é chamada de "hipétese de origem fetal" ou
"programacao de desenvolvimento" (SUZUKI, 2017). O conceito DOHaD traz a
concepgao de que o ambiente vivenciado por um individuo no inicio da vida pode
definir sua saude a longo prazo por meio de efeitos programados no desenvolvimento
(GLUCKMAN, 2008).

Desde entdao, muitos estudos experimentais tem mostrado que 0 maior risco de
obesidade, DM2 e doencas cardiovasculares (DCV) pode ser causado por insultos
ambientais durante periodos criticos de desenvolvimento, como por exemplo, nutricdo
materna inadequada, estresse materno, disfuncao placentéaria e hipdxia fetal crénica.
Esses insultos levam ao acometimento de multiplos 6rgaos, como mostram pesquisas
em humanos e modelos animais, onde é constatado que a obesidade materna
influencia negativamente o ambiente fetal, levando a predisposicéo a estas doencas
(MARTIN-GRONERT; OZANNE, 2012; GIUSSANI; DAVIDGE, 2013).

Atualmente, os mecanismos epigenéticos constituem a base tedrica mais
consistente no contexto do conceito DOHaD. As modificacées epigenéticas, como
metilacdo do DNA, regulagdo mediada por RNA néo codificante e modificagbes de
histonas, podem ser causadas por exposi¢coes ambientais durante a gestagdo ou no
inicio da vida da prole. Entre estas modificacoes epigenéticas, a metilacdo do DNA é
atualmente, o mecanismo melhor definido (AGARWAL et al.,, 2018). E assim,
disturbios metabdlicos como obesidade, DM2 e DCV podem ser resultado da
constancia dessas modifica¢gdes, como mostra a Figura 1.
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Figura 1. Mecanismos epigenéticos no contexto DOHaD. Demonstragdo da influéncia de um
ambiente intrauterino desfavoravel que pode levar a modificacbes no DNA, como metilagcdo e
modificacdo de histonas e consequentemente, o surgimento de doengas na vida adulta. Adaptado de
Agarwal et al (2018).

Os insultos no periodo pré e pés-natal que levam ao maior risco de desenvolver
a obesidade ou outras disfuncdes metabdlicas a longo prazo sao vastamente
explorados em experimentos com modelos animais que possuem caracteristicas
fisioldgicas similares aquelas dos humanos (BARKER, 2007; BARKER, 2007).
Estudos voltados para o conceito DOHaD geralmente investigam a dieta materna
inadequada (dieta com alto teor de acucar, hiperlipidica, ou fast-food- comida nao
saudavel), obesidade materna ou as alteragdes epigenéticas na prole causadas pela
dieta hiperlipidica (HSU; TAIN, 2021). Estdo representados na Figura 2, os efeitos
negativos de uma dieta materna hiperlipidica em diferentes sistemas na prole. No
entanto, é importante levar em consideragdao o modelo animal, sexo, época e duracao
da exposicao (WILLIAMS et al., 2014).

O consumo de alimentos ricos em gorduras saturadas e agucares simples esta
aumentando entre mulheres, o que contribui para o ganho de peso durante a
gestacao. A vista disso, pesquisas que buscam encontrar esclarecimentos sobre 0s
efeitos da dieta materna inadequada na saude da prole, utilizam cada vez mais uma
combinacao de gorduras saturadas e sacarose, pois estas representam bem o padrao
alimentar ocidental: agucares simples e altos niveis de gordura (KERELIUK;
BRAWERMAN; DOLINSKY, 2017).
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Figura 2. Consequéncias da dieta hiperlipidica materna em diferentes sistemas da prole. Fonte:
Adaptado de Williams (2014).

3.2 Sindrome Metabodlica

A SM é caracterizada pela presenca de, pelo menos, trés dos seguintes fatores
de risco: hipertrigliceridemia, hipertensao arterial, hiperglicemia, resisténcia insulinica
e obesidade abdominal (ALBERTI et al., 2009). Além destas alteracées metabdlicas,
a SM também tem sido associada ao maior risco de doencga cardiovascular (DCV),
diabetes melito tipo 2 (DM2), doenca hepatica gordurosa néo-alcoolica (DHGNA)
(PEREZ-MARTINEZ et al., 2017) e sindrome dos ovarios policisticos (SOP)
(SAGVEKAR et al., 2018). Sendo assim, a SM € uma entidade clinica de substancial
heterogeneidade, que néo se restringe aos adultos, uma vez que, sua prevaléncia em
populagcbes mais jovens estd crescendo em paralelo a obesidade infantil,
aumentando-se o risco de doencas DCV e DM2 na idade adulta (FARIAS et al., 2018).

Os mecanismos pelos quais a SM se desenvolve parecem decorrer,
primeiramente, da resisténcia periférica a acdo da insulina. Tulloch-Reid et al (2004),
observaram que o aumento do tecido adiposo subcutaneo abdominal e do tecido
adiposo visceral estao fortemente correlacionados com a resisténcia a insulina (RI).
No entanto, outros estudos mostraram que a incidéncia de resisténcia a insulina era
maior em individuos com obesidade central em comparac¢ao aqueles com obesidade
subcutanea (HAYASHI et al., 2008; PREIS et al., 2010). De fato, alguns autores
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acreditam que a Rl é o principal responsavel pela associagéo entre obesidade visceral
e doencas metabdlicas (GALLAGHER; LEROITH; KARNIELI, 2010).

Denominamos de RIl, o comprometimento da captagcao de glicose nos tecidos
periféricos (musculo, figado e tecido adiposo) e o0 aumento da producao endbgena de
glicose pelo figado, resultando em hiperglicemia, em situagées de jejum e pos-prandial
(KAWAI; DE PAULA; ROSEN, 2012). Em um sentido mais abrangente, o estado
resistente a insulina também inclui o comprometimento da ag¢do da insulina no
metabolismo lipidico e das proteinas (JO et al., 2009). No figado, a Rl promove
aumento da lipogénese de novo, podendo resultar em dislipidemia, que é
caracterizada pela diminuicdo do HDL-c e elevacdo dos niveis de LDL-c e
triglicerideos (MUSUNURU, 2010). Além disso, a Rl aumenta a oxidagao dos acidos
graxos livres (AGL) no soro e fornece substrato para a sintese de triglicerideos no
figado (ALVAREZ et al., 2008). Além das dislipidemias estarem associadas com
fatores genéticos e ambientais, como tabagismo e sedentarismo, o sobrepeso e
obesidade também estao ligados a este distlrbio metabdlico (GONZALEZ-RIVAS et
al., 2018).

Sobrepeso e obesidade sao definidos pela Organizagdo Mundial da Saude
como o acumulo anormal ou excessivo de gordura que pode prejudicar a saude (WHO,
2017). Os métodos antropométricos sdo os mais utilizados para medir altura, peso,
dobras subcuténeas e indice de massa corporal (IMC) (WHO, 2017). Os individuos
adultos séo considerados com sobrepeso e obesos quando o IMC &€ = 25 kg/m 2 e =
30 kg/m 2, respectivamente. Em relacao a populacgéo infantil, a classificacao também
se baseia no IMC, porém, neste caso, 0 excesso de peso é identificado quando o IMC
€ igual ou superior ao percentil 85 e obesidade se exceder o percentil 95, de acordo
com os valores de referéncia para idade e sexo (WHO, 2017). A depender do valor do
IMC, o paciente é classificado com baixo peso; normal; sobrepeso; obesidade classe
I; obesidade classe Il ou obesidade classe Il (WHO, 2017).

Considerada uma doenga multifatorial, a obesidade é resultado de uma relagao
complexa entre suscetibilidade genética e fatores ambientais. Muitos l6cus sé@o
conhecidos hoje associados ao desenvolvimento da obesidade. No entanto, dentre as
diversas causas, o aumento drastico da obesidade nas Uultimas décadas foi
desencadeado, principalmente, por fatores ambientais. Podemos citar, por exemplo,
o facil acesso a alimentos palataveis ou hipercal6ricos (ricos em gorduras saturadas
e carboidratos refinados) (REBOLLEDO-SOLLEIRO et al., 2020).
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Como consequéncia do maior acesso a alimentos palataveis e hipercaléricos,
nas ultimas 4 décadas a obesidade infantil aumentou globalmente, tornando-se um
problema para a saude publica (LIN et al., 2018). E este € um fator preocupante,
levando em consideragdo que a obesidade na infancia geralmente leva a obesidade
adulta (FREEDMAN et al., 2007). Além disso, em mulheres, existe uma complexa
interrelacao entre a SOP, RI e obesidade. Provavelmente, a hiperinsulinemia é um
mecanismo que contribui nessa interrelacao, visto que a insulina, além do impacto no
metabolismo em geral, controla o metabolismo androgénico, estimula o
desenvolvimento de foliculos e a produgcéo de andrégenos ovarianos (DIAMANTI-
KANDARAKIS, 2007).

3.3 Relagao entre disturbios metabdlicos e disfungoes reprodutivas

A dieta inadequada esta ligada ao surgimento de disfungdes reprodutivas. Em
estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, De Melo et al (2021) demonstrou uma
correlacdo entre a prevaléncia de SOP e o consumo de bebidas agucaradas,
principalmente na faixa etaria de mulheres em idade reprodutiva. Além da SOP, a
puberdade precoce, ciclos menstruais irregulares e infertilidade s&o outros exemplos
de disfuncdes reprodutivas causadas pela dieta inadequada, sendo acompanhadas
frequentemente por obesidade, hiperinsulinemia, Rl e hiperandrogenismo (PANDEY
et al.,, 2010; ADAIR; GORDON- LARSEN, 2001; EHRMANN, 2005; MCCARTNEY;
MARSHALL, 2016).

Ha uma estreita ligacao entre producao de androgenos e RI, pois os ovarios
permanecem sensiveis a insulina e por esta razéo, tornam-se vulneraveis ao efeito da
hiperinsulinemia (WU et al.,, 2014). Sob aumento da concentracdo circulante de
insulina, a producgéo ovariana de andrégenos aumenta tanto por efeito direto, quanto
por aumento da sensibilidade ao horménio luteinizante (LH), conforme definido por
Wu et al (2014), resultando em danos ao sistema reprodutor (CASTRO et al., 2014).
Os esterdides sexuais, estrogenos (173-estradiol-E2 e estronaE1) e andrégenos
(testosterona-T, di-hidrotestosterona DHT, androstenediona e
desidroepiandrosterona), sofrem mudancas na producao de acordo com o aumento
de peso, pelo fato de o tecido adiposo ser capaz de sintetizar diretamente estes
horménios, convertendo androgenos em estrogénios (QUINKLER et al., 2004). Além

disso, a hiperinsulinemia leva a diminuicdo da produgao da globulina ligadora de
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horménios sexuais (SHBG) trazendo um aumento da disponibilidade de andrégenos
(TOPRAK et al., 2001)

Segundo Poston et al (2016), a prevaléncia de obesidade entre mulheres em
idade reprodutiva estd aumentando exponencialmente nos udltimos anos. E a
obesidade materna é prejudicial nao apenas para a mae (favorece o aparecimento de
diabetes gestacional, pré-eclampsia e aborto), mas também para o bebé (anomalias
congénitas, natimortalidade), além de efeitos observados a longo prazo, sendo
denominado de “programacgao de desenvolvimento” (ZAMBRANO et al., 2016;
GLUCKMAN, 2008).

A secrecgdo e o metabolismo de hormdnios sexuais sofrem efeitos negativos na
obesidade resultando em mudangas na biodisponibilidade de andrégenos e
estrogénio. Com o aumento da adiposidade, a aromatizacdo de andrégenos a
estrdgenos sofre elevagdo gerando um incremento nos niveis livres de estradiol e
testosterona. Outrossim, com uma hiperinsulinemia associada, a elevagcao desses
hormbnios é ainda mais intensificada, resultando em uma diminuicao de SHBG e
aumento da producédo de andrégenos ovarianos (LEVENS; SKARULIS, 2008). Sao
diversos os mecanismos pelos quais a obesidade causa ou exacerba a infertilidade.
Dentre os mecanismos existentes, podemos destacar um aumento na concentragao
de leptina no soro e no fluido folicular decorrente do IMC alto bem como a diminuigao
dos niveis séricos de adiponectina (METWALLY; LI; LEDGER, 2007).

A leptina que atua através dos receptores nas células da teca e da granulosa
inibbe a esteroidogénese ovariana e niveis mais baixos de adiponectina estdo
relacionados com o aumento da insulina circulante, que pode causar
hiperandrogenemia, em parte, inibindo a producao hepatica de SHBG (globulina de
ligagdo ao horménio sexual) (GIL-CAMPOS; CANETE; GIL, 2004). Ademais, a
insulina, que atua via IGF1, aumenta a esteroidogénese mediada por LH no sistema
celular do ovario e, desse modo, aumenta os androgenos ovarianos (BERGH et al.,
1993).

Em resumo, a SHBG, o hormébnio do crescimento (GH) e as proteinas de
ligacdo do fator de crescimento semelhante a insulina (IGFBP), sofrem diminuicao e
os niveis de leptina, elevacao. Assim, a neuroregulacao do eixo hipotalamo-hipofise-
gbnada (HPG) deteriora-se. Portanto, essas alteragdes podem explicar a funcao
ovulatéria prejudicada e, consequentemente, a saude reprodutiva (PARIHAR, 2003).
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Para o diagnéstico de SOP e outras disfungdes reprodutivas, de acordo com o
Consenso de Rotterdam (2004), € necessario que se excluam outras causas de
irregularidade menstrual e hiperandrogenismo. Dado o diagnéstico, o tratamento
costuma ser a atividade fisica para a reducdo da Rl. As opcoes medicamentosas
incluem os anticonceptivos orais, progestagenos, antiandrogénicos, inibidores
estrogénicos e agentes sensibilizadores de insulina, como a metformina (PEREIRA,
2015).

Os anticoncepcionais orais sao amplamente utilizados como tratamento para a
SOP, por melhorarem os sintomas dessa condigao, como por exemplo, o hisurtismo
e a acne (FRAISON, 2020). Porém, o medicamento metformina possui mecanismo de
acao que atua na melhora da sensibilidade a insulina e consequentemente, reducao
dos niveis de andrégenos ovarianos, melhorando assim, tanto alteragcdes metabdlicas
quanto os sintomas da SOP (KATSIKI, 2010), sendo uma boa opg¢éo para mulheres
que apresentam SM e disturbios reprodutivos.

3.4 Dieta materna e efeitos na saude da prole

A exposigao a um ambiente desfavoravel durante a gravidez e lactagao alteram
a fisiologia fetal ou metabolismo neonatal, propiciando o desenvolvimento de doencas
ou fungdes fisiologicas alteradas na vida adulta (GLUCKMAN; HANSON, 2004). Essas
alteracdes incluem hipertensao, dislipidemias, doencas cardiovasculares e disfuncoes
reprodutivas (ZAMBRANO et al., 2014; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2015).

Através de experimentos em animais e estudos com humanos, foi observado
que a maturacao e fungéo reprodutiva sdo influenciadas por eventos precoces. Além
de, muitas vezes, a historia nutricional pré e pds-natal ser determinante para a funcéo
reprodutiva da prole (SLOBODA et al.,, 2009). A histéria nutricional refere-se aos
déficits e aos excessos nutricionais em fase intra-uterina, lactacional e p6s-desmame,
causando perturbacdes a nivel reprodutivo na prole, tais como: declinio na reserva
folicular, taxas de ovulagao alteradas, aceleracao da fase de menarca e menopausa
precoce (SLOBODA et al., 2009; GARDNER; OZANNE; SINCLAIR, 2009; TOM et al.,
2010).

Certos eventos levam a uma condigdo de “relativo hiperandrogenismo
funcional”, o que pode prejudicar a fungao ovariana, favorecendo o desenvolvimento
de infertilidade na obesidade (GAMBINERI et al., 2019). Tendo como exemplo, 0
estudo de Chan et al (2018), onde ratas prenhas foram alimentadas com uma dieta
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padréao durante a gravidez e lactagdo, ou uma dieta restrita em calorias (50% de
controle) durante a gravidez, mostra que a diminuigéo de foliculos antrais na prole foi
acompanhada pela irregularidade do ciclo estral, por conta do estro persistente, sendo
o ultimo, sinal de sindrome dos ovarios policisticos e de envelhecimento ovariano.
Denomina-se de envelhecimento ovariano a diminuicdo das funcdes ovarianas, o
declinio da quantidade e qualidade dos foliculos ovarianos e por fim, a menopausa.
Dentre os agentes antienvelhecimento, a metformina € um dos principais estudados
(QIN et al., 2019).

4. JUSTIFICATIVA

Cheong et al (2014) demonstraram que a obesidade materna induzida por uma
dieta rica em gordura influencia diretamente o numero de foliculos primordiais,
foliculos antrais e foliculos de Graaf da prole, bem como, a expressdo de genes
envolvidos com apoptose (FoXO3a), crescimento e desenvolvimento folicular (Gdf9)
e geracgao de ritmos circadianos (Clock e Bmal1) nos ovarios. Os autores concluiram
ainda, que a dieta materna n&o interage com a dieta da prole, ou seja, mesmo que a
prole tenha uma nutricdo adequada pds-desmame, isto ndo exclui os efeitos deletérios
no sistema reprodutor causados pela dieta da mae. Em nosso grupo de pesquisa, ja
foi demonstrado que a exposicao a dieta rica em sacarose leva a puberdade precoce,
aumento do numero de foliculos antrais atrésicos, foliculos cisticos e hipertrofia de
adipdcitos periovarianos, implicando diretamente na saude ovariana (DE MELO,
2021).

E importante que se entenda com mais clareza os efeitos negativos do padrao
nutricional da mae sobre o sistema reprodutivo da prole. Além disso, faz-se necessaria
a busca por agentes farmacolégicos que possam atenuar esses efeitos.
Recentemente, demonstrado por Qin et al (2019), que a metformina € capaz de
prevenir 0 envelhecimento dos ovarios de murinos e ajudar na regularidade estral em
animais adultos. Porém, ndo esta demonstrado se este mesmo agente farmacoldgico
pode ser efetivo na pré-puberdade.

Desta forma, investigamos a hipétese de que a administragdo de metformina
em fase peripuberal é eficiente na reprogramacédo metabdlica com vistas a prevencao
de disfungdes ovarianas na prole de ratas fémeas expostas a uma dieta rica em

sacarose durante a perigestacao.



23

5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Desenho experimental

Ratos com 21 dias de vida (Rattus norvegicus) Wistar machos (n=12) e fémeas
(n=12), fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do Maranhao
(UFMA), foram mantidos no Biotério Setorial do Prédio da Pés-Graduacao do CCBS
com uma temperatura (23 + 2 °C) constante, ciclo claro/escuro de 12h e acesso a
agua e alimento ad libitum. Apds o periodo de aclimatacao, as fémeas com 30 dias de
vida, foram divididas em dois grupos, um grupo (n=6) que foi exposto a dieta rica em
sacarose (DRS) durante 8 semanas antes do acasalamento e um grupo (n=6) que foi
exposto a racdo padrao (CTR) por igual periodo. Os machos, foram alimentados com
racao padréo durante todo o periodo experimental. Apés 8 semanas, os animais foram
acasalados. Para a confirmagao do acasalamento, realizou-se lavado vaginal matinal
com o objetivo de verificar a presenca de espermatozoides.Os grupos de fémeas CTR
e DRS, permaneceram em suas respectivas dietas durante a gestagéo e lactacéo.

A prole fémea foi pesada ao nascer, no 7°, 14% e 21° dia de vida. Apos o
desmame, a prole fémea das maes CTR (n=10), recebeu solugédo salina 0,9% (1
ml/100g, via oral); enquanto a prole fémea das maes DRS foi dividida em dois grupos:
a que recebeu solucéo salina 0,9% (DRS, n=8); e a que recebeu metformina (300
mg/kg/dia, v.o0., DRSwmet, Nn=8). As proles CTR, DRS e DRSwmet foram tratadas do 30° ao
51¢dia de vida, periodo relativo a fase peripuberal dos animais utilizados neste estudo.
O acompanhamento ponderal e 0 consumo de racao das proles foram realizados 2
vezes por semana desde o desmame (21 dias de vida). A avaliagdo da abertura
vaginal foi a partir do 30° dia. Ja a ciclicidade estral, entre 75° e 105° dia.

Ademais, o teste de tolerancia a glicose (TTG) foi realizado no final do periodo
experimental, por volta dos 102 dias. Com 105 dias de vida, foi realizado o indice de
Lee, para a determinacao de obesidade, mensurado através da férmula [IL = peso
corporal (g)"?/comprimento naso-anal (cm) x 1000] (BERNARDIS; PATTERSON,
1968). No mais, os animais foram eutanasiados sob anestesia com injecao de
cetamina (70 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) para coleta de 6rgaos. Foram coletadas
aliquotas de sangue e posteriormente, efetuada a separacao do soro, para as analises

bioquimicas.
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5.2 Dieta rica em sacarose (DRS)

Para a preparacao da DRS, foi utilizada a metodologia de Pinto e colaboradores
(2016). Para isso, 40% do p6 da racao padrao para roedores Nuvilab® (Nuvital, Brasil)
foi misturada com 8,5% de acucar refinado, 40% de leite condensado e 10,5% de agua
filtrada. Quando homogénea, a massa foi manipulada em forma cilindrica (semelhante
a racao padrao) e colocada em estufa a 38 °C durante 3 dias. Em seguida, a DRS era
armazenada em geladeira, no periodo maximo de 7 dias.

5.3 Administragao de cloridrato de metformina

Durante o periodo de tratamento (30 a 51 dias de vida), enquanto os animais
CTR recebiam solugéo salina 0,9% (1 ml/100g, via oral), a prole fémea DRSwmet recebia
300 mg/kg/dia, v.o, de cloridrato de metformina, seguindo 0 mesmo protocolo adotado
por Hufnagel et al (2021).

5.4 Avaliagao da abertura vaginal e do ciclo estral

A avaliagdo da abertura vaginal foi a partir do 30° dia. A ciclicidade estral foi
realizada entre o 75° e 105° dia, seguindo o método de Marcondes, Bianchi e Tanno
(2002). Os esfregacos vaginais foram coletados por volta das 8:00 e 9:00 horas da
manha durante os 30 dias consecutivos para a determinagdao da condicdo do ciclo
estral. A coleta da secrecao vaginal foi feita com pipeta automatica com 20uL de
solucado salina (NaCl a 0,9%) e depois 0 material depositado nas laminas de vidro a
fresco e observado em microscopia 6ptica com lentes de 10x e 40x.

5.5 Testes de tolerancia a glicose (TTG)

Para o teste de tolerancia a glicose (TTG) os animais ficaram em um jejum de
8 horas antes da administragdo do bolus de glicose (4 g/ kg) via intraperitoneal. A
coleta das gotas de sangue foi feita através de puncdo da veia caudal utilizando
agulhas (25x0,7G). A avaliacado da glicemia com glicosimetro (Accu- Chek Active®,
Roche, EUA) foi realizada antes da administracdo da glicose (tempo 0) e 15, 30, 60 e
120 minutos apés.
5.6 Analises bioquimicas

O sangue coletado foi centrifugado (3500 rpm, 10 min) para obtencéo do soro
para determinagdo das concentragbes de triglicerideos e colesterol seguindo
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orientagbes do fabricante (Labtest®, Brasil). As glicemias em jejum e alimentada
foram mensuradas durante os ensaios do TTG.

5.7 Analise e estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrao das médias (e.p.m).
Utilizou-se o teste t de Student e os grupos foram comparados também através do
ANOVA, utilizando o Newman - Keuls como pés-teste. As diferengas foram
consideradas significativas quando p<0,05. As analises foram realizadas utilizando o
programa Prism 8.0 (GraphPad, EUA).

6. RESULTADOS

6.1 Influéncia da DRS sobre o ganho de peso e parametros morfométricos

materno

Para avaliar o efeito da DRS sobre o perfil ponderal, os grupos de fémeas CTR
(n=6) e DRS (n=6) foram pesados duas vezes por semana antes do acasalamento (8
semanas), durante a gestacao e lactacdo. Apds o periodo de lactacao, as fémeas
foram eutanasiadas para a coleta de sangue e analise morfométrica de 6rgaos. Como
mostra a Figura 3A, ndo ha diferenca de peso corporal entre 0os grupos durante o
periodo total de acompanhamento, porém, ao final do periodo de inducao pré-
gestacional (Figura 3C) as maes DRS demonstraram aumento significativo no indice
de Lee (CTR 318,0 £ 1,161 vs. DRS 328,2 + 2,016, p=0,0014), indicando um aumento
de massa corporal influenciada pela dieta rica em sacarose. O aumento da massa
corporal pré-gestacional nao interferiu, entretanto, no indice de prolificidade das maes
DRS, quando comparadas as CTR (Figura 3E). Apés o desmame, as maes foram
eutanasiadas e realizou-se coleta do tecido adiposo periovariano, periuterino,
mesentérico e retroperitoneal das maes CTR e DRS, porém nao houve diferencas
significativas entre os grupos (Figura 3F-I).
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Figura 3. Influéncia da DRS sobre o ganho de peso e parametros morfométricos materno. (A)
Acompanhamento ponderal dos grupos antes do acasalamento, durante a gestagéo e lactagéo. (B)
Area sob a curva (AUC) do ganho de peso corporal. (C) Indice de Lee no periodo pré-gestacional,
obtido através do célculo da relagéo entre a raiz cubica do peso corporal e o comprimento nasoanal
dos animais. (D) Indice de Lee no periodo pds-lactacao. (E) Indice de prolificidade obtido através do
célculo do tamanho da ninhada entre as maes. (F-L) Pardmetros morfométricos. (F) gordura
retroperitoneal; (G) gordura mesentérica; (H) gordura periuterina; () gordura periovariana; (J) ovarios;
(L) figado. Os valores foram expressos com média = e.p.m., sendo 6 fémeas do grupo CTR e 6 fémeas
do grupo DRS. A analise estatistica foi realizada através do teste t de Student ndo pareado. **p<0,001
quando comparado ao grupo controle.

A fim de estabelecer quais os efeitos da DRS sobre os parametros bioquimicos
das maes, foram medidos os niveis de triglicerideos, colesterol e glicemia ap6s o
desmame (Figura 4A-C). Além disso, para verificar se 0s animais apresentavam
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resisténcia a insulina, foi realizado o indice TyG (que corresponde ao produto dos
niveis de triglicerideos e glicemia em jejum). Os animais do grupo DRS né&o
apresentaram diferencas significativas nos indices glicémicos e de triglicerideos, o
que resultou em auséncia de diferenca do TyG. Porém, como mostra a Figura 4C, os
animais do grupo DRS apresentaram elevados niveis de colesterol quando
comparados com o grupo CTR (CTR 60,32 £5,305 vs. DRS 101,9 £ 11,32, p=0,0126).
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Figura 4. Perfil bioquimico materno. (A) glicose em jejum; (B) triglicerideos total; (C) colesterol total;
(D) TyG. Os valores foram expressos com média * e.p.m., sendo 6 fémeas do grupo CTR e 6 fémeas
do grupo DRS. A andlise estatistica foi realizada através do teste t de Student ndo pareado. *p<0,01
quando comparado ao grupo controle.

6.2 Efeito da dieta materna sobre o perfil ponderal da prole

Com o objetivo de verificar se havia diferenca de peso entre os descendentes
de maes CTR e DRS, a prole foi pesada nos dias pos-natal 1, 7, 14 e 21, além de 2
vezes na semana apos o desmame. Como mostra na Figura 5C, a DRS influenciou o
peso corporal ao nascimento (CTR 5,770 £ 0,09434 vs. DRS 6,263 + 0,1056, p=
0,0038) assim como ao desmame nos 21 dias de vida (CTR 45,39 + 0,6063 vs. DRS
51,21 £ 0,4629, p= 0,0001), representando um efeito precoce da dieta materna sobre
o perfil ponderal da prole. Ap6s o desmame (21 dias), a prole foi dividida em 3 grupos:
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o grupo que recebeu NaCl 0,9% dos 30 aos 51 dias de vida: CTR (n=15); o grupo sem
tratamento nascido de maes DRS (n=8); e o grupo tratado com metformina, DRSwmet
(n=8). Embora a prole DRS tenha demonstrado aumento de peso no periodo pré-
desmame, apos a lactacao nao foram observadas diferencas significativas entre os
grupos, sugerindo um papel importante da dieta controle na reversdo do aumento de

peso corporal.
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Figura 5. Efeito da dieta materna sobre o perfil ponderal da prole. (A) Acompanhamento de peso
no periodo lactacional e p6s-desmame. (B) AUC do peso corporal ap6s o desmame (C) Peso ao nascer.
(D) Peso no desmame. (E) Peso na eutanasia. Os valores foram expressos com média £ e.p.m., sendo
10 fémeas do grupo CTR, 8 fémeas do grupo DRS e 8 fémeas do grupo DRSwet. A andlise estatistica
foi realizada através do teste 't de  Student nado pareado. **p<0,0038.
****n< <0,0001 quando comparado ao grupo CTR.

Apés o periodo de 105 dias de acompanhamento, a prole fémea foi eutanasiada
para a coleta de sangue e 6rgaos. A Figura 6 representa a analise morfométrica de
orgéos da prole dos grupos CTR, DRS e DRSwmet. Como pode ser observado, o tecido
adiposo marrom do grupo DRSwet apresentou aumento de peso quando comparada
ao grupo DRS (CTR 0,1196 £ 0,005178 vs DRS 0,1039 + 0,006046 vs DRSwmet 0,1319
+0,007731, p= 0,0202). Além disso, foi observada uma diminuicao de peso uterino no



29

grupo DRS quando comparado ao grupo CTR (CTR 0,2467 + 0,01204 vs DRS 0,1964
+0,01173 vs DRSwmet 0,2089 + 0,008568, p< 0,0098).

®e = - As
‘ ie 0} o™ YN
T

T T T T T
CTR DRS DRSyc, CTR DRS DRSo

>
w
o

W

)

N
3

(=}
-
N
mn
>

Figado
(%peso corporal)
5 B

Gordura interescapular

(%peso corporal)
(=]
[=]
o
j
>

4
°

o
°
)

(¢]
O

o
°
@
N
®

Gordura periovariana
(%peso corporal)
< o h
[-J
- °

°
[T 1]

»

> >

i

o
°
S
°
o

Ovarios
(%peso corporal)
e o 9
[=] o [=]
N » o

.
j—L
n
]
[]
»
>

-
©

0.32 o |
Ld
—®_ A

-
mm
| ka3
Aa
o m

A

Utero
(%peso corporal)
o o
o o
© o

ol
°
°
o
o

Gordura periuterina
(%peso corporal)
(=]
o
o] o
° oHo
)
| }{
>
>

T T T T
CTR DRS DRS 0t CTR DRS DRSS
G H
© 1.5 A
@
S = ® e 1.5
2% - 8 . - A
= - 2 = N
g§1.o m L] LA ;gg °2%e | | 1 A+‘A
o o hd ar g 810 =" R
= O ® o L™ 28 e ]
] £S =
© © 0.5 c @ °
S % A 5 &0.5
= g =
2 =
S
® 0.0 o
T T T T T T
CTR DRS DRSyo; CTR DRS DRS¢

Figura 6. Parametros morfométricos de 6rgaos e tecidos da prole. (A) Figado. (B) Gordura
interescapular (C) Ovarios. (D) Gordura periovariana. (E) Utero. (F) Gordura periuterina. (G) Gordura
Retroperitoneal. (H) Gordura mesentérica. Os valores foram expressos com média + e.p.m., sendo 15
fémeas do grupo CTR, 8 fémeas do grupo DRS e 8 fémeas do grupo DRSwet. A analise estatistica foi
realizada através do One-Way ANOVA. *p<0,0202 quando comparado ao grupo CTR. **p< 0,0098
quando comparado ao grupo CTR.

6.3 Efeito da DRS materna sobre a homeostase glicémica e lipidica da prole

Na avaliagdo do perfil bioquimico pos-desmame (Figura 7A), constatou-se
aumento dos niveis de glicemia em jejum na prole (CTR 122,7 + 2,124 vs DRS 139,5
+ 3,035, p= 0,0004) apesar de ndo haver diferencas na glicemia pés-prandial quando
comparada com o grupo CTR. Além disso, no TTG (Figura 7B-C), realizado 3 dias
antes do final do periodo experimental, por volta dos 102 dias, observou-se no grupo
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DRS a instauragdo da intolerancia a glicose, enquanto o grupo DRSwet apresentou
padrao de absorcado de glicose proximo ao grupo CTR, reafirmado pela area sob a
curva (CTR 10129 £ 1326 vs DRS 18364 + 2122 vs DRSwmet 10942 + 1474, CTR vs
DRS p= 0,0046; DRS vs DRSwet, p= 0,0156). Em relagdo aos niveis de triglicerideos
(Figura 7E), o grupo DRS mostrou um aumento significativo, enquanto o grupo tratado,
DRSwet, mostrou valores préximos ao CTR (CTR 23,96 + 0,8679 vs DRS 40,71 £2,488
vs DRSwmet 27,41 + 1,247, CTR vs DRS p< 0,0001; DRS vs DRSwet, p< 0,0001),
sugerindo um efeito metabdlico benéfico do medicamento metformina, mesmo apds o
periodo de tratamento. Ademais, foi realizado o TyG (Figura 7F), que € um parametro
obtido através dos valores de glicemia e triglicerideos em jejum. Nessa avaliagéo, o
grupo DRS apresentou aumento significativo em comparagao ao grupo CTR. Porém,
o grupo tratado, DRSwet, mostrou valores proximos ao grupo CTR, reforcando que a
intervencao precoce na puberdade preveniu o desfecho metabdlico deletério na idade
adulta (CTR 7,017 + 0,03989 vs DRS 7,444 + 0,04461 vs DRSwmet 7,056 + 0,04807,
CTR vs DRS, p< 0,0001; DRS vs DRSwmet, p<0,0001).
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Figura 7. Efeito da dieta materna sobre a homeostase glicémica e lipidica da prole. (A) Glicemia
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média £ e.p.m., sendo 15 fémeas do grupo CTR, 8 fémeas do grupo DRS e 8 fémeas do grupo DRSwet.
A analise estatistica foi realizada através do One-Way ANOVA. *p< 0,0156 quando comparado ao grupo
CTR. **p< 0,0046 quando comparado ao grupo CTR. ***p< 0,0004 quando comparado ao grupo CTR.
****n< <0,0001 quando comparado ao grupo CTR.
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6.4 Impacto da DRS materna sobre o sistema reprodutivo da prole

Para verificar a consequéncia da DRS materna no inicio da puberdade, avaliou-
se o periodo de abertura vaginal a partir dos 30 dias de vida da prole fémea. Como
mostra a Figura 8A, a prole de maes DRS, DRS e DRSwet, entrou na puberdade mais
cedo (CTR 42,80 + 0,2906 vs DRS 39,50 + 0,2673 vs DRSwmet 39,75 £ 0,3134; CTR vs
DRS, p<0,0001; CTR vs DRSwmet, p<0,0001), confirmando um efeito da dieta materna
sobre o sistema reprodutivo da prole. Além disso, também foi verificada a ciclicidade
estral durante 30 dias, entre 8 e 10 h da manha, entre os 75 e 105 dias de vida dos
animais, porém sem diferengcas significativas entre os grupos em relacdo a

regularidade do ciclo (Figura 8B-D).
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7. DISCUSSAO

Neste trabalho, testamos a hipotese de que a metformina € eficiente na
reprogramacao de desfechos metabdlicos e reprodutivos de ratas descendentes de
maes expostas a uma dieta rica em sacarose durante a gestacao e lactagdo. Além de
avaliarmos parametros na prole, as maes também foram avaliadas. Apds o periodo
de acompanhamento, foi constatado que as méaes apresentaram aumento no indice
de Lee no periodo pré-gestacional, porém nao apresentaram diferencas no peso
corporal e eficiéncia energética. Além disso, houve aumento do colesterol sérico total.

A DRS néo influenciou no ganho de peso corporal materno, de acordo com
nossos achados anteriores (DE MELO et al., 2021), porém, as maes DRS
apresentaram maior consumo energético (dados nao mostrados) quando comparados
com o grupo CTR. Isso pode ser explicado pelo aumento da palatabilidade, levando
em consideragao que os alimentos com alto teor de carboidratos simples e doces sao
mais aceitaveis em comparagdo aos alimentos com baixo teor de carboidratos
(BELLISLE, 2015).

Além de mais palataveis, os alimentos ricos em sacarose contribuem para o
aumento de triglicerideos e colesterol. No nosso trabalho ndo foram encontradas
diferencas significativas de triglicerideos entre os grupos, porém, houve um aumento
nos niveis de colesterol materno. Isso deve-se ao fato de que a sacarose, quando
hidrolisada, separa-se em duas moléculas: a glicose e a frutose. Enquanto a glicose
€ a responsavel por provocar uma resposta glicémica e insulinémica, a frutose é
metabolizada no figado, sendo convertida em trioses que podem ser usadas para a
sintese de novo de triglicerideos e colesterol (FRAYN & KINGMAN, 1995;
HELLERSTEIN, 2002).

Quanto a prole fémea, verificamos que a descendente de maes DRS
apresentou aumento de peso ao nascer e no desmame. Cardenas-Perez et al (2018),
que utilizaram trés tipos de dietas em seu estudo: dieta rica em gordura (HFD); dieta
de cafeteria (CAF) e dieta rica em acucar (HSD), observaram uma diminui¢do de peso
da prole de maes CAF e um aumento de peso corporal na prole de maes HSD,
semelhante aos achados de nosso estudo. No entanto, apdés o desmame, a prole
fémea DRS nao apresentou diferencas significativas de peso em comparagcdo ao
grupo CTR. Alguns estudos relatam a necessidade de um desafio metabdlico pos-
natal para que os efeitos da programacado sejam mostrados (KING et al., 2014).
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Portanto, esse resultado pode ser devido a falta de desafios metabdlicos, levando em
consideracao que todos os grupos de prole receberam dieta padréo pos-desmame.

Além do maior peso corporal, a prole fémea DRS também apresentou
hiperglicemia em jejum no desmame, resultado semelhante ao encontrado no estudo
de Maciejczyk et al (2018), em que foi observado que a dieta rica em sacarose, por
um periodo de oito semanas, provocou aumento nos niveis de glicemia em jejum e de
insulina, o que pode sugerir que a DRS afeta a homeostase da glicose. Porém, na
idade adulta, os animais DRS n&o apresentaram hiperglicemia em jejum, embora
fossem intolerantes a glicose. Sendo que, o grupo tratado, DRSwmet, mostrou padréao
de absorcdo de glicose semelhante ao grupo CTR. Portanto, a administracdo de
metformina no grupo DRSwet pode ter melhorado a sensibilidade a insulina, efeito este
que permaneceu mesmo apoés o tratamento, contribuindo assim para melhor absor¢ao
glicémica. Segundo Grisouard et al (2010), a metformina € capaz de aumentar a
disponibilidade de GLUT4, favorecendo assim, a mobilizagdo de glicose para os
tecidos, sendo entao capaz de reverter disturbios ligados a homeostase da glicose.

Também foi observada no grupo DRSwmet, uma reducdo dos niveis de
triglicerideos e auséncia de RI, confirmada pelo TyG com valores proximos aos do
grupo CTR. Essas reversdes podem estar ligadas ao fato de que a metformina
aumenta a atividade de enzimas lipoliticas e ativa a proteina quinase ativada por
adenosina monofosfato (AMPK) (MUSI et al, 2002). A ativacdo dessa proteina, por
diversos mecanismos, provoca a redugcao na sintese de malonil-CoA. Esta reducéo
estimula o transporte de acidos graxos para as mitocéndrias para a [B-oxidacao
(SCHREURS et al., 2010). Em resumo, além da metformina melhorar a sensibilidade
a insulina, também funciona como agente lipolitico e promotor da oxidagéo de acidos
graxos.

A prole fémea descendente de maes DRS entrou na puberdade mais cedo, o
que foi verificado através da idade de abertura vaginal. Mesmo sem diferengas
significativas relacionadas ao percentual de gordura entre os grupos de prole CTR e
DRS, a prole de maes DRS era mais pesada que a prole CTR desde o primeiro dia de
nascimento. Essa diferenca de peso corporal pode ter programado a saude
reprodutiva da prole fémea e levado a antecipacao da puberdade, uma vez que o
fornecimento excessivo de energia esta relacionado a puberdade precoce, segundo
Connor et al (2012).
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Nos parametros reprodutivos até agora analisados, nao foram detectados
efeitos diretos do tratamento com metformina. Embora a prole DRS apresentasse
puberdade precoce, esse resultado nido influenciou na diferenca de regularidade do
ciclo estral. Porém, esse achado esta de acordo com nossos dados anteriores (DE
MELO et al., 2021), em que nao foi observada diferenca no ciclo estral entre os grupos,
entretanto, na andlise histologica foram identificadas alteragdes na morfologia
ovariana. Portanto, é necessario que no presente estudo, seja realizada a verificacao
histoldgica para confirmar se a dieta rica em sacarose foi capaz de provocar alteracoes
na morfologia ovariana, de forma intergeracional, e se a metformina sera capaz de

atenua-los.
8. CONSIDERAGCOES FINAIS

Atualmente, tem-se a obesidade como uma das principais doencas crbnicas
nao transmissiveis (DCNT) que mais acometem mulheres em idade reprodutiva. Essa
prevaléncia crescente € preocupante, tendo em vista que os disturbios metabdlicos e
reprodutivos sdo percebidos também de forma intergeracional. Paralelo ao aumento
crescente de SM e obesidade, o consumo de alimentos e bebidas acucaradas tem
ganhado destaque, independentemente do nivel socioecondémico do pais. Portanto, o
presente estudo utilizou uma dieta rica em sacarose com composicdo semelhante a
dieta ocidental, para demonstrar as consequéncias metabdlicas do consumo de
acucar. Ademais, foi demonstrado de que forma a DRS programou as desordens
metabdlicas e reprodutivas na prole fémea, exposta indiretamente a DRS, e se a
metformina foi capaz de reprogramar essas condigdes.

Quanto as maes, os principais achados foram o aumento do indice de Lee no
periodo pré-gestacional, além de hipercolesterolemia. Em relacdo aos descendentes,
observou-se que a DRS materna afeta a homeostase da glicose na prole nao tratada,
enquanto a prole tratada com metformina conseguiu restaurar o padrao fisioldégico
glicémico. Além disso, o tratamento com metformina conseguiu reverter a
hipertrigliceridemia assim como a RI. Por fim, a prole DRS entrou na puberdade mais
cedo que a CTR, confirmando um dano reprodutivo, de forma intergeracional, causado
pela dieta materna rica em agucar.

Portanto, reforca-se a importancia de mais estudos acerca da reprogramagao
metabdlica causada pela metformina e investigacdo desse medicamento em outras
abordagens experimentais.
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ANEXO A
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
@ U k CIAEP: 02.0341.2019
@ Comissio de Etlca no Use de Animals UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAD

CERTIFICADO"

Certificamos que a proposta intitulada: "INTRODUCAO DIETETICA PRECOCE DE AGUCARES
DE ADICAQ E SUA CORRELACAO COM A INICIACAO E PROGRESSAO DA SINDROME
METABOLICA E SUAS COMORBIDADES®, Processo n® 23115.038755/2018-22, sob a
responsabilidade da Prof. Dr. Antonio Marcus de Andrade Paes, que envolve a produgao,
manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensing) - encontra-se de acordo com os preceitos
da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de jutho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA),
e foi considerado APROVADO pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFMA) da
Universidade Federal do Maranh&o, na reunido realizada em 30/11/2018.

We certify that the proposal: "EARLY DIETARY INTRODUCTION OF ADDED SUGARS AND ITS
CORRELATION WITH THE INITIATION AND PROGRESS OF METABOLIC SYNDROME AND
THEIR COMBORITIES “, Process n. 23115.038755/2018-22, under the responsibility of Prof.
Dr. Antonio Marcus Andrade Paes, which involves the production, maintenance and/or use of
animals belonging to the phylum Chordata, sub phylum Verntebrata (except humans beings) for
scientific research purposes (or teaching) - is in accordance with Law No. 11,794, of October 8,
2008, Decree No. 6.899, of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the Naticnal Council
for Control of Animal Experimentation (COMNCEA), and was APPROVED by the Ethics Committee
on Animals Use of the Federal University of Maranhdo (CEUA - UFMA), in meeting of 11/30/2018.

Finalidade: Pesquisa !nﬂ: Ciéncias da Salde

Vigéncia: 05/07/2021 a 05/07/2022

Biotério Central da Universidade Federal do Maranhio

Espécie: Ratos Sexo: Machos Idade: 60 dias
rngm nﬂmrgjcusj Peso: 250 - 1509
Wistar
Sexo: Fémeas Idade: 60 dias
Peso: 250 - 350g
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Early Exposure to High-Sucrose Diet
Leads to Deteriorated Ovarian Health

Giullane Barros de Melo ", Jéssica Furtado Soares ", Thamyres Cristhina Lima Costa ™=,
Renata Ohana Alves Benevides "=, Caroline Castro Vale "=, Antonio Marcus de Andrade Paes ™
and Renato Simdes Gaspar ™"
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Background: The metabolic syndrome (Met3) is correlated with disorders of the
reproductive system, such as the polycystic ovary syndrome (PCOS). While
consumption of a diet rich in carbohydrates is linked to the development of MatS, it is
still unclear if this diet leads 1o ovarian dysfunction and PCOS.

Objectives: We nvestigated the influence of a high-sucrose diet [HSD) on the ovarian
miliew of Wistar rats and studied the correlation between high consumption of sugary
drinks and the prevalence of PCOS in women,

Methods: Wistar rats were given a standard laboratory diet (CTR, 10% sucrose, n=8Blor
HSD HSD, 25% sucrose, n = 8) from postnatal day 21 to 120, Animals were avaluated
weskly to caleulate food intake, feed efficlency and weight gain. Bath onset of puberty and
estrous cycle were monitored. Metabaolie serumn blochemistry, argan morphometry and
ovarlan histology were performed upon euthanasia. In parallel, a fixed-effects muliple
linear regression analysis was performed using data from Braziian states (450 state-year
cbservations) to test the corelation between the consumption of sugar-sweetened
beverages (surrogate for HSD intake) and the prevalence of PCOS (surragate for
ovarian dysfunction).

Results: HSD animals showed increased adipose tissue accumulation, hyperglycasmia
and insulin resistance when compared to CTR. Interestingly HSD rats also entered
pubserty earier than CTR. Moreover, ovaries from HSD animals had an increased
number of atretic antral folicles and cystic follickes, which were comrelated with the
hypertrophy of perlovarian adipocytes. Finally, there was a positive comelation between
the intake of sugary drinks and prevalence of PCOS in women of reproductive age,
Conclusions: HSD ingestion leads to ovarian dysfunction in rats and could be comrelated
with PCOS in wamen, suggesting these alterations could lead to public health issues.
Therefore, we reinforce the deleterous impact of HSD to the ovaran system and suggest
that the reduction of added sugars intake could be beneficial to ovarian health.

Keywords: metabolic syndrome, diet rich in sucrose, hyperglycaemia, ovarian dysfunction, polycystic
ovary syndrome
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