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RESUMO

Introduc&o: A obesidade estd associada a diversas comorbidades, como
doencas cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2, podendo ter origem nos
estagios iniciais da vida, como no periodo de lactacdo, por meio da
programacdo metabdlica. A atividade fisica auxilia na reducédo dos riscos de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e metabdlicas, mesmo com
pequenas perdas de peso e, em criangcas, pode desempenhar um papel
essencial na prevencdo do ganho de peso e outros problemas de saude. O
presente estudo objetivou avaliar os efeitos dos protocolos de treinamento de
endurance de intensidade moderada e intervalado de alta intensidade (HIIT)
sobre o0s parametros relacionados a obesidade e a capacidade
cardiorrespiratéria em ratos Wistar superalimentados durante todo o periodo de
amamentagao.

Métodos: Dois dias apdés o0 nascimento, quarenta ratos Wistar machos e
guarenta fémeas foram agrupados em dois grupos: Grupo Ninhada Controle
(NC; dez animais / ninhada) e Grupo Ninhada Reduzida (NR; quatro animais /
ninhada). No desmame (21° dia), os animais NR foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos experimentais: sedentario, treinamento de
endurance de intensidade moderada e HIIT, enquanto os animais NC foram
agrupados em um grupo sedentario. O treinamento teve duracdo de oito
semanas, com frequéncia de trés vezes por semana. Foram realizados testes
da capacidade cardiorrespiratoria, peso corporal, consumo alimentar,
bioquimica sorolégica, testes de tolerancia glicose e insulina e quantificacéo da
gordura retroperitoneal e perigonadal. Para verificarmos possiveis alteracdes
nos animais NR, foram realizadas comparacdes entre os grupos NCSed com
seus respectivos grupos NRSed, utilizando os testes de t de Student ou Mann-
Whitney. Para possiveis interacdes entre sexo e tipo de treinamento, foi
utilizado ANOVA two way, enquanto o ANOVA one way seguido do post hoc de
Tukey foi utilizado para as comparacgdes intragrupos de animais NR machos e
fémeas, separadamente. Para a obtencdo dos resultados do TOTG, a area
total sob a curva glicEmica foi calculada. Os resultados sdo expressos como
média + DP (desvio padrao) e nivel de significancia adotado p<0,05.
Resultados: O peso corporal de machos e fémeas NR, antes do desmame, foi
significativamente maior quando comparado aos animais NC. Essa diferenca
foi mantida entre os grupos NCSed e NRSed apés o desmame durante todos
os periodos avaliados. A adiposidade foi significativamente maior nos machos
NRSed quando comparados aos machos NCSed, e também foram observadas
alteracdes no metabolismo glicémico. Os protocolos de endurance e HIIT foram
eficientes na melhora da capacidade cardiorrespiratoria maxima, bem como no
metabolismo glicémico e no acumulo de gordura central de machos e fémeas
submetidos a superalimentacéao infantil pelo método de reducao de ninhadas.
Conclusdes: Tanto o treinamento de resisténcia moderada quanto os
protocolos de HIIT incluidos no inicio da vida foram eficientes em reverter ou
prevenir certas alteracbes metabdlicas como consequéncia da
superalimentacao durante a amamentacao em ratos Wistar machos e fémeas.
Palavras-chave: obesidade infantil, controle da obesidade, resisténcia a
insulina, intolerancia a glicose, exercicio aerbbico, treinamento intervalado de
alta intensidade, ratos.



ABSTRACT

Background: Obesity is associated with several comorbidities, such as
cardiovascular disease and type 2 diabetes mellitus, and may have its origin in
early life stages, such as in the lactation period, through metabolic
programming. Physical activity aids in decreasing the chances of developing
cardiovascular and metabolic diseases, even with small weight losses and, in
children, can play an essential role in preventing weight gain and other health
problems. The present study aimed to evaluate the effects of moderate intensity
endurance training and high intensity interval training (HIIT) protocols on
obesity-related parametersand cardiorespiratory capacityin overfed Wistar rats
throughout the breastfeeding period.

Methods: Two days after birth, forty male and forty female Wistar rats were
clustered into two groups: Control Litter Group (CL; ten animals/litter) and
Reduced Litter Group (RL; four animals/litter). At weaning (21" day), RL animals
were distributed randomly into three experimental groups: sedentary, moderate
intensity endurance training and HIIT, while CL animals were clustered into a
sedentary group. The training lasted eight weeks, often three times a week.
Cardiorespiratory capacity, body weight, food intake, serological biochemistry,
glucose and insulin tolerance tests and quantification of retroperitoneal and
perigonadal fat were performed. Aiming to detect possible alterations in RL
animals, comparisons between CLSed groups and their respective RLSed
groups were carried out by

applying a t-Student or Mann-Whitney test. Regarding possible alterations
between sex and types of training, a two-way ANOVA was applied, while a one-
way ANOVA, followed by a Tuckey post hoc test was applied when comparing,
separately, RL males and females from the same group. In order to obtain the
OGTT results, the total area under the glycaemia curve was computed. Results
are expressed as mean = SD (standard deviation) at a significance level of p <
0.05.

Results: RL male and female body weight, before weaning, was significantly
higher when compared with CL animals. This difference was maintained
between CLSed and RLSed groups after weaning during all assessed periods.
Adiposity was significantly higher in RLSed males when compared to CLSed
males, and alterations in glycaemic metabolism were also observed. Endurance
andHIIT protocols were efficient in improving maximal cardiorespiratory
capacity, as well as concerning the glycemic metabolism and central fat
accumulation of males and females submitted to childhood overfeeding by the
litter reduction method.

Conclusions: Both moderate endurance training and HIIT protocols included in
early life were efficient in reverting or preventing certain metabolic alterations as
a consequence of overfeeding during breastfeeding in male and female Wistar
rats.

Keywords: childhood obesity, obesity management, insulin resistance, glucose
intolerance, aerobic exercise, high intensity interval training, rats.
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1. INTRODUCAO

As doencgas crbnicas nao transmissiveis (DCNT) séo consideradas um
problema de saude publica em todo o0 mundo devido a relacdo direta na morbi-
mortalidade adulta. A obesidade € uma condi¢cdo crénica que se caracteriza
pelo aumento da gordura corporal resultante, basicamente, do desequilibrio
entre 0 consumo e o gasto energético (MARTIN; MANI; MANI, 2015; PAPAS et
al., 2007).

O aumento da prevaléncia do sobrepeso/obesidade em varios paises
tem sido descrito como pandemia global (NG et al., 2014), sendo considerado
um dos principais fatores de risco e com relacdo direta em 5% das mortes no
mundo (WHO, 2009).

A prevaléncia mundial de obesidade praticamente dobrou entre 1980 e
2014. Em 2014, 39% dos adultos acima de 18 anos, sendo 38% dos homens e
40% das mulheres, estavam acima do peso, e 11% dos homens e 15% das
mulheres eram obesos (WHO, 2014). De acordo com Martin, Mani e Mani
(2015), a obesidade é o maior problema de saude publica do século XXI, com
dois bilhdes de pessoas sendo classificadas com sobrepeso ou obesidade. As
implicacbes do aumento da prevaléncia do sobrepeso/obesidade para a saude,
gualidade de vida, produtividade e custos diretos relacionados aos cuidados
com a saude sao alarmantes (POPKIN; ADAIR; NG, 2012). Em 2014, o
impacto econdmico global estimado e relacionado com a obesidade foi de US$
dois trilhdes, representando 2,8% do PIB (Produto Interno Bruto) global. Além
do excesso de gastos com saude, a obesidade também imp&ecustos sob a

forma de perda de produtividade e perda de crescimento econémico como



14

resultado do afastamento do trabalho,menor produtividade, mortalidade e
incapacidade permanente (TREMMEL et al., 2017).

Fatores ambientais, principalmente os relacionados ao estilo de vida
moderno, sdo considerados estimulos potentes para a obesidade. A diminuicédo
dos niveis de atividade fisica, aumento do comportamento sedentario e da
ingestdo caldrica sdo os fatores ambientais determinantes mais fortes para o
ganho de peso corporal e de comorbidades associadas (ROBERTS et al.,
2013). No entanto, a amplitude desse fenbmeno indica que outros aspectos,
tais como fatores socioecondmicos, genética, epigenética e estresse, séo
subestimados, porém possuem importancia fundamental na ocorréncia da
obesidade (ABESO, 2016; HABBOUT et al., 2013).

Alguns estudos tém demonstrado que a gestacédo e a lactacdo podem
ser consideradas periodos criticos para alteracdes futuras do estado nutricional
e hormonal da prole, sendo essa relacdo denominada programacao metabdlica
(DE MOURA; PASSOS, 2005). Por exemplo, o ganho de peso excessivo
durante a gestacédo e falta de perda de peso do neonato apds o parto séo
importantes preditores de obesidade em longo prazo (ABESO, 2016). Essas
informacdes tornam-se relevantes a medida que, em 2013, mais de 42 milhdes
de criancas com idade menor que cinco anos apresentavam sobrepeso (WHO,
2014).

Na maioria dos mamiferos o desenvolvimento de diversos 6rgdos nao
estd completo ao nascimento, sendo continuado durante a fase de lactacéo.
Portanto, estimulos ambientais de origem fisica, mental ou nutricional nessa
fase do desenvolvimento podem influenciar a expressdo génica na prole,

teoricamente, promovendo alteracdes fisioldégicas devido a esse ambiente.
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Estimulos nutricionais como a sub e supernutricdo nessa fase do
desenvolvimento podem ser responsaveis por alteracbes nas vias
hipotalamicas envolvidas no metabolismo e no equilibrio energético (RINALDI
et al., 2014). Em longo prazo essas alteracdes predispdem o organismo a
desordens metabdlicas na fase adulta (HABBOUT et al., 2013; PORTELLA et
al., 2015). Em roedores, a superalimentacdo durante a fase de lactacdo pode
ser induzida pela redugdo do numero de filhotes da ninhada padréo (10-12
filhotes) para 3-4 filhotes (ninhada reduzida), resultando em aumento da
ingestao calorica devido a menor competicdo durante a amamentacao. Aléem da
instalacdo do quadro precoce de hiperglicemia, acumulo de gordura e
obesidade (PORTELLA et al., 2015), ratos e camundongos provenientes de
ninhadas reduzidas podem apresentar, na fase adulta, sobrepeso, obesidade,
resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e hiperleptinemia (BEI et al., 2015),
hiperfagia, intolerancia a glicose, dislipidemia e aumento da presséao arterial
(PORTELLA et al., 2015). Esse modelo de inducdo de obesidade precoce tem
se tornado relevante como objeto de investigacdo, visto que a obesidade na
infancia e adolescéncia estdo correlacionadas com a presenca de sindrome
metabdlica na fase adulta (RINALDI et al., 2014).

Paralelamente, em estudo realizado com criancgas lactentes alimentadas
com formula, foi observado que a magnitude do ganho de peso durante a
primeira semana de vida pode ser fundamental para o desenvolvimento da
obesidade na vida adulta (STETTLER et al., 2005). A diferenca de crescimento
entre lactentes amamentados e alimentados com féormula sdo maiores nas
primeiras semanas poés-natal, periodo em que os lactentes amamentados

muitas vezes perdem peso, enquanto que os alimentados com formulas
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tendem a ganhar peso (SINGHAL; LANIGAN, 2007). Esses relatos sustentam a
hip6tese de aceleragcédo do crescimento, que propde que o rapido crescimento
infantil pode alterar o metabolismo e sindrome metabdlica, inclusive a
obesidade na vida adulta (WAHLQVIST et al., 2016a).

A inatividade fisica é um dos principais fatores de risco para mortalidade
em todo o mundo, sendo responsavel por 3,2 milhdes de mortes a cada ano.
Adultos insuficientemente ativos apresentam aumento de 20-30% no risco de
morte por todas as causas quando comparados com aqueles que atingem o
minimo de 150 minutos de atividades fisicas de intensidade moderada por
semana (WHO, 2014). A pratica regular de atividades fisicas diminui o risco de
doencas coronarianas e metabolicas. Além disso, € um ponto determinante
para o gasto energético, sendo fundamental no balanco energético, controle do
peso corporal e prevencado da obesidade (DONNELLY et al., 2009; WHO,
2014).

Evidéncias demonstram que a pratica de 150 a 250 minutos de atividade
fisica moderada por semana, com gasto calérico entre 1200 e 2000 Kcal, seria
suficiente para prevenir o ganho de peso. Além disso, a pratica regular de
atividades fisicas auxilia na diminuicdo dos riscos de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e metabodlicas, melhora a aptiddo fisica e de
indicadores de saude em individuos com sobrepeso e obesidade, mesmo com
perdas minimas de peso corporal (DONNELLY et al.,, 2009; SWIFT et al.,
2014).

Sessdes de exercicios aerdbicos prolongadas de intensidade moderada
ou endurance, realizadas durante varias semanas, aumentam a capacidade

oxidativa do musculo esquelético, alterando o substrato energético utilizado
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durante o esfor¢co e resultando no aprimoramento da capacidade aerdbica.
Entretanto, estudos recentes demonstram que o High Intensity Interval Training
(HIT) alteram o metabolismo energético do musculo esquelético e se
assemelha as adaptacdes causadas pelo treinamento aerdbico de intensidade
moderada (GIBALA et al., 2006; GIBALA; MCGEE, 2008).

Ha um crescente numero de evidéncias, em individuos saudaveis,
demonstrando que o HIIT leva a beneficios cardiovasculares e metabdlicos
semelhantes ou superiores do que aqueles atingidos como treinamento de
endurance moderado (BURGOMASTER et al.,, 2005; CIOLAC et al., 2010;
LITTLE et al., 2010; NYBO et al., 2010). Entretanto, os resultados da literatura
ainda demonstram controversias em relagcdo a comparacao de efetividade de
protocolos de HIIT com protocolos de endurance moderado em relacdo a
elaboracdo de estratégias para o manejo do sobrepeso/obesidade e
complica¢cdes associadas.

Apesar da relacdo entre a pratica regular de atividades fisicas e a
prevencao e controle da obesidade ja estar bem referenciada na literatura, a
influéncia de diferentes tipos de treinamento fisico nas alteracdes bioquimicas
e metabdlicas ocasionadas pela superalimentacdo em fases criticas como a

lactacdo e infancia ainda precisa ser investigada.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A obesidade € uma doenca cronica ndo transmissivel (DCNT)
caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal resultante do
desequilibrio prolongado entre a ingestao e o gasto energético. Sua etiologia é
multifatorial e estd relacionada a fatores genéticos, ambientais,
comportamentais e socioculturais (HASLAM; JAMES, 2005; PINHO et al.,
2013; SARTURI; NEVES; PERES, 2010).

O indice de massa corporal (IMC) € uma ferramenta simples, de baixo
custo, eficaz e amplamente utilizada e para avaliar e classificar individuos ou
populacdes em relacdo a massa corporal, sendo utilizado o calculo da divisdo
do peso corporal em quilogramas dividido pelo quadrado da altura em metros.
O resultado classifica o individuo em abaixo do peso, peso normal, sobrepeso

ou obesidade, como descrito na Tabela 1.

Tabela 1: Classificagdo da Obesidade segundo a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS)

IMC (kg/m?) Classificagao
<18,5 Baixo peso
18,5-249 Peso normal
25,0 - 29,9 Sobrepeso
30,0 - 34,9 Obesidade Classe |
35,0 - 39,9 Obesidade Classe Il
240 Obesidade Classe il

WHO, 2014.

Apesar do IMC ser um bom indicador, € uma ferramenta ndo indicativa
da quantidade de gordura corporal, pois os resultados desse indicador pode
variar em funcdo do sexo, idade, etnia e na comparacdo de individuos
sedentarios com atletas (ABESO, 2016). Porém diversos estudos tém

demonstrado a utilidade do IMC como marcador de risco de morbidade,
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mortalidade e desfechos de saude, tanto em homens quanto em mulheres
(BRAY, 2004; KOPP, 2003; THE GLOBAL BMI MORTALITY

COLLABORATION, 2016).

2.1. Epidemiologia da Obesidade

A crescente prevaléncia do sobrepeso e obesidade em muitos paises
tem sido descrita como uma pandemia global (NG et al., 2014). Em 2010, o
sobrepeso e a obesidade foram diretamente relacionados a 3,4 milhdes de
mortes, diminuicdo de 4% na expectativa de vida e 4% dos anos-vida com
saude prejudicada por incapacidades relacionadas (LIM et al., 2012). De
acordo com Martin, Mani e Mani (2015), a obesidade € o maior problema de
saude publica do século XXI, com dois bilhdes de pessoas sendo classificadas
com sobrepeso ou obesidade. A prevaléncia mundial de obesidade
praticamente dobrou entre 1980 e 2014. Em 2014, 39% dos adultos acima de
18 anos, sendo 38% dos homens e 40% das mulheres, estavam acima do
peso, e 11% dos homens e 15% das mulheres eram obesos (WHO, 2014).

Estudos recentes tém utilizado dados estatisticos de um grande namero
de paises para estimar as taxas de prevaléncia e implantacdo de projetos em
todas as regides do mundo. A tendéncia natural seria pensar que paises de
maior renda apresentariam as maiores taxas populacionais de sobrepeso e
obesidade quando comparados com areas rurais e paises de média e baixa
renda. Entretanto, novas evidéncias sugerem uma alteracdo nesse padréo e o
aumento da prevaléncia do sobrepeso e obesidade nos paises de baixa e
média renda tem implicagdes importantes para a desigualdade social em saude

(POPKIN; ADAIR; NG, 2012; VIGITEL, 2017; WHO, 2014).
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Entre 1980 e 2013, a proporcédo de adultos apresentando IMC igual ou
superior a 25 Kg/m? aumentou em praticamente todos os paises do mundo, de
28,8% para 36,9% em homens e de 29,8% para 38% em mulheres. Em
criancas e adolescentes, a prevaléncia tem aumentado substancialmente em
paises desenvolvidos, sendo 23,8% dos meninos e 22,6% das meninas
apresentavam sobrepeso ou obesidade em 2013. A prevaléncia do sobrepeso
e obesidade também tem se elevado em criancas e adolescentes nos paises
em desenvolvimento, de 8,1% para 12,9% nos meninos e de 8,4% para 13,4%
nas meninas em 2013 (HRUBY; HU, 2016).

Os resultados do programa de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao
para Doencas Crbnicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL, 2017) revelou que,
em 10 anos, a prevaléncia do sobrepeso no Brasil aumentou de 42,6% para
53% da populacao, representando um aumento de 26,3%. Nas mulheres, essa
taxa passou de 38,5% para 50,5% e, em homens, de 47,5% para 57,7%. Ja em
relacéo a obesidade, houve aumento de 60% de 2006 para 2016, passando de
11,8% para 18,9% da populacdo considerada obesa. Estratificado por sexo, a
prevaléncia de obesidade de mulheres passou de 12,1% para 19,6%, enquanto
nos homens esse aumento foi de 11,4% para 18,1%.

Além disso, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO,
2014), a prevaléncia do sobrepeso em criancas com idade pré-escolar esta
aumentando nos paises de baixa e média renda. A Ultima estimativa da
prevaléncia do sobrepeso e obesidade em criancas abaixo de 5 anos de idade
aumentou de 5% em 2000 para 6% em 2010, e 6,3% em 2013, totalizando 42
milhdes de criangas abaixo de 5 anos apresentando tais condi¢bes. A

estimativa, em 2013, estava em torno de 18 milhdes de criancas abaixo de 5
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anos com sobrepeso/obesidade na Asia, 11 milhées na Africa e 4 milhées na
América Latina, sendo que as estimativas dessa prevaléncia podem atingir
11% nessa faixa etaria até 2025 (WHO, 2014). Em uma perspectiva mais
ampla, mais 340 milhdes de criancas e adolescentes apresentavam sobrepeso
ou obesidade em 2016, sendo essa prevaléncia aumentada de 4% em 1975
para 18% em 2016 (WHO, 2017). Essa condi¢do torna-se particularmente
importante, ja que criancas e adolescentes com excesso de peso

correlacionam-se com o sobrepeso na vida adulta (BETTIOL et al., 2007).

2.2. Obesidade e comorbidades associadas

As DCNTSs constituem um dos principais problemas de saude no mundo
devido a sua alta ocorréncia e expressao no padrao de morbidade adulta
(BHUPATHIRAJU; HU, 2016). Em uma escala mundial, as DCNT sédo a causa
primaria de 65% das mortes (LOZANO et al., 2011) e 54% de anos de vida
saudaveis perdidos com saude prejudicada (MURRAY et al., 2012).

O excesso de peso aumenta, consideravelmente, os riscos relativos para
a incidéncia e controle do diabetes mellitus Tipo 2 (DM2), hipertensao arterial
sistémica (HAS), doencas coronarianas, acidente vascular cerebral, alguns
tipos de cancer, apnéia obstrutiva do sono e osteoartrite, das concentracées
séricas de LDL e triglicerideos, diminuicdo na concentracdo de HDL, além de
afetar o desempenho reprodutivo (AL-ZAHRANI, 2014; ANDAKI et al., 2012;
BRAY, 2004; DE FERRANTI; MOZAFFARIAN, 2008; FERNANDEZ et al., 2004;
LIM etal., 2012; POIRIER et al., 2006; ROWLAND, 2007; WHO, 2014). Estéo
diretamente relacionados ao excesso de peso corporal, 44% dos casos do

diabetes, 23% de doencas isquémicas do coracdo e entre 7% e 41% de
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determinados tipos de cancer (WHO, 2016). Essas doencas tém relacao direta
com o aumento da morbidade e mortalidade, resultando em gastos publicos e
privados elevados, representados por hospitalizacbes, afastamento do
trabalho, perda de produtividade e aposentadorias precoces (BLOOM et al.,

2017).

2.3. O estilo de vida moderno e obesidade

O termo “obesidade” ndo existia na lingua inglesa até o século XVII,
sendo utilizados termos como “gordura excessiva” ou “corpuléncia”. Apenas no
século XVIII o impacto do excesso de peso na qualidade de vida das pessoas
comecou a ter destaque, sendo reconhecido como causas de problemas de
saude no século XIX e, somente nas primeiras décadas do século XX, a
mortalidade e complicagcbes associadas comecaram a ser documentadas
(EKNOYAN, 2006).

Para compreendermos e enfrentarmos a epidemia de obesidade é
necessario esclarecer e compreender as causas desse fendmeno.
Tradicionalmente, a obesidade tem sido abordada e estudada apenas nas
vertentes fisiologicas e bioquimicas. Dentre os fatores que contribuem
diretamente para o aumento da gordura corporal destacam-se o balancgo
energético, fatores genéticos, composicdo da dieta, nivel de atividade fisica,
comportamento alimentar, inflamacéo, fatores enddécrinos, psicolégicos, além
de fatores sociais (HRUBY; HU, 2016). Entretanto, em uma perspectiva
evolucionista, os estoques de energia representam uma estratégia e um
componente importante da forma de como 0s organismos e 0S seus

descendentes se adaptam ao ambiente (WELLS, 2006).
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Evidéncias acumuladas para a natureza multifatorial da obesidade e a
disponibilidade de informagdes a respeito da termodinamica do metabolismo
alimentar estabeleceram o que ha muito tempo, intuitivamente, foi assumido: a
causa do aumento da gordura corporal de um individuo esta relacionada com o
desequilibrio energético entre a ingestdo de alimentos e a energia gasta nas
atividades diarias (BRAY, 2004; EKNOYAN, 2006). O aumento da deposicao
de gordura corporal € um processo adaptativo que se tornou uma “ma
adaptacao”, principalmente quando os avancgos tecnoldgicos alteraram o
equilibrio entre a ingestdo caldrica e 0 gasto energético, especialmente na
despesa caldrica para a obtencao de alimentos (EKNOYAN, 2006).

Ao longo de décadas a sociedade mundial passou por mudancas
drasticas nos habitos alimentares e de atividades fisicas, entrando em
confronto com a biologia humana e gerando grandes alterac6es na composicao
corporal dos individuos (POPKIN; ADAIR; NG, 2012). Apesar da etiologia da
obesidade ser considerada multifatorial, ou seja, varios fatores estédo
envolvidos nas desordens metabodlicas como os ambientais, metabdlicos,
genéticos, fisioldgicos, comportamentais e sociais (BRAY, 2004; PAES et al.,
2016), em uma ultima analise, a incidéncia do sobrepeso e obesidade é o
reflexo do desequilibrio energético, de modo que a principal area de
intervencdo compreende o equilibrio entre a ingestdo e o gasto caldrico (DE
FERRANTI; MOZAFFARIAN, 2008).

O desenvolvimento tecnoldgico reduziu o gasto energético nas
ocupacdes laborais mais intensas, como agricultura e mineracao, por exemplo,
bem como nos setores de servico e producao (BELL; GE; POPKIN, 2001).

Além disso, mudancgas nos sistemas de transporte (BELL; GE; POPKIN, 2002),



24

atividades de lazer e servicos domésticos (MONDA et al., 2008) também
reduziram o gasto energético com a diminui¢cdo dos niveis de atividades fisicas
da populagéo.

Além da diminuicdo do dispéndio energético diario, nas ultimas décadas
a populacdo mundial estd aumentando o consumo de alimentos com alta
densidade caldrica, alta palatabilidade, baixo poder de saciedade e de facil
digestdo e absorcéo, o que contribui diretamente para o aumento da ingestéo
caldrica, contribuindo para o desequilibrio energético (ABESO, 2016; ROSS;
DESAI, 2014).

O desequilibrio energético €& parcialmente resultado de sensiveis
mudancas socioecondmicas inevitaveis a partir do inicio do século XX nos
paises desenvolvidos. Entretanto, o crescimento econdémico, a crescente
disponibilidade de alimentos de baixo custo e pobres em nutrientes,
industrializacdo, mecanizacao do transporte e urbanizagéo ja proporcionam um
ambiente “obesogénico” nos paises de rendas baixa e média (HRUBY; HU,

2016).

2.4. Consequéncias endocrinas da obesidade: resisténcia a insulina

A resisténcia a insulina e 0 DM2 sdo amplamente associados a valores
de indice de Massa Corporal (IMC) iguais ou maiores que 30 Kg/m2. Além
disso, a obesidade esta associada a um risco aumentado de doenca
coronariana, acidente vascular cerebral hipertenséo, dislipidemia e mortalidade
por todas as causas (NIELSEN et al., 2014). Valores de IMC superiores a 35
Kg/m? aumenta a resisténcia periférica a insulina, insulina circulante e,

consequentemente, a glicemia sanguinea, elevando o risco de DM2 em 60
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vezes nas mulheres e 42 vezes no homens (BRAY, 2004; KOPP, 2003).
Entretanto, muitos estudos relacionando os valores de IMC com o risco de
doencas cardiovasculares em individuos obesos, porém saudaveis, relataram
resultados inconsistentes, jA que a maioria dos estudos sobre essa questdo
nao considerara a distribuicdo regional de gordura corporal (TCHERNOF;
DESPRES, 2013). A literatura a respeito da distribuicdo e metabolismo do
tecido adiposo tem mostrado que a proporcdo do acumulo de gordura
intrabdominal € um ponto chave no aumento do risco para a saude associado
ao sobrepeso e obesidade (DESPRES, 2011; JENSEN, 2008; MATSUZAWA;
FUNAHASHI; NAKAMURA, 2011).

Alguns estudos avaliaram a contribuicdo do tecido adiposo subcutaneo
e intrabdominal na dislipidemia, intolerancia a glicose e hiperinsulinemia em
homens e mulheres obesos. Tanto em homens quanto em mulheres, os
autores encontraram que agueles com baixos niveis de gordura intrabdominal
apresentavam tolerancia a glicose semelhante com controles magros.
Entretanto, obesos com niveis elevados de gordura visceral apresentaram
alteracdes nas respostas glicémicas e insulinémicas ao teste de oral de
tolerancia a glicose, resultados que representam o aumento do risco de
desenvolvimento de DM2 (GOODPASTER et al., 2005; GOODPASTER;
KRISHNASWAMI; HARRIS, 2003; MATSUZAWA, 2014; ROSS et al., 2002a;
ROSS et al., 2002b), sendo esse padrdo de associacdo também repetido em
criancas e adolescentes obesos (AUCOUTURIER et al., 2009).

Estudos a respeito da morbidade relacionada a obesidade indicam que
a gravidade das complicagcbes associadas, como o DM2, doengas

cardiovasculares e dislipidemia ndo se correlacionam necessariamente com o
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acumulo total de gordura corporal, mas com o local da distribuicdo da gordura
excedente (MATSUZAWA, 2008; MATSUZAWA, 2014). Esse fato
particularmente se confirma em um estudo em alguns paises asiticos,
incluindo o Japao, onde a prevaléncia de DM2 € semelhante a outros paises
ocidentais, embora a prevaléncia de obesidade seja bem inferior (AKRAM et
al., 2000). Atualmente, alguns autores tem sugerido que, além do aumento da
concentracdo de acidos graxos livres, citocinas inflamatérias, liberadas pela
gordura visceral na veia porta, elevam a resisténcia a insulina sistémica e no
figado (ITEM; KONRAD, 2012).

A resisténcia a insulina é caracterizada pelo comprometimento da agao
da insulina, sendo o estado insulino resistente definido por alteracbes da
captacdo de glicose pelo musculo esquelético, tecido adiposo e figado e
aumento da producado hepéatica de glicose, resultando no estado hiperglicémico
tanto em jejum quanto pos prandial, sendo considerada o principal elo entre a
obesidade e o DM2 (CASTRO et al.,, 2014; JAYANTHI et al.,, 2017). A
resisténcia a insulina também é caracterizada por alteracées no metabolismo
lipidico (aumento da lipolise) e proteico no musculo esquelético (diminuicdo da
sintese proteica), afetando também outros tecidos como vasos sanguineos
(hipertenséo), cérebro (aumento da ingestéo caldrica), pancreas (diminuicdo do
volume das células B e sensibilidade a glicose), ossos (diminuicdo da
densidade mineral e resisténcia 0ssea), entre outros efeitos (GASTALDELLI;
GAGGINI; DEFRONZO, 2017; JO et al., 2009; PEARSON et al., 2016).

O desequilibrio crénico entre o consumo e 0 gasto energético causa o
aumento dos estoques intracelulares de energia, na forma de triglicerideos nos

adipdcitos, aumentando ndo s6é o tamanho dessas células (hipertrofia) como
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também sua quantidade (hiperplasia). Esse excesso no armazenamento de
gordura parece causar anormalidades funcionais no reticulo endoplasmatico e
mitocondrias, que sdo consideradas organelas primarias, prejudicadas pelos
efeitos fisiopatoldgicos do excesso de peso corporal (DE FERRANTI;
MOZAFFARIAN, 2008; GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2007). Porém, varias
observacbes apontam que, mais do que o0 excesso de gordura, mas
especificamente, o aumento do tecido adiposo central (visceral, omental e
intrabdominal) desempenha um papel crucial nessas associacbes quando
comparado com a adiposidade periférica (CASTRO et al., 2014; ZHANG X et
al., 2013).

Recentemente, porém ainda contraditério, o estresse oxidativo tem sido
apontado como um provavel mecanismo envolvido na sinalizacdo da insulina
(DI MEO; IOSSA; VENDITTI, 2017). O desequilibrio energético, excesso de
gordura estocada no tecido adiposo e aumento nas concentracdes de lipideos
e glicose circulantes acarretam o0 aumento da atividade do reticulo
endoplasmatico. O estresse do reticulo endoplasmatico aumenta o estresse
oxidativo nas mitocondrias, assim como o aumento dos acidos graxos livres,
sendo o0 estresse oxidativo definido como o desequilibrio dos niveis de
espécies reativas de oxigénio (ERO), aumentados pela reducdo de compostos
gue protegem contra danos causados por radicais livres e peroxidos
(FRIDLYAND; PHILIPSON, 2006; TCHERNOF; DESPRES, 2013). O aumento
de ERO é bastante evidente no tecido adiposo de individuos obesos, sendo
gue a producdo crbnica aumentada de ERO pode resultar em disfuncéo

mitocondrial no figado e no musculo esquelético, ocasionando acumulo de
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lipideos nesses tecidos e contribuindo para o aumento da resisténcia a insulina
(KANG et al., 2010).

Além do estresse ocasionado no reticulo endoplasmatico, os adipdcitos
hipertrofiados podem levar a hipoxia local, ocasionando a infiltracdo de
macréfagos e a morte celular. A infiltracdo de macréfagos desencadeia o
aumento da producdo e secrecdo de citocinas inflamatdrias (FERRANTE,
2007; NEELS, JAAP G.; OLEFSKY, 2006) como a interleucina-6 (IL-6), o fator
de necrose tumoral-a (TNF-a) e a proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-
1) e, consequentemente, leva a inflamacéo cronica de baixo grau em niveis
local e sistémico, comprometendo a sinalizagéo da insulina (FERRANTE, 2007;
WOOD; TRAYHURN, 2006; TCHERNOF; DESPRES, 2013). A inflamacéo
cronica de baixo grau, causada pela secrecdo aumentada de citocinas, pode
alterar o metabolismo glicémico e lipidico, elevando o risco de doencas
cardiometabolicas em individuos com obesidade visceral, sendo o tamanho do
adipdcito e localizacdo corporal do excesso de gordura considerados fatores
determinantes para 0 aumento da secrecdo de adipocinas inflamatérias
(DROLET et al., 2009; SKURK et al., 2007). No inicio dos anos 90, um grande
passo para o reconhecimento do papel secretor do tecido adiposo ocorreu com
a descoberta de que a citocina pro inflamatéria TNF-a é sintetizada e liberada
pelos adipdcitos (WOOD; TRAYHURN, 2006).

Alguns mecanismos fisiopatolégicos da relacdo entre o aumento da
gordura corporal com a resisténcia a insulina e doencas cardiovasculares
permanecem inconclusivos, porém um mecanismo bem aceito refere-se a
maior producdo de citocinas produzidas pelo tecido adiposo hipertrofiado

(HOLLAND et al., 2011). Dentre essas citocinas inflamatérias, destacam-se a
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IL-6 e 0 TNF-a. Entretanto, somam-se mais de cinquenta os tipos diferentes
dessas proteinas, que também conhecidas como adipocinas ou adipocitocinas
(MAEDA, SHIMOMURA, MIZUNO, 1997; MATSUZAWA, 2014). Niveis
elevados de citocinas inflamatorias circulantes caracterizam o quadro
conhecido como inflamacdo cronica de baixo grau, sendo associado
diretamente & sindrome da resisténcia a insulina (KOPP, 2003). A principal
excecao a esse padrdo de aumento de sintese e secrecao de citocinas refere-
se a diminuicdo da producdo e secrecao da adiponectina em individuos
obesos. Dada a acao anti-inflamatoria dessa citocina, esse fato eleva o estado
de inflamacéo do tecido adiposo, aumentando a infiltracdo de macrofagos e,
consequentemente, a producdo de citocinas pré inflamatorias, sendo
considerada uma das principais causas de sindrome metabdlica
(MATSUZAWA, 2008).

Os adipdcitos hipertrofiados sdo considerados fundamentais no
desenvolvimento da resisténcia a insulina em individuos obesos, destacando-
se 0s pertencentes ao tecido adiposo visceral e subcutaneo da parte superior
do corpo, principalmente devido a liberacdo de acidos graxos livres, bem como
a secrecdo aumentada de leptina e resistina, além da diminuicdo da secrecéo
de adiponectina na circulacdo (CASTRO et al., 2014), potencializando o risco
de doencas cardiometabdlicas em individuos com obesidade visceral (DE
FERRANTI; MOZAFFARIAN, 2008; FERRANTE, 2007; WOOD; TRAYHURN,
2006).

A associacdo entre obesidade e resisténcia a insulina pode ser
considerada uma relacdo de causa-efeito, ja que estudos em humanos e em

modelos animais indicam que a perda ou ganho de gordura corporal
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correlacionam-se diretamente com o aumento ou diminuicdo da sensibilidade
periférica a insulina, respectivamente (KANG et al.,, 2010). Em relagdo a
concentracdo de adiponectina, essa apresenta associacao inversa com a
obesidade visceral e resisténcia a insulina dada a sua propriedade anti-
inflamatéria e de aumento da sensibilidade a insulina (GHOSHAL;

BHATTACHARYYA, 2015).

2.5. Programacédo metabdlica e obesidade

A obesidade infantil tem sido consistentemente considerada um forte
fator de risco para a obesidade e complicacbes associadas na idade adulta
(ALLCOCK; GARDNER; SOWERS, 2009; PARK et al., 2012). Ha evidéncias de
efeitos adversos dessa condicdo na infancia sobre a saude na vida adulta,
como aumento do risco de doenca coronariana, DM2, cancer de célon, artrite e
gota, sendo classificada como fator de risco independente, mesmo o individuo
permanecendo obeso ou ndo na idade adulta (HABBOUT et al., 2013; REILLY;
KELLY, 2011). Portanto, a obesidade infantil pode ser apontada como um
exemplo de como condi¢cbes metabdlicas adversas durante fases importantes
do desenvolvimento humano podem impactar no estado de saude de um
individuo.

O desenvolvimento intrauterino e pos-natal sdo considerados momentos
importantes para a plasticidade e criticos para a maturacdo dos sistemas
fisiolégicos, o que pode influenciar no aumento da suscetibilidade para o
desenvolvimento de patologias em longo prazo, como DM2, obesidade,
hipertenséo arterial sistémica, doencas coronarianas e alguns tipos de cancer

(WATERLAND; GARZA, 1999). Nesses periodos ocorrem o desenvolvimento e
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a maturacdo do sistema nervoso central (SANTOS-MONTEIRO et al., 2002),
portanto estimulos do ambiente durante a fase do desenvolvimento intrauterino
e de lactacao podem contribuir para o desencadeamento de patologias na vida
adulta, fenbmeno denominado programacédo metabdlica (KATZMARZYK et al.,
2014). Adaptagbes moleculares negativas podem levar a alteragbes
fisiopatologicas, afetando respostas hormonais e celulares, centrais e
periféricas, que podem aumentar ou silenciar a expressdo de genes
relacionados ao apetite e ao controle do peso corporal (PAES et al., 2016).
Essa condicdo é aceita como um dos principais determinantes da saude no
curso de vida da prole (LUCAS, 2013), pois esses estimulos podem influenciar
a expressao gendomica no individuo, através de mecanismos epigenéticos,
levando a adaptacdes aquelas condicdes.

A epigenética é um termo utilizado para definir mudancas na expressao
génica, sem que ocorra nenhuma alteracdo na sequéncia do codigo genético
(KIRCHNER et al., 2013; SKINNER, 2011). Em qualquer periodo da vida, um
individuo estd suscetivel a alteracdes epigenéticas, podendo levar ao
desenvolvimento de certas patologias (VAISERMAN, 2014).

O fato de que o ambiente no qual o individuo € exposto durante o
desenvolvimento possa ter impacto em longo prazo na sua condicdo de saude
€ conhecido como “Hipdtese de Barker”. Essa hipétese propde que respostas a
estimulos inadequados recebidos do ambiente durante o desenvolvimento,
como a desnutricdo materna, fetal e infantil podem atuar como prevencao a
uma possivel condicdo ambiental de escassez de alimentos na vida adulta,
levando a adaptagBes que ajudam a preparar para uma melhor sobrevivéncia

nesse ambiente (BRENSEKE et al., 2013). De acordo com essa teoria, a
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desnutricdo durante o desenvolvimento intrauterino poderia desenvolver o
chamado “fenétipo poupador” (HALES; BARKER, 2001), ou seja, um individuo
exposto a essa condicdo pode se adaptar e apresentar baixa estatura, baixa
taxa metabdlica e baixos niveis de atividade motora para conservar energia. Se
esse mesmo individuo for exposto mais tardiamente a uma condi¢do de maior
oferta de alimentos, este apresentara maior risco de desenvolvimento de
obesidade, doencas cardiovasculares, hipertensao, dislipidemia, maior risco de

desenvolver esteatose hepética ndo alcodlica e DM2 (VAISERMAN, 2014).

2.5.1. Evidéncias epidemioldgicas e experimentais sobre a programacgéo
metabdlica

A primeira evidéncia que apoia os efeitos da programacao metabdlica na
prole sobre o desenvolvimento da obesidade vem de estudos epidemiolégicos
em populacbes humanas, especificadamente durante a Segunda Guerra
Mundial. Em novembro de 1944, os alemaes impuseram um embargo ao
transporte de alimentos para a Holanda, impondo um curto, porém severo
periodo de restricdo alimentar aos holandeses, onde a porcdo de comida
diminuiu de 1000 kcal/dia em dezembro de 1944, para 400-800 Kcal/dia em
abril de 1945. Em maio de 1945, os holandeses foram libertados, com aumento
imediato na ingestdo de alimentos para mais de 2000 kcal/dia. Em um periodo
conhecido como Fome de Inverno Holandesa, os descendentes de mulheres
expostas a desnutricdo durante o primeiro trimestre de gestacdo possuiam
maiores riscos de desenvolvimento de obesidade e maiores incidéncias de
doencas cardiovasculares e DM2 (JIANG et al., 2013; ROSEBOOM et al.,

2001), destacando a importancia de se considerar periodos criticos de
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desenvolvimento, onde o crescimento fetal pode ser influenciado por estimulos
ambientais adversos.

Ao contrério dos resultados do estudo sobre a fome holandesa, criancas
nascidas durante o cerco de Leningrado (Russia), foram expostas a periodos
mais prolongados de subnutricdo combinados com menores quantidades de
alimentos mesmo ap6s o final do cerco, sendo que ndo houve nenhuma
associacdo entre a exposicdo a desnutricdo e a incidéncia de doencas
metabdlicas na vida adulta. A privacdo de alimentos durante o periodo pés-
natal torna-se particularmente importante, ja que impede o aumento do peso de
rebote, como verificado em individuos expostos a fome holandesa durante a
gestacéo, sugerindo que ha uma interacao entre o ambiente pés-natal e a vida
adulta, auxiliando na compreensao do “fenétipo poupador” e da importancia da
magnitude do ganho de peso pdés-natal no desenvolvimento de doencas
metabolicas na idade adulta (STANNER; YUDKIN, 2001).

Ao abordar a questdo de como a ma nutricdo poderia afetar a saude
fetal em termos de desenvolvimento de doencas tardias, diversos modelos tém
sido utilizados para induzir a restricdo do crescimento e do desenvolvimento
fetal em modelos experimentais. Um dos modelos mais utilizados é o de
restricdo calorica durante a gestagéo. A restricdo do aporte alimentar para 30%
da média de consumo de racdo em ratas gestantes resulta em baixo peso da
prole ao nascimento, permanecendo por quatro meses e recuperando o0 peso
normal com trinta semanas, porém apresentando maior porcentagem de
gordura corporal, hiperfagia e hipertensdo mesmo antes da recuperacdo do
peso corporal (VICKERS et al., 2000). Proles de maes expostas a restricdo

alimentar também podem apresentar sensibilidade reduzida a leptina,
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hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia, obesidade (KRECHOWEC et al., 2006),
DM2 (JIANG et al., 2013) e diminuicdo da atividade locomotora (VICKERS et
al., 2003).

Além desse modelo, a restricdo do aporte proteico durante a gestacao
induz efeitos similares e consequéncias na saude da prole, como obesidade,
hiperglicemia, hiperinsulinemia, hipertensdo arterial sistémica e respostas
exacerbadas a dietas com altas concentracdes de gorduras (SARR; YANG;
REGNAULT, 2012), diminuicdo da expressdo de genes hipotalamicos
relacionados com sinalizagdo da insulina, metabolismo lipidico e glicolitico, o
gue pode estar envolvido com a programacdo de doencas metabolicas
(OROZCO-SOLIS et al., 2010).

Ao contrario de animais que sao expostos a restricdo alimentar durante a
gestacdo, roedores subnutridos durante a lactacdo, através do modelo
experimental de aumento de ninhadas, geralmente permanecem protegidos
quanto ao desenvolvimento de obesidade e doencas metabolicas (LOPEZ-
SOLDADO; MUNILLA; HERRERA, 2006).

A maior parte dos estudos a respeito da programacdo metabdlica esta
focada na relacdo da subnutricdo e no baixo peso ao nascer em doencas
tardias. Apesar disso, evidéncias sugerem que criancas acima do peso ao
nascer e com medida da circunferéncia abdominal elevada apresentam
maiores indices de mortalidade por doencas cardiovasculares. Registros de
criancas apresentando peso corporal no nascimento acima de 4 Kg
demonstram a manutencdo de maiores riscos de desenvolvimento de
obesidade infantil e adulta (WENG et al.,, 2012; YU et al., 2011), incidéncia

precoce de sindrome metabdlica (WANG; YOUFA; BEYDOUN, 2007) e DM2
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(HARDER et al., 2007). Em modelos experimentais, a administracdo de dietas
com altas taxas de gorduras em camundongos fémeas, por varios meses, tem
como consequéncia, além da obesidade e/ou DM2 nas maes, a incidéncia
dessas condicdes nos filhotes, o0 mesmo comportamento encontrado em
estudos que utilizaram ratos como modelo experimental (VELKOSKA;
MORRIS, 2011), sendo esses resultados semelhantes aos estudos realizados
em humanos (O'REILLY; REYNOLDS, 2013; VASUDEVAN; RENFREW;
MCGUIRE, 2011).

Estudos realizados em seres humanos e em modelos experimentais tém
abordado a hipotese da “Origem Fetal de Doencas em Adultos” para
estabelecer a relacdo dos estimulos adversos durante a fase intrauterina do
desenvolvimento e doencas na prole durante a fase adulta. Esse fendmeno,
denominado “programacéo fetal”, descreve o processo através do qual
estimulos “in Utero” promovem respostas e adaptacbes permanentes
favorecendo doencas tardias. Entretanto, estimulos do ambiente durante outros
periodos importantes do desenvolvimento na vida pés-natal, como a
sobrenutricdo na lactacdo (HABBOUT et al., 2013), também podem ser
considerados relevantes para alteracdes metabdlicas na vida adulta
(ARMITAGE; TAYLOR; POSTON, 2005).

Stettler et al. (2005) demonstraram associacdo positiva entre o rapido
ganho de peso na primeira semana de vida apdés 0 hascimento e o
desenvolvimento de obesidade duas ou trés décadas depois, principalmente
em lactentes alimentados com formulas. Estudos anteriores demonstraram
associacdo entre o rapido ganho de peso nos primeiros dias de vida e a

alimentacéo por formulas (BAKER et al., 2004; DEWEY et al., 2001) e maiores
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riscos de obesidade na adolescéncia (GILLMAN, 2001; VON KRIES et al.,
1999), o que contribuiu para a compreensdo da programac¢ado metabdlica, além
de estratégias para a prevencdo da obesidade precoce e consequéncias em

longo prazo.

2.5.2. A superalimentacdo durante a fase de lactacdo pelo método de
reducéo de ninhadas

O modelo de reducdo de ninhada € um método de manipulacdo de
ninhadas utilizado para o estudo da superalimentacdo no periodo poés-natal,
precisamente durante a fase de lactagcdo, para conhecer efeitos imediatos e
tardios dessa condicdo no decorrer da vida desses animais (RODRIGUES et
al., 2007).

Esse método consiste na reducdo do numero de filhotes logo apos o
nascimento para facilitar e promover aos filhotes remanescentes o maior
acesso ao leite materno, caracterizado por uma menor competicdo entre os
animais da ninhada. O procedimento é relativamente simples e consiste na
reducdo do numero de animais, normalmente de 8-12 filhotes por ninhada
dependendo da espécie, para 3-4 filhotes no primeiro ou segundo dia poés-
natal, de acordo com o protocolo utilizado.

Como consequéncia da reducdo de ninhada, esses animais tém maior
aporte calorico, apresentam aumento significativo do peso corporal antes do
desmame, quando comparados com animais provenientes de ninhada padréo
(8-12 animais), sendo que essas diferencas tendem a permanecer ou até
mesmo aumentar mesmo quando esses animais sdo desmamados e

alimentados com rac&o padrao.
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O método de reducdo de ninhada é um dos varios modelos utilizados
para inducdo de sobrepeso/obesidade em modelo experimental, se destacando
principalmente devido a facilidade de execugdo e o alto custo-beneficio. A
superalimentacdo durante a fase de lactente, periodo considerado critico no
desenvolvimento de varios 6rgaos e sistemas dos filhotes pode, através de vias
epigenéticas, levar a desregulacdo hormonal capaz de alterar vias
hipotalamicas responsaveis pelo balanco energético, aumento no apetite e
diminuicdo de gasto energético (PLAGEMANN et al., 2009).

Ha alguns anos, o mesmo modelo foi utilizado para demonstrar que
ratos provenientes de ninhadas reduzidas ndo apenas eram afetados quanto
ao crescimento somatico, mas também aumentava desproporcionalmente a
deposicao da gordura corporal. Mais importante, os autores demonstraram que
o0 aumento do tecido adiposo foi resultado ndo somente da deposicdo de
gordura, mas também do numero de células adiposas. Esses resultados
demonstram que o0 numero de adipdcitos pode ser alterado mediante
mudancas nutricionais em estagios iniciais da vida (KNITTLE; HIRSCH, 1968).
Esse fato pode ser considerado importante para a compreensao da obesidade,
ja que se sabe que ha aumento do numero de células de gordura na obesidade
humana, porém o processo da perda de peso reduz principalmente o volume
dos adipdcitos sem promover qualquer alteracdo no numero de células
(SALANS; CUSHMAN; WEISMANN, 1973).

Além da instalacdo do quadro precoce de hiperglicemia e aumento da
gordura corporal (PORTELLA et al., 2015), ratos e camundongos provenientes
de ninhadas reduzidas podem apresentar, na fase adulta, sobrepeso,

obesidade, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, hiperleptinemia (BEI et al.,
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2015), hiperfagia, intolerancia a glicose, dislipidemia e aumento da pressao
arterial (PORTELLA et al., 2015). Esse modelo de inducdo de obesidade
precoce tem se tornado relevante como objeto de investigagao, visto que a
obesidade na infancia e adolescéncia esta correlacionada com a presenca de
sindrome metabdlica na fase adulta (RINALDI et al., 2014).

Além do que é bem estabelecido a respeito dos efeitos da reducdo de
ninhada na adiposidade, metabolismo de glicose e lipideos, existem outras
alteracbes patoldgicas relacionadas a superalimentacdo na lactagdo como
aumento de marcadores de estresse oxidativo no miocardio (HABBOUT et al.,
2013; HABBOUT et al., 2012), alteracbes no desenvolvimento renal e
insuficiéncia renal na idade adulta (BOUBRED et al., 2007, 2009; YIM et al.,
2014), hipertrofia cardiaca precoce, fibrose cardiaca tardia e disfuncdes
vasculares (LEITE et al., 2012; MOREIRA et al.,, 2009; VELKOSKA et al.,
2008).

Entretanto, a concentracdo de horménios circulantes influéncia maltiplos
aspectos do desenvolvimento hipotalamico e desempenha importante papel na
formacdo dos circuitos neurais. Assim, a alteracdo de algum desses fatores
essenciais durante periodos criticos do desenvolvimento pode promover
alteracbes estruturais permanentes em animais superalimentados em
consequéncia da reducao de ninhadas (REYNOLDS et al., 2015).

Regibes especificas do hipotalamo tém papel fundamental no controle
da fome e saciedade por meio de sinais periféricos, incluindo a sinalizacéo por
hormbnios gastrintestinais (grelina), leptina, insulina, citocinas, entre outros.

Esses sinais transmitem o estado metabdlico do tecido adiposo ao Sistema
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Nervoso Central, que por sua vez envia sinais necessarios a periferia para o
controle da alimentacdo e da homeostase energética (BLUNDELL, 2006).

O hipotalamo é considerado o centro cerebral primario na regulacdo da
ingestdo caldrica e controle do peso corporal. O neuropeptidio Y (NPY)
desempenha papel chave nesse controle, particularmente por atuar no eixo
orexigeno do nucleo arqueado e paraventricular do hipotalamo. A expresséo do
NPY nesse eixo € inibida pela insulina e leptina, o que é considerado como um
sinal de saciedade, enquanto a diminuicdo das concentracdes de insulina e
leptina e aumento da grelina circulantes levam a ativagcdo do NPY, o que
estimula a ingestao de alimentos (HABBOUT et al., 2013).

As primeiras observacdes a respeito de alteracbes hipotalamicas em
consequéncia da superalimentacdo em estagios iniciais da vida mostraram
resisténcia a insulina e leptina no ndcleo arqueado levando ao aumento do
consumo alimentar e diminuicdo do gasto energético (GLAVAS et al., 2010;
PATEL; SRINIVASAN, 2010; PATEL; SRINIVASAN, 2011). Esses animais
apresentaram, aos vinte e um dias de vida (desmame), hiperinsulinemia e
aumento da expressdao de NPY nos nucleos arqueado e paraventricular
(PLAGEMANN et al., 1999), o que sugere gue tais alteracdes hipotalamicas
podem ser programadas pela concentracdo elevada de insulina, uma vez que
esse horménio é primordial para o desenvolvimento de areas especificas do
hipotalamo. Além disso, estudos demonstraram que a hiperleptinemia em
animais provenientes de ninhadas reduzidas s6 é verificada a partir da segunda
semana de vida e acompanhada de hiperinsulinemia (SCHMIDT et al., 2001),
sendo que aos 60 dias de vida esses animais ndo apresentam diferencas na

expressado de receptores de leptina no hipotalamo, sugerido o desenvolvimento
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de uma resisténcia hipotalamica a esse horménio (LOPEZ et al., 2007), como é

demonstrado pela Figura 1.
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Adaptado de Contreras et al. (2013).

NPY: Neuropeptidio Y; POMC: Pro-opiomelanocortina

2.6. Obesidade e atividades fisicas

2.6.1. Aspectos gerais da atividade fisica e obesidade

Evidéncias classificam a pratica regular de atividades e exercicios fisicos

como opcao de tratamento ndo medicamentoso na prevencao e controle da

obesidade em criancas e adultos, com sensiveis melhoras do estado

metabolico mesmo sem alteracdes no peso corporal (FOSTER et al., 2017).

Diversos beneficios a saude geral estdo relacionados com a prética

regular de atividades fisicas, entre eles a melhora da aptiddo cardiovascular,

forca muscular e funcdo vascular (MCGEE, 2005; SINGH et al., 2008). Além

disso, a pratica de atividades fisicas regulares esta associada a melhora da

composicao corporal, com a diminuigéo do percentual de gordura e aumento da

massa muscular, assim diminuindo o risco do sobrepeso e obesidade na vida
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adulta, além da morbidade e mortalidade associadas a essas condi¢cdes
(MCGEE, 2005; MILLARD-STAFFORD et al., 2013). Evidéncias classificam a
pratica regular de atividades e exercicios fisicos como opcao de tratamento ndo
medicamentoso na prevencao e controle de DCNTSs, dentre elas a obesidade
em criancas e adultos, com sensiveis melhoras do estado metabdlico mesmo
sem alteracOes no peso corporal (FOSTER et al., 2017).

Porém, as discussfes em torno da ciéncia da atividade fisica em
criancas e adolescente podem se tornar confusas. Nos adultos, apenas a
pratica regular de atividades fisicas de intensidade moderada e vigorosa €
considerada insuficiente para a perda de peso corporal, mas necessaria para
sua manutencdo apds um processo de emagrecimento. Independentemente
desse fato, a pratica regular de atividades fisicas é considerada um
componente fundamental no controle do peso corporal em adultos (WILLIAMS
et al.,, 2015), além de criancas e adolescentes (KELLEY; KELLEY; PATE,
2014).

O dispéndio energético total diario pode ser dividido em: taxa metabdlica
basal (60% a 70%); efeito térmico dos alimentos (5% a 10%) e pelo gasto de
energia com atividade fisica. Especificamente, a atividade fisica € o mais
importante componente variavel do gasto energético diario em adultos,
representando cerca de 20% a 30% (ABESO, 2016), porém nao ha indicios de
gual seria a prescricdo mais adequada. Tanto para adultos quanto para
criancas e adolescentes, ndo ha um consenso de qual seria a duracao,
intensidade e frequéncia ideais na prescricdo de exercicioscom 0 objetivo de

controle e perda de peso corporal. Entretanto, 0 aumento do gasto energético
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diario com a diminuicdo do sedentarismo e da inatividade fisica é determinante
para a perda de peso (ABESO, 2016; SWIFT et al., 2014).

Evidéncias demonstram que a pratica de 150 a 250 minutos de atividade
fisica moderada por semana, com gasto calorico entre 1200 e 2000 Kcal, seria
suficiente para prevenir o ganho de peso. Ja em relacdo a perda de peso, €
provavel que o aumento dos niveis de atividades fisicas seja relevante,
entretanto o tempo menor que 150 minutos por semana parece ser insuficiente
para esse objetivo. Acima de 150 minutos/semana resulta em perdas modestas
de 2-3 Kg e, de 225-420 minutos/semana, em 5-7,5 Kg quando comparado
com o0 peso inicial. Apesar da insercdo de planos de atividades fisicas
regulares fornecer resultados modestos na perda de peso, essa estratégia €
parte fundamental em associacdo com outras intervencées como a reeducacao
alimentar. Além disso, a pratica regular de atividades fisicas auxilia na
diminuicdo dos riscos de desenvolvimento de doencas cardiovasculares e
metabdlicas, melhora a aptidao fisica e de indicadores de saude em individuos
com sobrepeso e obesidade, mesmo com perdas minimas de peso corporal

(DONNELLY et al., 2009; SWIFT et al., 2014).

2.6.2. Tipos de exercicios fisicos e obesidade

Sessdes de exercicios aerdbicos prolongadas de intensidade moderada
ou endurance, realizadas durante varias semanas, aumentam a capacidade
oxidativa do musculo esquelético, alterando o substrato energético utilizado
durante o esforco e resultando no aprimoramento da capacidade aerdbica
(ROCHA et al., 2016). Entretanto, estudos recentes demonstram que sessfes

curtas e repetidas de exercicios de alta intensidade alteram o metabolismo
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energético do muasculo esquelético e que se assemelha as adaptacdes
causadas pelo treinamento aerdébico de intensidade moderada tradicional
(GIBALA et al.,, 2006). Aléem disso, adaptagfes metabdlicas normalmente
associadas ao treinamento de endurance com alto volume pode ser induzido
mais rapidamente com periodos menores de treinamento, caracteristica do
treinamento intervalado de alta intensidade (high intensity interval training -
HIIT) (GIBALA; MCGEE, 2008).

O treinamento de endurance induz diversas adaptacfes de natureza
morfolégica e metabdlica na musculatura esquelética, incluindo a biogénese
mitocondrial e maior capacidade de oxidac&do de substratos energéticos, como
glicose e lipidios (LITTLE et al., 2010). O HIT poderia, potencialmente, causar
adaptacdes generalizadas e beneficios para a saude de maneira eficiente e em
um menor tempo, quando comparado com O treinamento aerobico de
intensidade moderada. Esse tipo de treinamento envolve periodos curtos de
esforco em alta intensidade intercalados com intervalos de esfor¢co de baixa
intensidade. H& um crescente numero de evidéncias, em individuos saudaveis,
demonstrando que o HIIT leva a beneficios cardiovasculares e metabolicos
semelhantes ou superiores do que aqueles atingidos como treinamento
aerobico continuo (BURGOMASTER et al., 2005; CIOLAC et al., 2010; LITTLE
et al., 2010; NYBO et al., 2010).

Weston et al. (2014) relataram que sessdes de HIIT realizadas entre 85-
95% da frequéncia cardiaca maxima, aumentaram a capacidade
cardiorrespiratoria em quase duas vezes quando comparada com resultados
obtidos com o treinamento de endurance moderado em pacientes

comprometidos por DCNT. Entretanto, em adultos saudaveis e ativos, a
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diferenca dos dois tipos de treinamento é considerada irrelevante (BACON et
al., 2013). Gomes-Neto et al. (2017) relataram que pode haver uma
superioridade no VOz de pico com o HIIT em pacientes com doenca arterial
coronariana quando comparados com pacientes que realizaram treinamento de
endurance moderado. Porém essas diferencas desaparecem quando o ajuste
para o gasto energético entre os dois protocolos foi realizado.

Em relac@o a perda de peso e controle metabdlico em individuos com
sobrepeso e obesos, a literatura cientifica apresenta dados ainda
inconsistentes. Em uma meta-andlise, Turk et al. (2017) analisaram e
compararam estudos envolvendo adultos com obesidade em relacdo a
efetividade do HIIT e endurance na aptidao cardiorrespiratéria e composicéo
corporal. Em dezoito estudos incluidos na anélise, o HIIT foi mais efetivo na
melhora da aptiddo cardiorrespiratoria e na diminuicdo da gordura corporal em
comparacao com o treinamento de endurance. Porém, analisando os efeitos do
HIIT e endurance em mulheres jovens e obesas, Kong et al. (2016) verificaram
gque os dois protocolos foram eficientes no aumento da aptiddo
cardiorrespiratoria e na reducdo de horménios sexuais (testosterona e
estradiol). Entretanto, o grupo treinado em endurance apresentou melhora
significativa na composicado corporal, 0 que ndo ocorreu com o grupo treinado
em HIIT.

Fisher et al. (2015) distribuiram vinte e oito homens com
sobrepeso/obesidade em grupos de treinamento HIIT e endurance moderado,
durante seis semanas, para avaliar a efetividade dos dois protocolos em
diversas variaveis. Com isso, concluiram que ndo houve diferencas entre os

dois tipos de treinamento. Ambos foram efetivos e sem diferengcas quanto a
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sensibilidade a insulina, reducéo no percentual de gordura corporal, reducéo da
concentracdo sérica de lipideos sanguineos e aumento na aptidao
cardiorrespiratoria.

O exercicio de endurance moderado tem sido comumente prescrito para
melhorar a composicao corporal, capacidade fisica e parametros de salude em
criangas e adultos. Entretanto, recentemente o interesse pelo HIIT tem
aumentado, principalmente pelos mesmos beneficios alcancados com o
treinamento de endurance moderado, mas com duracgdo inferior. Embora
estudos comparativos entre os dois tipos de exercicios tenham aumentado,
poucos comparam esses efeitos em criancas acima do peso. CORTE DE
ARAUJO et al., 2012 comparam os efeitos de protocolos endurance moderado
e HIIT, durante doze semanas, em criancas obesas, concluindo que os dois
tipos de treinamento foram eficazes em melhorar o VO de pico e saude geral.
Duas meta-analises (GARCIA-HERMOSO et al., 2016; JELLEYMAN et al.,
2015) compararam protocolos de HIIT e endurance moderado. Os autores
verificaram que o HIT pode ser considerado mais efetivo para melhorar
diversos parametros de saude, como o VO2 max. e resisténcia a insulina, com
menor volume de treinamento. Porém, os autores destacam diversas
limitacbes, entre elas o numero de estudos incluidos e duracdo das
intervencbes, fazendo-se necessarias mais investigacfes para afirmacfes
conclusivas.

Os resultados da literatura ainda demonstram controvérsias em relacéo
a comparacdo de efetividade de protocolos de HIIT em comparacdo com
protocolos de endurance moderado em relagdo a elaboracdo de estratégias

para o manejo do sobrepeso/obesidade e complica¢cbes associadas.
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2.7. Programacdo metabdlica por reducdo de ninhadas e exercicios
fisicos

Poucos estudos abordam a relacdo direta ou indireta do treinamento
fisico em animais provenientes de ninhadas reduzidas e nos efeitos em longo
prazo, induzidos pela programacdo metabdlica. Alguns estudos avaliaram o0s
efeitos de protocolos de treinamento de baixa e moderada intensidade nesses
animais (DANTAS et al., 2010; RINALDI et al., 2014), enquanto que nao foram
encontrados estudos que avaliaram os efeitos de protocolos de HIIT nesse
modelo de induc&o de sobrepeso/obesidade ou a comparacao entre endurance
moderado e HIIT. A utilizacdo e comparacéo desses tipos de treinamento em
modelos de sobrepeso/obesidade estdo presentes na literatura utilizando dietas
hipercaloricas e ndo em modelos de programacéo metabolica (HAFSTAD et al.,
2013; ROCHA et al., 2016; SHEN et al., 2015; WANG, NINGNING et al., 2017).
Ainda a destacar, poucos estudos analisaram os efeitos de protocolos de
exercicios iniciados no desmame, 0 que seria importante para avaliar se o
treinamento fisico seria capaz de reverter as consequéncias da programacao
metabolica precocemente.

Dantas et al. (2010) avaliaram os efeitos do treinamento de endurance
crbnico, em esteira, em ratos com sete semanas de vida e que foram
submetidos a superalimentacdo na lactacdo por reducdo de ninhada. Como
resultados constataram que o protocolo de exercicio foi eficiente na reducéo da
gordura visceral quando comparados com animais do grupo controle.

Rinaldi et al. (2014) estudaram os efeitos de dois protocolos de
treinamento, de baixa e moderada intensidades em ratos superalimentados na

lactacdo, do desmame aos cinquenta dias de vida, do desmame aos noventa
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dias de vida e dos sessenta aos noventa dias de vida. Os autores observaram
gue os dois protocolos de treinamento foram eficientes na manutencdo da
homeostase glicémica e na redugcdo dos estoques de gordura,
independentemente do periodo de inicio do treinamento.

Frankenfeld et al. (2016) investigaram os efeitos de um protocolo de
treinamento de endurance em esteira em ratos submetidos ao protocolo de
reducdo de ninhadas. O treinamento fisico iniciou-se aos noventa dias de idade
até cento e oitenta dias de idade. Como conclusdo observaram que o
treinamento fisico de baixa intensidade atenuou algumas alteracdes
metabolicas e hormonais de ratos machos adultos programados pela
superalimentacdo neonatal, como 0s niveis séricos de corticosterona e leptina,
peso corporal, adiposidade, ingestdo de racdo e pressao arterial sistolica,
guando comparados com o0s animais sedentarios, demonstrando ser um
recurso importante no combate a doencas cardiovasculares e metabdlicas.

Em virtude da escassez de estudos no papel de diferentes protocolos de
exercicios fisicos no modelo de programacao metabdlica por superalimentacéo

durante a lactacao, tal estudo foi proposto.
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3. HIPOTESE

Considerando os Ultimos resultados publicados apresentando maior
efetividade do HIIT sobre o treinamento de endurance moderado em diversas
variaveis, devido principalmente a alta intensidade de esforco, a hipétese do
presente estudo € que HIIT acarretar4 adaptacfes estruturais, bioquimicas e
metabdlicas superiores ao treinamento de endurance moderado em ratos
superalimentados durante a lactagcdo quando comparados com 0s animais nao

exercitados.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral

Avaliar, acompanhar e comparar as adaptacbes biométricas,
bioguimicas e metabdlicas em ratos Wistar machos e fémeas superalimentados

na lactacéo e submetidos ao treinamento de endurance moderado ou HIIT.

4.2. Objetivos especificos
421 Acompanhar e comparar ratos Wistar machos e fémeas
superalimentados na fase de lactacdo treinados em endurance moderado ou

HIIT, quanto a:

a. Ganho de peso corporal e consumo alimentar semanais, além do peso
corporal ao final do experimento.

b. Adiposidade central, ao final do experimento, através do peso do tecido
adiposo retroperitoneal e perigonadal

C. Eficiéncia dos protocolos de treinamento de endurance e HIIT na aptidao
cardiorrespiratoria (VO2 maximo)

d. Alteracbes no metabolismo glicémico através do Teste Oral de
Tolerancia a Glicose (TOTG) e Teste de Tolerancia a Insulina (ITT)

e. Metabolismo glicémico (glicemia de jeum) e lipidico (colesterol total,
LDL, HDL e treiglicerideos) através da bioquimica soroldgica.

f. Possiveis diferencas nas respostas aos protocolos de treinamentos
endurance e HIIT.

g. Possiveis diferencas entre 0os sexos nas respostas aos protocolos de

inducéo de obesidade e de treinamentos fisicos.
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5. MATERIAL E METODOS
Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no

Uso de Animais da UFJF (CEUA/UFJF), sob protocolo 045/2015.

5.1. Animais

Foram utilizados 80 ratos Wistar, sendo quarenta machos e quarenta
fémeas, obtidos no biotério de producdo do Centro de Biologia da Reproduc¢éao
da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) (CIAEP 0100482013). No
segundo dia pos-natal, os animais foram distribuidos em dois grupos: Grupo
Ninhada Controle (NC; dez animais/ninhada) e Grupo Ninhada Reduzida (NR;
guatro animais/ninhada) para, posteriormente ao desmame, comporem O0S
grupos experimentais. A reducéo de ninhada foi realizada no segundo dia pos-
natal, de acordo com Bei et al. (2015), assim como o0 remanejo dos animais
para a formacdo de ninhadas compostas exclusivamente por filhotes machos
ou fémeas. A formacdo das ninhadas, reduzidas e controles, foi realizada por
técnicos do Biotério de Criacdo do Centro de Biologia da Reproducédo/UFJF. Os
filhotes retirados durante a reducdo de ninhadas foram realocados para a
formacdo de ninhadas controle, formadas por dez animais. Além disso, 0s
filnotes ndo selecionados para o estudo foram distribuidos para outras
ninhadas da colénia, a fim de evitarmos o descarte e aproveita-los para a
recomposicao da colonia.

Os animais foram mantidos em prateleiras climatizadas ALESCO®, com
fluxo de ar e em condicdes laboratoriais padrdo, com temperatura controlada

de 22 + 2° C e fotoperiodo claro/escuro de 12h. Apds o desmame (21° dia de
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vida pés-natal) os animais foram alimentados com pellets de racdo padrédo

NUVILAB CR1® (Nuvital Nutrientes Ltda. Colombo, Brasil) e agua ad libitum.

5.2. Grupos experimentais

No desmame, os animais NR foram distribuidos por sorteio em trés
grupos experimentais: sedentario (NRSed), endurance (NREnd) e HIT
(NRHIIT), enquanto os animais NC foram agrupados em um grupo sedentério
(NCSed). A Figura 2 apresenta o fluxograma para a formacédo dos grupos

experimentais, equanto a Figura 3 representa a linha do tempo do estudo.



Figura 2. Fluxograma do estudo.
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NR: Grupo Ninhada Reduzida; NC: Grupo Ninhada Controle; HIIT: high

intensity interval training.
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Figura 3. Linha do tempo do estudo.
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5.3. Testes da aptiddo cardiorrespiratéria (VO, méax.) e protocolos de
treinamento

Imediatamente ap0s o desmame, os animais foram submetidos a um
periodo de adaptacdo a esteira motorizada de seis baias (Insight® Ltda,
Ribeirdo Preto, Brasil) por cinco dias, com periodos de dez minutos e com
velocidades progressivas onde, posteriormente, foram treinados.

Antes, durante e apdés a realizacédo dos protocolos de treinamento, todos
0s animais, inclusive o0s pertencentes aos grupos sedentarios, foram
submetidos a avaliacdo de capacidade cardiorrespiratéria maxima (VO2 max.)
em esteira metabdlica (Panlab®, Hollistone, EUA) com a utilizacdo do
analisador de gases (Harvard Aparatus®, Hollistone, EUA). O protocolo
envolveu corrida em esteira até a exaustao, a uma inclinacéo de 5°, iniciando a
uma velocidade de 6m/min e aumentada em trés metros/minuto a cada trés
minutos até que 0s animais estivessem inaptos a continuar o exercicio

(RODRIGUES et al., 2007). O critério adotado e considerado para a interrupgao
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do teste foi a negagao dos animais em continuar a corrida, com preferéncia em
se manter sobre o aparato de estimulo aversivo.

Além do critério de avaliacdo da aptiddo cardiorrespiratoria e eficiéncia
do treinamento, os resultados foram utilizados para o melhor ajuste na
prescricdo das cargas de treinamento, tornando-a mais individualizada e de
acordo com a capacidade aerébica de cada animal. Apés quatro semanas de
treinamento, os animais foram submetidos novamente ao teste de VO> max.
como objetivo de ajustar as cargas de treinamento e, ao final de mais quatro
semanas, o teste foi realizado novamente.

Apés a formacdo dos grupos experimentais, dois protocolos de
treinamento fisico foram utilizados: endurance e HIIT.

O protocolo de endurance teve como caracteristica a intensidade
moderada (65-70% do VOzmax), com trés sessfes semanais, sessenta
minutos por sessdo, durante oito semanas. Cada sessdo de treinamento
consistia em dez minutos para aquecimento (50% VO, max.) e cinquenta
minutos para a parte principal (65-70% do VO2max). O ajuste da carga de
treinamento foi realizado na quarta semana de treinamento, apés uma nova
avaliacdo do VO, max.

As sessbes de HIIT tiveram duragcdo de quarenta minutos, divididos em
dez minutos para aquecimento (50% VO2 max.) e seis periodos de trés minutos
de corrida de alta intensidade (85-90% do VO2 max.) intercalados com periodos
de dois minutos de corrida de baixa intensidade (50% VO, max.), totalizando
trinta minutos para a parte principal. O ajuste da carga de treinamento foi
realizado apds as primeiras quatro semanas de treinamento, apdés uma nova

avaliacdo do VO2 max. Todos os protocolos de treinamento se iniciaram apos o
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periodo de adaptacéo e o primeiro teste de VO2 max., em torno do 30° dia pos-

natal.

5.4. Massa corporal, adiposidade central, consumo de racédo e pesagem
dos 6rgéos

O peso corporal dos animais NC e NR foi registrado semanalmente a
partir do quarto dia pds-natal até o 90° dia de vida. O indice de Lee, para
avaliacdo de obesidade, foi calculado pela formula [IL= (MC x 1/3) / CNA Xx
100], onde MC = massa corporal (g); CNA= comprimento nasoanal (CNA) (cm).
O consumo alimentar também foi obtido semanalmente pela diferenga entre a
guantidade de alimento ofertada e a remanescente, vinte e quatro horas apos o
fornecimento.

Os animais foram eutanasiados por ruptura diafragmatica apos
anestesia. O protocolo anestésico utilizado foi a combinacdo do anestésico
dissociativo cloridrato de quetamina na dose de 90 mg/kg (Vetanarcol®, Konig,
Brasil) e o sedativo e miorrelaxante cloridrato de xilazina na dose de 10 mg/kg
(Kensol®, Konig, Brasil). Os dois farmacos foram misturados e aplicados
unicamente pela via intraperitoneal (LLOYD; WOLFENSOHN, 1996). Apos
exsanguinacdo total por puncdo cardiaca sob anestesia geral, o sangue
coletado foi centrifugado e o soro armazenado a -80°C. Imediatamente apés a
eutandasia, o tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal foram retirados e
pesados em balanca de precisdo (Bioprecisa®- especificidade 0,0001g - Brasil).

A extracdo do tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal foi realizada

para a quantificacao da adiposidade central dos grupos experimentais.
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5.5. Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) e Teste de Tolerancia a
Insulina (TTI)

Para a realizagdo de ambos os testes, os animais foram submetidos ao
jejum alimentar no periodo de seis horas. O sangue foi coletado através do
lancetamento da cauda dos animais para afericdo de glicemia capilar,
analisadas em glicosimetro AccuChek Advanced (Roche®, Germany).

No TOTG, a glicemia basal (TO) foi mensurada e, posteriormente, foi
administrado 2g/kg de peso corporal de solucdo de glicose a 50%, via
gavagem. Amostras subsequentes de sangue foram coletadas nos tempos T1
(15", T2 (30", T3 (60) e T4 (120'). A éarea total sob a curva de TOTG foi
calculada (SILVA et al., 2015).

No TTI os animais receberam infusdo intraperitoneal de insulina (1U / Kg
de peso corporal) e amostras de sangue foram coletadas antes (T0’) da
administracao de insulina e, subsequentemente, nos tempos T1 (5’), T2 (15"),
T3 (30) e T4 (45") ap0Os a administracdo. A constante de decaimento da glicose
plasmatica (Kit) foi calculada pela férmula 0,693/(t1/2), onde t1/2 é calculado a
partir da inclinacdo da menor analise quadratica das concentracfes

plasmaticas da glicose apds a injecao de insulina (ANDREAZZI et al., 2009).

5.6. Andlises bioquimicas
A analise bioquimica foi realizada no aparelho automatizado CobaS
c111 (Roche®) e kits Cobas clllpara a dosagens séricas de colesterol total,

HDL, LDL, triglicerideos e glicose.
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5.10. Andlise estatistica

Inicialmente foi realizado o teste de Shapiro Wilk para verificar a
normalidade dos dados. Para verificarmos possiveis alteracdes nos animais
NR, foram realizadas comparacées entre os grupos NCSed com seus
respectivos grupos NRSed, utilizando os testes de t de Student. Para possiveis
interacdes entre sexo e tipo de treinamento, foi utilizado ANOVA two way,
enquanto o ANOVA one way seguido do post hoc de Tukey foi utilizado para as
comparacgdes intragrupos de animais NR machos e fémeas, separadamente.
Para a obtenc¢é&o dos resultados do TOTG, a area total sob a curva glicémica foi
calculada. Os resultados sé&o expressos como média + DP (desvio padrao) e
nivel de significdncia adotado p<0,05. Todas as analises estatisticas foram
realizadas usando Statistical Package for the Social Sciences (SPSS Inc®,

versdo 21) e GraphPad Prism® 5.0 (San Diego, EUA).
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6. RESULTADOS

Os resultados sao apresentados na forma de artigo de acordo com o
regimento do Programa de PoOs-Graduacdo em Saude. O trabalho resultou em
artigo original publicado na Diabetology & Metabolic Syndrome (Qualis
Bl/fator de impacto 2,413) (Apéndice A), em artigo original submetido e aceito
para publicacdo no Journal of Developmental Origins of Health and Disease
(Qualis Bl/fator de impacto 2,21) (Apéndice B), resumos apresentados em
eventos cientificos (Apéndice C), além de uma tabela apresentando os
resultados das comparacfes intra e intergrupos, em valores numéricos,

referentes a capacidade cardiorrespiratéria maxima (VO2 max.) (Apéndice D).
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Abstract

Background: Obesity is associated with several comorbidities, such as cardiovascular disease and type 2 diabetes
mellitus, and may have its origin in early life stages, such as in the lactation period, through metabolic programming.
Physical activity aids in decreasing the chances of developing cardiovascular and metabolic diseases, even with small
weight losses and, in children, can play an essential role in preventing weight gain and other health problems. The
present study aimed to evaluate the effects of moderate intensity endurance training and high intensity interval train-
ing (HIIT) protocols on obesity-related parameters and cardiorespiratory capacity in overfed Wistar rats throughout
the breastfeeding period.

Methods: Two days after birth, forty male and female Wistar rats were clustered into two groups: Control Litter Group
(CL; ten animals/litter) and Reduced Litter Group (RL; four animals/litter). At weaning, RL animals were distributed ran-
domly into three experimental groups: sedentary, maderate intensity endurance training and HIIT, while CL animals
were clustered into a sedentary group.

Results: RL male and female body weight, before weaning, was significantly higher when compared with CL animals.
This difference was maintained between CL5ed and RLSed groups after weaning during all assessed periods. Adipas-
ity was significantly higher in RL5ed males when compared to CLSed males, and alterations in glycaemic metabolism
were also observed. Endurance and HIIT protocols were efficient in improving maximal cardiorespiratory capacity, as
well as concerning the glycemic metabolism and central fat accumulation of males and females submitted to child-
hood overfeeding by the litter reduction method.
Conclusions: Both moderate endurance training and HIIT protocols included in early life were efficient in reverting
or preventing certain metabolic alterations as a consequence of overfeeding during breastfeeding in male and female
Wistar rats.
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7. COMENTARIOS GERAIS

O protocolo de reducéo de ninhadas utilizado para o0 aumento do peso
corporal dos animais utilizados no experimento foi eficaz em alterar parametros
biométricos e bioquimicos, mesmo esses animais sendo alimentados com
racdo padrdo para animais de experimentacdo apdés o desmame. A massa
corporal dos machos NR antes do desmame foi significativamente superior a
partir do 4° dia de vida quando comparados com os animais NC, sendo esse
padrdo mantido ap0s o desmame em todos os periodos avaliados. Ja nas
fémeas, essa diferenca ocorreu a partir do 10° dia pés-natal permanecendo até
0 21° dia, padrdo que se manteve em todos os pontos avaliados apdés o
desmame. Ap0s o desmame, 0S animais apresentaram-se hiperfagicos,
representado pelo maior consumo de ragdo em varios pontos de avaliacao.

Com relacdo a massa corporal, tanto os machos quanto as fémeas dos
grupos NR apresentaram valores significativamente superiores quando
comparados com seus respectivos grupos NC, porém nao houve diferencas no
CNA e indice de Lee. A adiposidade, representada pelos pesos relativos do
tecido adiposo perigonadal e retroperitoneal, foi significativamente superior nos
machos NR quando comparados com os machos NC, com médias 26% e 58%
superiores, respectivamente. Ja nas fémeas, houve diferenca significativa no
peso relativo do tecido adiposo perigonadal, com o grupo NR apresentando
média 45% superior qguando comparado com o grupo NC. Apesar de nao
apresentar diferenca significativa no peso relativo do tecido adiposo
retroperitoneal de fémeas, a média do grupo NR foi 31% superior quando

comparada com a média do grupo NC.
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A comparacdo da bioquimica sorologica de machos NC e NR mostrou
diferenca estatisticamente significativa na glicose sérica, com o grupo NR
apresentando média 14% superior. Além disso, apesar de ndo apresentarem
diferencas estatisticas, as médias de colesterol total e triglicerideos do grupo
NRSed foram 36% e 10% superiores quando comparadas com as médias dos
grupos NC, respectivamente.

A média da &rea sob a curva no TOTG dos machos NR foi 11,2%
superior em comparacédo com os resultados dos animais NC e 9% superior em
comparagao com o grupo NC nas fémeas NR, significando maior intolerancia a
glicose nos animais NR. Os machos NR apresentaram média da constante de
decaimento de glicose (kit) 39% menor quando comparados com a média do
grupo NC no TTI, mostrando maior resisténcia a insulina no grupo
superalimentado. Ja nas fémeas, ndo houve diferenca na média da Kix entre os
grupos NC e NR.

Em relacdo a capacidade cardiorrespiratoria, 0s grupos treinados em
endurance e HIIT apresentaram diferencas estatisticamente significativas nos
resultados do terceiro teste para o primeiro teste, tanto nos machos quanto nas
fémeas, mostrando eficiéncia dos dois protocolos de treinamento no aumento
da capacidade cardiorrespiratoria dos animais treinados. Essas diferencas
representaram aumento de 29% no grupo NREnd e de 21% no grupo NRHIIT,
nos machos. O mesmo comportamento foi observado nos grupos treinados de
fémeas, com aumento de 24% e 18% nos grupos NREnd e NRHIIT,
respectivamente. JA nos grupos sedentarios, houve queda no VO max. de

30% e 19% nos grupos NRSed de machos e fémeas, respectivamente.
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As comparacdes dos resultados do ultimo teste de VO méax. entre os
trés grupos de machos e entre os grupos de fémeas nao mostraram diferencas
estatisticamente significativas nas médias dos animais treinados em endurance
e HIIT. Entretanto, o grupo NREnd de machos apresentou VO2 max. 61% maior
qgque o apresentado pelo grupo NRSed, enquanto que no grupo NRHIIT a
diferenca para o grupo NRSed foi de 59%. O mesmo comportamento foi
observado nas fémeas, com o grupo NREnd e NRHIIT apresentando
resultados 47% e 39% superiores quando comparados com o grupo NRSed,
respectivamente.

Entre os grupos de machos, ndo houveram diferencas estatisticamente
significativas na massa corporal final, assim como no CNA e indice de Lee.
Entretanto, diferencas ocorreram na adiposidade. O grupo NRSed apresentou
médias superiores no peso relativo do tecido adiposo perigonadal em relacao
aos grupos NREnd (20%) e NRHIT (19%) e também no tecido adiposo
retroperitoneal em relacdo aos dois grupos treinados, com diferencas de 38%
(NRENd) e 32% (NRHIIT). As fémeas do grupo NRSed apresentaram média da
massa corporal final estatisticamente superior aos grupos NREnd (12%) e
NRHIT (13%). Além da diferenca na massa corporal, o grupo NRSed
apresentou peso relativo do tecido perigonadal estatisticamente superior a
média do grupo NRHIIT (51%) e no tecido retroperitoneal em relacdo ao grupo
NRENd (34%). N&o foram observadas diferencas no CNA e indice de Lee entre
os grupos de fémeas NR. Nossos resultados demonstram que os dois
protocolos de treinamento utilizados foram eficazes no aumento da aptidao
cardiorrespiratéria e na diminuicdo da adiposidade central tanto em machos

guanto fémeas.
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A andlise da bioquimica sorolégica dos machos NR mostrou que o grupo
NRSed apresentou média da glicose sérica 14% e 18% superior aos grupos
NRENnd e NRHIIT, respectivamente. Ja& nas fémeas, o grupo NRSed obteve
media de glicose sérica estatisticamente superior ao grupo NREnd (11%).
Apesar de ndo mostrar diferenca estatistica, o grupo NRSed apresentou média
8% superior ao grupo NRHIIT. A analise dos resultados do TOTG nos animais
NR demonstrou que néo houve diferencas estatisticamente significativas, tanto
nos machos quanto nas fémeas, dos grupos treinados em endurance e HIIT
guando comparados com os grupos NRSed. Entretanto, nos machos, o grupo
NRSed apresentou valores inferiores na constante de decaimento de glicose
(Kit) durante o TTI quando comparado tanto com o grupo NREnd (51%) quanto
com o grupo NRHIIT (60%), demonstrando maior resisténcia a insulina nos
animais NR sedentarios do que os grupos treinados em endurance e HIIT.
Porém, nas fémeas o grupo NRHIIT obteve média da Kix superior ao grupo
NRSed (32%) e NRENd (30%), ou seja, o HIIT foi mais eficiente em melhorar a
sensibilidade a insulina nas fémeas NR quando comparado com o treinamento
de endurance.

Com isso, de maneira geral, a comparacao entre os dois protocolos de
treinamento utilizados no experimento ndo mostrou diferenca entre ambos
guando levamos em consideracdo ao aumento da capacidade
cardiorrespiratoria, diminuicdo da adiposidade central e melhora do
metabolismo glicémico. Em relacdo a possiveis diferencas nas respostas aos
protocolos de treinamento entre os machos e fémeas, ndo foram encontradas

distingbes nessas respostas, confirmando a eficiéncia e aplicabilidade dos
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protocolos de endurance moderado e HIIT para os objetivos propostos para
ambos 0sS sexos.

Nosso estudo torna-se relevante pois, ao contrario de estudos
experimentais envolvendo alteragcbes metabodlicas e exercicios fisicos, o0s
animais foram submetidos aos protocolos de treinamento de forma precoce, ou
seja, logo apdés o desmame. Os resultados mostraram que os protocolos de
endurance moderado e Hiit adotados foram eficazes em melhorar algumas
condi¢bes consequentes da superalimentacdo na lactagao, principalmente em
parametros do metabolismo glicémico e prevencdo do aumento da gordura
central.

Mesmo em individuos alimentados inadequadamente num periodo
importante para o desenvolvimento e, consequentemente, com riscos mais
elevados de alteracdes metabdlicas, podem se beneficiar da pratica regular de
exercicios fisicos ja na infancia. Nossos resultados podem auxiliar na
elaboracdo de programas de exercicios fisicos como parte do tratamento nao
medicamentoso na prevencdo/perda de peso corporal e melhora metabdlica
em criancas com sobrepeso/obesidade precoce e na diminuicdo dos riscos de
doencas cardiometabdlicas na idade adulta.

Porém, mais estudos envolvendo o modelo de reducdo de ninhadas e
diferentes protocolos de exercicios fisicos, como tipo, duracéo, intensidade e
frequéncia semanal sdo necessarios para a compreendermos melhor a
influéncia do exercicio fisico sobre individuos que apresentem alteracGes
precoces no peso corporal e nas possiveis alteracdes metabdlicas a longo

prazo.



68

8. CONCLUSAO

Os protocolos de treinamento de endurance de intensidade moderada e
treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) foram eficazes em prevenir e
reverter alteracdes metabdlicas, principalmente relacionadas ao metabolismo
glicémico e adiposidade central, além do aumento do VO, méx. dos animais
sem diferencas entre eles. Além disso, verificamos a auséncia de diferencas
das respostas, entre 0s sexos, aos dois protocolos de treinamento.

Com isso, concluimos que tanto o protocolo de endurance moderado
guanto HIIT inseridos na infancia foram eficientes em reverter, prevenir e
melhorar algumas alteracbes metabdlicas em consequéncia da

superalimentacao na lactacdo em ratos Wistar de ambos 0s sexos.
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Abstract

Background: Obesity is associated with several comorbidities, such as cardiovascular disease and type 2 diabetes
mellitus, and may have its crigin in early life stages, such as in the lactation period, through metabolic programming.
Physical activity aids in decreasing the chances of developing cardiovascular and metabolic diseases, even with small
weight losses and, in children, can play an essential role in preventing weight gain and other health problems. The
present study aimed to evaluate the effects of moderate intensity endurance training and high intensity interval train-
ing (HIIT) protocols on abesity-related parameters and cardicrespiratory capacity in overfed Wistar rats throughout
the breastfeeding period.

Methods: Two days after birth, forty male and female Wistar rats were clustered into two groups: Control Litter Group
(CL; ten animals/litter) and Reduced Litter Group (RL; four animals/litter). At weaning, RL animals were distributed ran-
daomly into three experimental groups: sedentary, maderate intensity endurance training and HIIT, while CL animals
were clustered into a sedentary group.

Results: RL male and female body weight, before weaning, was significantly higher when compared with CL animals.
This difference was maintained between CL5ed and RLSed groups after weaning during all assessed pericds. Adipos-
ity was significantly higher in RLSed males when compared to CLSed males, and alterations in glycaemic metabolism
were also observed. Endurance and HIIT protocols were efficient in improving maximal cardiorespiratory capacity, as
well as concerning the glycemic metabolism and central fat accumulation of males and females submitted to child-
hood overfeeding by the litter reduction method.

Conclusions: Both moderate endurance training and HIIT protocols included in early life were efficient in reverting
or preventing certain metabolic alterations as a consequence of overfeeding during breastfeeding in male and female
Wistar rats.
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Background

Post-natal development is considered an important event
with respect to plasticity and maturation of physiological
systems, which makes it more sensible to environmental
influence. Furthermore, it may directly contribute to the
development of long-term diseases, such as type 2 diabe-
tes mellitus (DM2) and overweight, among others [1], a
phenomenon known as metabolic programming [2].

In rodents, overfeeding throughout the breastfeed-
ing period can be induced by litter reduction, leading to
rises in caloric intake due to less competition for breast-
feeding. Besides presenting an early hyperglycaemia pro-
file, fat accumulation and overweight [3], rats and mice
from reduced litters may present overweight, obesity,
insulin resistance, hyperinsulinemia and hyperleptine-
mia, hyperphagia, glucose intolerance, dyslipidaemia and
blood pressure rises in adult life [4].

In humans, evidence demonstrates that 150-250 min of
moderate physical activity per week, with a calorie burn
of around 1.200-2.000 kcal, would be enough to prevent
weight gain. In addition, physical activity aids in decreas-
ing the chance of cardiovascular and metabolic disease
development, improves physical fitness and health indi-
cators in obese individuals, even with small weight losses
[5, 6] and, in children, can play an essential role in pre-
venting weight gain and other health problems [7].

Sustained sessions of moderated aerobic exercises or
endurance, performed along several weeks, increase the
oxidative capacity of skeletal muscles, modifying the
energy source used during effort episodes, resulting in
increased aerobic capacity. However, recent studies dem-
onstrate that High Intensity Interval Training (HIIT)
alters the energetic metabolism of skeletal muscles, and is
similar to certain adaptations caused by a moderate aero-
bic training [8, 9].

An increased body of evidence in healthy individu-
als has demonstrated that HIIT brings cardiovascular
and metabolic benefits, similar to or greater than those
reached by moderate endurance training [10-13]. How-
ever, reports found in literature still indicate some con-
troversy with respect to the comparison between HIIT
protocol efficacy and moderate endurance protocols
related to strategies focused on the management of over-
weight/obesity and related problems. In addition, the
relation between the regular practice of different types
of physical training, including during childhood, in indi-
viduals overfed during the breastfeeding period requires
further study. In this context, the present study aimed
to evaluate the effects of moderate intensity endurance
training and high intensity interval training protocols on
obesity-related parameters and cardiorespiratory capac-
ity on overfed Wistar rats throughout breastfeeding
period.
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Methods

Animals

Twenty-four pregnant Wistar rats were used through-
out this study, obtained from the Reproductive Biology
Center’s (CBR) breeding facilities at the Federal Univer-
sity of Juiz de Fora (UFJF), whose offspring, forty males
and forty females, were used in the experiment. Two
days after birth, the animals were clustered into two
groups: Control Litter Group (CL; ten animals/litter) and
Reduced Litter Group (RL; four animals/litter) in order to
compose, the experimental groups after weaning. Litter
reduction was accomplished 2 days after birth, accord-
ing to Bei et al. [4], and animal management aiming to
arrange litters composed only by males or females fol-
lowed the same author.

The animals were maintained in ventilated ALESCO®
cabinets with controlled air flow under standard labora-
tory conditions, with controlled humidity, ventilation,
temperature of 22+2 °C and a 12:12-h light—dark cycle.
After weaning (21 days after birth) the animals were fed
standard feed NUVILAB CR1® pellets (Nuvital Nutri-
entes Ltda. Colombo, Brazil) and water ad libitum. All
procedures were approved by the UFJF Ethics Committee
on Animal Use (CEUA/UFJF), Protocol No. 045/2016.

Experimental groups

At weaning, RL animals were distributed randomly into
three experimental groups: sedentary (RLSed), endur-
ance (RLEnd) and HIT (RLHIIT), while CL animals
comprised a sedentary group (CLSed). Additional file 1:
Figure S1 illustrates the flow chart used as guide for the
configuration of the experimental groups.

Cardiorespiratory fitness tests (VO, max) and training
protocols
Immediately after weaning, animals were submitted to an
adaptation period on a motorized treadmill with 6 stands
(Insight®) for 5 days of running, during 10 min and pro-
gressive speed, where they were trained afterwards.

Before, during and after the training protocols, all ani-
mals, including those belonging to the sedentary groups,
were evaluated concerning maximum aerobic capacity
(VO, max), on a metabolic treadmill (Panlab®) by using a
gas analyser (Harvard Aparatus®). The protocol involved
running on a treadmill until exhaustion, at a 5° inclina-
tion, starting at a 6 m/min speed, increasing speed at
3 m/min every 3 min until animals were unable to con-
tinue [14].

Apart from the assessment criteria for cardiorespira-
tory fitness and training efficiency, the results from the
tests performed after 4 and 8 weeks of training were used
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for a better adjustment of the training load, making it
more individual and according to the aerobic capacity of
each animal.

After forming the experimental groups, two physi-
cal training protocols were used, namely endurance and
HIIT. The endurance protocol was characterized by a
moderate intensity (65-70% VO, max), 60 min per ses-
sion, for 8 weeks. Each training session consisted of
10 min as a warm-up (50% VO, max) and 50 min for the
main routine (65-70% of VO, max). The adjustment of
the training load was delivered during the 4th week of
training, after a new VO, max nent. HIIT
encompassed about 40 min, split into 10 min as a warm-
up (50% VO, max) and six 3-minute periods running at
high intensity (85-90% VO, max) alternated with 2-min
periods running at low intensity (50% VO, max), sum-
ming 30 min for the main routine. All training protocols
began after an adaptation period and the first VO, max
test, which was carried out at about the 30th post-natal
day, and were performed 3 times per week on alternate
days.

Oral glucose tolerance test (OGTT) and Insulin tolerance
test (ITT)

For both tests, animals were submitted to a 6-h fasting
period. Blood was collected through a lancet in the ani-
mal’s tail so as to gauge capillary glycaemia by using an
AccuChek Advanced (Roche®, Germany) glucometer.
The tests were carried out a week before euthanasia, at
72-h intervals.

During the OGTT test, basal glycaemia (TO0) was
measured and, subsequently, 2 g/kg of body weight of a
50% glucose solution was administered via force feed-
ing. Soon after, blood samples were collected at times
T1 (15), T2 (30"), T3 (60') and T4 (120"). The total area
under the OGTT curve was calculated.

During ITT, the animals received an intraperitoneal
infusion of insulin (1 U/kg of body weight) and blood
samples were collected before (T0') administering the
insulin and at times T1 (5), T2 (15'), T3 (30') and T4
(45') after the insulin administration. The constant rate
for glucose disappearance (K;;) was computed through
the formula 0.693/(t1/2), where t1/2 is calculated from
the slope of the smallest quadratic analysis of plasma glu-
cose concentrations after insulin administration [15].

Body weight, visceral adipose and food intake

CL and RL body weight were monitored weekly from
the fourth post-natal day on, until the 90th day of life.
The Lee index (LI), which assesses overweight/obesity,
was computed through the formula [LI=(BM x 1/3)/
NAL x 100], where BM=hody weight (g); NAL=naso-
anal length (NAL) (cm). Food intake was also registered
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weekly by computing the difference between the amount
of offered and remaining food, 24 h after delivery.
Animals were euthanized via diaphragmatic rupture
after all “in vivo” procedures were carried out. The anaes-
thetic protocol combined 90 mg/kg (Vetanarcol, Konig,
Brasil) of the dissociative anaesthetic Ketamine hydro-
chloride and 10 mg/kg (Kensol, Konig, Brasil) of the mus-
cle relaxant of xylazine hydrochloride. Both drugs were
blended and administered together via the intraperito-
neal route. After blood extraction through cardiac punc-
ture under general anaesthesia, the collected blood was
centrifuged, and the serum was stored at — 80 °C. Imme-
diately after euthanasia, retroperitoneal and perigonadal
adipose tissues were removed and weighed on a fine scale
(Bioprecisa®-specificity 0.0001 g—Brasil).

Biochemical serum analysis

The biochemical analysis was carried out on an automa-
tized Coba$ c111 (Roche®) device using Cobas c111 kits
for total cholesterol HDL, LDL, triglycerides and blood
glucose.

Statistical analyses

First, the Shapiro—Wilk test was applied in order to ver-
ify data normality. Aiming to detect possible alterations
in RL animals, comparisons between CLSed groups
and their respective RLSed groups were carried out by
applying a t-Student or Mann—Whitney test. Regard-
ing possible alterations between sex and types of train-
ing, a two-way ANOVA was applied, while a one-way
ANOVA, followed by a Tuckey post hoc test was applied
when comparing, separately, RL males and females from
the same group. In order to obtain the OGTT results,
the total area under the glycaemia curve was computed.
Results are expressed as mean+ SD (standard deviation)
at a significance level of p<0.05. All statistical analyses
were carried out using the SPSS (SPSS Inc®, versao 21)
and GraphPad Prism® 5.0 (San Diego, USA) softwares.

Results

RL males and females body weight, before weaning, was
significantly greater from the fourth and 10th day of life
on, respectively, when compared with CL animals. This
difference remained steady between CLSed and RLSed
groups after weaning during all assessed periods (Addi-
tional file 2: Figures S2A and S2B). No significant differ-
ences between RLSed, RLEnd and RLHIIT male body
weight after weaning until the 90th day of life were
detected (Additional file 2: Figure 52C). However, for
females, this difference was registered only in the last
measurement point, where CLSed presented a statisti-
cally higher body weight mean compared to RLEnd and
RLHIIT (Additional file 2: Figure 52D).
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RLSed males presented significantly higher food
intake for eight out of nine measurements assessed
with respect to CLSed (Additional file 2: Figure S2E).
Regarding CLSed and RLSed females, differences in
food intake were only detected for five out of nine meas-
urement points, where RLSed reached higher values,
(Additional file 2: Figure S2F). As for the food intake of
RLSed, RLEnd and RLHIIT animals, significant differ-
ences were registered among males during the 2nd week
assessment, where RLSed presented a higher mean con-
sumption compared to RLEnd and RLHIIT (Additional
file 2: Figure S2E). In females, significant differences
were observed during the 7th week, where RLSed and
RLEnd presented higher mean consumption compared to
RLHIIT (Additional file 2: Figure S2F).

Additional file 3: Figures S3A and S3B display the com-
parisons between maximum oxygen consumption at days
30 (VO,-1), 60 (VO,-2), 90 (VO,-3) for the CLSed and
RLSed groups of both males and females.

No statistically significant differences in any of the
three assessed time periods were observed for males and
females from the CLSed and RLSed groups. Neverthe-
less, when comparing the VO, max test results between
the first (VO,-1) and the third (VO,-3) test, a depletion
oxygen consumption for the CLSed and RLSed groups,
both males and females was observed. In males, the dif-
ference between VO,-1 and VO,-3 reached 19% (CLSed)
and 30% (RLSed), while in females, the difference reached
19% (CLSed and RLSed).

With respect to the comparison among RL animals,
groups trained in endurance and HIIT showed statisti-
cally significant differences between the third test results
(VO,-3) and the first test results (VO,-1), both for males
and females, pointing out the efficiency of both training
protocols concerning increased breathing capacity in
trained animals. In males, the differences reached 29%
in the RLEnd group and 21% in the RLHIIT group. The
same behaviour was observed for trained females, with
24% and 18% increases in the RLEnd and RLHIIT groups,
respectively. However, concerning the sedentary groups,
30% and 19% drops in the VO, max in the RLSed groups
of both males and females, respectively, were observed.

No statistically significant differences between the
means overfed groups of males and females trained in
endurance and HIIT protocols were observed for the
last VO, max results. Nevertheless, the RLEnd group
of males presented VO, max 61% higher than the val-
ues reached by the RLSed group, while the difference
between the RLHIIT and RLSed groups reached 59%.
The same behaviour was observed for females, where
the RLEnd and RLHIIT groups reached 47% and 39%
higher values than those presented by the RLSed group
respectively.

Page 4of 9

OGTT results for males and females of the CLSed,
RLSed, RLEnd and RLHIIT groups are displayed in Addi-
tional file 4: Figures S4A and S4C. The area under the
curve in RLSed males was 11.2% higher when compared
to CLSed animals statistically significant. This difference
was also observed for OGTT female results, in which the
RLSed group exhibited a 9% higher area under the curve
9 in comparison with the CLSed group. OGTT results
for RL animals showed no statistically significant differ-
ences, neither for males or female of endurance and HIIT
trained groups when compared to the RLSed groups
(Additional file 4: Figures S4B and S4D).

Concerning the Insulin Tolerance Test (ITT), RLSed
males showed a constant rate of glucose disappearance
means (K), 39% lower when compared to the CLSed
group in the ITT, statistically significant, demonstrating
major resistance to insulin in the overfed group (Addi-
tional file 4: Figure S4E). No difference concerning the K,
means between the CLSed and RLSed groups for females
was observed (Additional file 4: Figure S4F).

Among RL males (Additional file 4: Figue S4E), the
RLSed group reached lower values of constant rate of glu-
cose disappearance (Kj;) throughout the ITT when com-
pared to both the RLEnd group (51%) and the RLHIIT
group (60%), demonstrating major resistance to insulin in
sedentary overfed animals when compared to endurance
and HIIT trained groups. However, among females, the
RLHIIT group reached a higher mean K, than animals
from the RLSed (23%) and RLEnd (30%) groups. In other
words, HIIT training was more efficient in increasing
sensitivity to insulin in females compared to endurance
training (Additional file 4: Figure S4F).

Table 1 displays body weight 90 days after birth, nasoa-
nal length, the Lee index and adiposity (relative weights of
perigonadal and retroperitoneal adipose tissues) of males
and females belonging to the CLSed, RLSed, RLEnd and
RLHIIT groups. Both RLSed males and females reached
significantly greater body weight values when compared
to their respective CLSed groups. On the other hand, no
differences were observed for the NAL and the Lee index.
Adiposity, represented by the relative weights of per-
igonadal and retroperitoneal adipose tissues, was signifi-
cantly higher in RLSed males when compared to CLSed
males, at 26% and 58%, respectively.

A significant difference regarding relative retroperi-
toneal adipose tissue weight was observed for females,
where the RLSed group reached a means 45% higher in
comparison to the CLSed group. Despite not presenting
a significant difference, the RLSed group means was 31%
higher compared to the CLSed group means.

No statistically significant differences for final body
weight, NAL, or the Lee Index were observed between
RL male groups, although differences were noted for
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Table 1 Body mass, Lee Index, NAL and adiposity of the male and female groups at the 90th day
Males
CLSed RLSed RLEnd RLHIT
BM (g) 27270£2227 303.25+£2675° 297642442 295.15+38.37
NAL (cm) 23604052 24124074 24054063 74.00+096
Lee Index 27514055 27841063 27681028 2776059
Adiposity (%)
Perigonadal 1554030 1.87+031° 156+£0.18* 1574+035*
Retroperitoneal 150+£048 22540507 145+£030* 1624047
Females
CLSed RLSed RLEnd RLHIT
BM (g) 17645£1059 1065+17.72° 17495+ 15.84* 1738541673
MAL {cm) 205+06 21344074 21124023 20581046
Lee Index 26.11+036 2676+ 081 26.11+£020 2601021
Adiposity (%)
Perigonadal 143+£037 208+058° 182+041 1384043"
Retroperitoneal 1384063 1.814+044 135+£035* 151041

Results are presented as means and standard deviations. A total of 10 rats were used from both groups for all parameters

BM body mass, NAL nasoanal length
**Significant difference compared to RLSed (p<0.05)
b Significant difference compared to CLSed (p < 0.05)

adiposity. The RLSed group presented higher means for
relative perigonadal adipose tissue weight in relation to
RLEnd (20%) and RLHIIT (19%) and also for the relative
retroperitoneal adipose tissue weight in relation to the
two trained groups, with 38% (RLEnd) and 32% (RLHIIT)
differences, respectively. RLSed females reached a statis-
tically higher final body weight means than RLEnd (12%)
and RLHIIT (13%) females. In addition to body weight
differences, RLSed presented a statistically higher rela-
tive perigonadal tissue weight compared to the RLHIIT
group (51%) and a statistically higher relative retroperi-
toneal tissue weight compared to the RLEnd group (34%).
No NAL and Lee Index differences between groups of RL
females were observed.

A significant difference as observed for male CLSed
and RLSed biochemical serology, namely serum glucose,
where RLSed registered a 14% higher means. Despite
no statistical differences, the means of total cholesterol
and triglycerides in the RLSed groups were 36% and 10%
higher when compared to the CLSed means, respec-
tively. A significant difference for female HDL was also
observed, higher in the CLSed group compared to the
RLSed group (Table 2).

Serum glucose means in RLSed males groups were
14% and 18% higher than in males from the RLEnd and
RLHIIT groups, respectively. Among females, the RLSed
group registered a statistically higher glucose serum
means compared to the RLEnd group (11%). Despite no

statistical difference, the RLSed group registered an 8%
higher means than the RLHIIT group. In addition, LDL
means in the RLSed group was significantly higher than
the RLHIIT group (39%) and 21% higher that the RLEnd
mean, albeit non-significantly.

Furthermore, no interactions between sex and type of
training were observed for any of the assessed variables.

Discussion

Metabolic syndrome prevalence has increased, mainly
worsened by infant obesity rises, which, in turn, lead to
increased health problems risks in overweight children
[16]. As obesity tends to be maintained during adult-
hood, it is reasonable to think of this condition as main-
tained during adulthood in overweight children [17, 18].
The overweight/early obesity induction protocol via litter
reduction is currently widely applied, as it allows for the
imitation of overfeeding in humans, common when using
nutritive formulas, for instance, which may imply in met-
abolic alterations in adult life [4].

Evidence classifies physical exercises and regular physi-
cal activity as a non-medicine treatment option for the
control and prevention of children and adult obesity, with
a noticeable improvement in the metabolic condition,
even with body weight alterations [19]. Nevertheless,
children are not usually involved in appropriate physi-
cal activity programs, as only one out of three children
can be considered physically active. Increasing regular
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Table 2 Biochemical variables of the male and female groups at the 90th day

Males

CLSed RLSed RLEnd RLHIT
Blood glucose (mg/dL) 16897+ 2676 1928341232 16957 +2627" 16382417.59°
Total cholesterol (mag/dL) 63811063 7009£1169 67.95+895 7084+856
HDL (mg/dL) 5653+893 6150£953 6148+796 6300705
LDL {mag/dL) 986166 9.83+142 1041+£288 955+257
Trighycerides (rmag/dL) 3091+£1009 4207+£1383 3366+1580 3681E11.55

Females

CLSed RLSed RLEnd RLHIT
Blood glucose (mg/dL) 16859+£1533 166.06£13.15 14922 42155 153.9247.09
Total cholesterol (ma/dL) 70.82+480 7154+618 672811178 62221767
HDL (mg/dL) 64771641 56.88+5.85" 6073+1083 61951422
LDL {mg/dL) 7701150 8794268 724+158 6304151
Trighycerides (ma/dL) 26.18+ 482 3040£551 2767 £562 2547+£237

Results are presented as means and standard deviations. A total of 10 rats were used from both groups for all parameters

*+®Significant difference compared to NRSed (p < 0.05)
% Significant difference compared to CLSed (p < 0.05)

physical activity practice is considered as a crucial inter-
vention on children’s health [7, 19].

In the present study, RLSed animals presented higher
body weight than their respective CLSed since the lst
days of life until the 90th day after birth, also consum-
ing higher food amounts. However, displaying more rel-
evance compared to the observed differences in body
weight, both male and female RLSed animals registered
a relative weight gain in perigonadal and retroperito-
neal adipose tissues. Some years ago, the litter reduc-
tion model was applied in order to demonstrate that not
only was somatic rat growth affected, but a dispropor-
tional increase of body fat deposition was also detected
[20]. The results of the present study corroborate those
reported by Habbout et al. [21] since, according to the
authors, overfeeding during breastfeeding has been
related to a higher probability of hyperphagia, overweight
and obesity and, in rodents, tends to maintain after wean-
ing, even when offspring is fed standard feed.

RLSed males presented alterations in their glycemic
metabolism compared to CLSed males, displaying higher
serum glycaemia, reduced glucose tolerance (OGTT) and
a superior resistance to insulin, expressed as a lower K
value. Regarding females, the RLSed group presented
reduced glucose tolerance (OGTT) only. Several studies
have focused on the effects of early overfeeding and alter-
ations in the insulin-glucose axis in adult animals, since
these animals frequently exhibit augmented glycaemia
and insulin values, as well as unbalances in the insulin-
glucose axis [22, 23]. Overfeeding during breastfeeding
may lead to modifications of insulin signalization routes

in skeletal muscles, increasing visceral fat accumulation
and insulin resistance [24], in agreement to the results
reported herein.

According to the reported results, the glycemic metab-
olism of RLSed males was more damaged by overfeeding
during breastfeeding when compared to RLSed females.
This difference between males and females corroborate a
claim made by Basset and Graig [25], who demonstrated
higher sensitivity to insulin in female adipocytes, due to
an increase in receptor connectivity and, consequently,
higher cellular glucose uptake.

The present study aimed to evaluate different physi-
cal exercises programs integrated in the early life of ani-
mals overfed during breastfeeding. When compared to
the RLSed group, both RLEnd and RLHIIT males and
females registered gains in VO, max at the end of 8 weeks
training, with significant differences when compared to
the RLSed groups, but with no differences between them,
demonstrating the efficiency of both training protocols
to reach VO, max. Fisher et al. [26] distributed 28 over-
weight men into HIIT training and moderate endurance
groups, for 6 weeks, concluding that both were effective
and with no differences concerning cardiorespiratory fit-
ness gain. Kong et al. [27] also verified that both training
types were efficient at increasing VO, max in young and
obese women. This data is relevant clinically, since VO,
max gain is associated to minor risks for cardiometabolic
disease appearance and death for all reasons [7, 28].

In comparison to their respective RLSed, the trained
groups presented lower relative adipose tissue weight,
with no differences between both training types
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concerning central fat gain. Clinically, this data becomes
crucial, since lower fat volume located in the abdomi-
nal cavity is directly related to minor risks for cardio-
metabolic disease development [29]. Turk et al. [30],
concluded that HIIT was more effective at decreasing
body fat in comparison with endurance training in obese
adults. On the other hand, Kong et al. [27] verified that
obese endurance trained women presented significant
improvement in body composition, that did not occur in
the HIIT trained group. Ficher et al. [26] concluded that
both HIIT and endurance were effective and presented
no significant differences regarding body fat ratio reduc-
tion in overweight men.

Both training protocols were effective at improving
the glycemic metabolism of trained RL animals, with a
drop in glycaemia levels during fasting in endurance and
HIIT trained males and females, despite non-significant
differences with RLHIIT females. Clinically, increases
in impaired fasting glucose in infants have been associ-
ated with increased DM2 risk in adulthood [31] and the
results reported herein show equivalence of both types
of exercises beginning in the childhood period on hyper-
glycaemia prevention in adult RL animals. On the other
hand, no OGTT differences for both males and females
belonging to the RLEnd and RLHIIT groups when com-
pared to the CLSed group were detected, concluding that
both adopted protocols were inefficient at improving
insulin tolerance in trained RL animals. In spite of this,
RLEnd and RLHIIT males presented higher sensitivity to
insulin in the ITT, as well as RLHIIT females, when com-
pared to their respective RLSed groups.

The glycemic metabolism of RL males is more
impacted by overfeeding during breastfeeding compared
to RL females [25], which may explain the absence of dif-
ferences concerning insulin sensitivity between CLSed
and RLSed females. Some studies indicate some simi-
larity between HIIT and endurance effects on insulin
sensitivity [26], while others report that higher intensity
HIIT training may be more decisive in improving this
parameter, even among healthy individuals [32], which
can explain the higher sensitivity to insulin observed in
RLHITT females.

Moderate endurance exercise is usually prescribed aim-
ing to improve body composition, physical capacity and
certain health parameters in children and adults. How-
ever, interest in HIIT protocols has increased recently,
mainly due to the same benefits brought by moderate
endurance training, but less lengthy. Despite increased
studies comparing both types of exercises, only some
compare their effects on overweight children. Araujo
et al. [33] compared moderate endurance and HIIT pro-
tocol effects in overweight children, concluding that both
types of training were efficient at improving peak VO,
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and general health condition. Two meta-analyses [32,
34] compared HIIT protocols and moderate endurance.
The authors observed that HIIT can be considered more
effective in improving several health parameters, such
as VO, max and insulin resistance, with a lower train-
ing volume. However, the same authors point out certain
constraints, such as the amount of included studies and
intervention duration, which requires further research to
reach more robust conclusions.

The present study is relevant since, in contrast to
experimental studies involving metabolic alterations and
physical exercise, animals were submitted to training pro-
tocols at an early stage, specifically, soon after weaning.
Results indicate that the adopted moderate endurance
and HIIT protocols were efficient at improving some
conditions caused by overfeeding during breastfeeding,
mainly glycemic metabolism parameters and prevention
of central fat gain. Regular physical exercise is beneficial
in early life, even for inadequately fed individuals during
a crucial development stage and, consequently, at higher
risk for metabolic alterations. These results could aid in
physical exercises program composition, as part of non-
medical treatment aiming at losing weight and obtain-
ing metabolic improvement in early overweight children,
as well as reducing risks for cardiometabolic diseases in
adult life. Further studies involving litter reduction model
and different physical exercise protocols, such as type,
duration, intensity and weekly frequency, are required
in order to better understand the influence of physical
activity in individuals with early body weight alterations
and possible long term metabolic alterations.

Conclusions

Both moderate intensity endurance training and HIIT
protocols included in early life were efficient concerning
cardiorespiratory capacity gain, lower relative adipose
tissue weight, and improvement in glycemic metabolism,
reverting or preventing metabolic alterations as conse-
quence of overfeeding during breastfeeding, in both male
and female Wistar rats.

Additional files

Additional file 1: Figure 51. Study flow chart. RL: reduced litter group; CL:
control litter group; HIIT: high intensity interval training.

Additional file 2: Figure 52. Male and female body mass and food intake.
Male (A) and female (B) body mass before weaning. CLSed, RLSed, RLEnd
and RLHIT male (C) and female (D) body mass after weaning. CLSed,
RLSed, RLEnd and RLHIT male (E) and femnale (F) food intake after wean-
ing Results are presented as means and standard deviation. Ten rats were
used for both groups for all parameters. "CL and RL intergroup differences;
#5381 intragroup differences. p< 0.05.
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p<005

Additional file 3: Figure 53. Male (4) and female (8) maximal cxygen
uptake (WO, max). Results are presented as means and standard deviation.
Ten rats were used in both groups for all parameters. *intragroup differ-
ences at VO, max-1 and VO, max-3; *differences between NREnd/NRHIT
groups compared to NRSed at VO, max-3. p <0.05.

Additional file 4: Figure 54. Cral glucose tolerance test (OGTT) and
Insulin tolerance test (ITT) in males and females. Male OGTT (&) and (B)
respective area under the curve; Female (C) OGTT and (D) respective area
under the curve; (£) Male ITT and respective K; (F) Female T females
and respective K. *"Same letters or symbols: significant differences.
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mellitus; END: endurance training; HOL: high-density lipoprotein cholesteral;
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Additional file 1:. Figure 1. Study flow chart. RL: reduced litter group; CL:

control litter group; HIIT: high intensity interval training.
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Additional file 2: Figure 2. Male and female body mass and food intake. Male
(A) and female (B) body mass before weaning. CLSed, RLSed, RLEnd and
RLHIIT male (C) and female (D) body mass after weaning. CLSed, RLSed,
RLEnd and RLHIIT male (E) and female (F) food intake after weaning. Results
are presented as means and standard deviation. Ten rats were used for both
groups for all parameteres. "CL and RL intergroup differences; #¥RL intragroup

differences. p<0.05.
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Additional file 3: Figure 3. Male (A) and female (B) maximal oxygen uptake
(VO2 max.). Results are presented as means and standard deviation. Ten rats
were used in both groups for all parameters. #¥intragroup differences at VO
max.-1 and VO max.-3; 2differences between NRENd/NRHIT groups

compared to NRSed at VO2 max.-3. p<0.05.
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Additional file 4:. Figure 4. Oral glucose tolerance test (OGTT) and Insulin
tolerance test (ITT) in males and females. Male OGTT (A) and (B) respective
area under the curve; Female (C) OGTT and (D) respective area under the
curve; (E) Male ITT and respective Kiy; (F) Female ITT females and respective

Kit. 2"Same letters or symbols: significant differences. p<0.05.
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EFFECT OF POST-NATAL OVERFEEDING ON THE MALE AND FEMALE
WISTAR RAT REPRODUCTIVE PARAMETERS

1Costa, V.M.G.; 2Andreazzi, A.E.; Bolotari, M.; Lade, C.G.; Guerra, M.O.;
Peters, M.V.;

! Reproductive Biology Center, Federal University of Juiz de Fora, Juiz de Fora,
Brazil.

2 Laboratory of Physiology, Department of Physiology, Federal University of Juiz
de Fora, Juiz de Fora, Brazil.

ABSTRACT

Overweight/obesity has become a worldwide epidemic, and factors such as
a sedentary lifestyle and inadequate eating habits directly contribute to the
development of this condition. Studies indicate that rapid weight gain at critical
development stages, such as the lactation period, is associated with the
development of obesity, cardiovascular diseases and diabetes in the long term.
In addition to metabolic changes during adulthood, overweight/obesity may
influence reproductive function of the population. In this context, the present
study aimed to evaluate post-natal overfeeding effects on male and female
Wistar rat reproductive parameters. Postnatal overfeeding was induced by
applying the litter reduction method, for both sexes. Forty animals were used,
divided into four groups: two with standard litters (SLJ& and SL?) and two with
reduced litters (RLJS and RL?Q). The males were euthanized at 90 days of age,
on the same date the females were mated. Females were also euthanized after
the 20" day of gestation. Metabolic and reproductive variables were analyzed.
Regarding males, RL animals showed increased body mass, adiposity and
decreased relative weight of the seminal vesicle, prostate and epididymis, as
well as changes in the ITT and OGTT glycemic tests. Concerning females, RL
animals presented increased body mass, relative perigonadal fat weight,
glucose intolerance, as well as increased weight of female pup. The litter
reduction method was efficient in leading to metabolic and reproductive

alterations in male and female Wistar rat.

Key words: Animal reproduction, Postnatal overfeeding, Obesity, Wistar.
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INTRODUCTION

Obesity is a complex and multifactorial condition, considered one of the
main public health problems today. Excess weight in both children and adults
can contribute to the development of serious comorbidities such as diabetes,
cardiovascular diseases, hypertension and respiratory problems, thus raising
mortality rates associated with obesity (WHO, 2014). In addition, obesity is also
related to changes in the reproductive function in both genders, which can lead
to infertility and post-pregnancy complications (PRACTICE COMMITTEE OF
THE AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE, 2015).

To study obesity/overweight control and treatment strategies and/or their
comorbidities, experimental methods are used on laboratory animals, involving
the consumption of hypercaloric diets, high fat high sugar, cafeteria diets, litter
reduction, among others (CESARETTI; KOHLMANN JUNIOR, 2006)

The litter reduction method in rodents consists in the reduction of the
number of pups, on the second day of postnatal life to three to five animals per
mother, aiming at lower competitiveness regarding food resources and,
consequently, favoring greater breast milk availability (BEI et al., 2015).
Overfeeding during the infancy phase, an important period concerning in the
development of various organs and systems, can lead to hormonal
dysregulation through epigenetic pathways, with the potential of altering
hypothalamic pathway ontogeny, leading to lack of control over energy balance,
increased appetite and decreased energy expenditure (PLAGEMANN et al.,
1999).

To analyze the effect of early over-nutrition on adult obesity
programming, a study was conducted with formula-fed infants, and
demonstrated that the magnitude of weight gain during the first week of life may
be critical for the development of obesity in adult life (STETTLER et al., 2005).
The difference in growth between breastfed and formula-fed infants is higher
during the first postnatal weeks, when breastfed infants often lose weight, while
formula-fed infants tend to gain weight (SINGHAL; LANIGAN, 2007). These
reports support the growth acceleration hypothesis, which proposes that rapid
infant growth may alter metabolism and metabolic syndrome components,
influencing the development of obesity in adult life (WAHLQVIST et al., 2016b).
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In addition to the metabolic alterations generated by infant overfeeding, the
reproductive capacity in the adult life of these individuals can also be affected
by several stimuli that act during different development stages which can be
mediated by alterations in the hypothalamic-pituitary-gonadal axis (ZAMBRANO
et al., 2014). In obese individuals, both the physical and molecular structure of
spermatozoa can be affected (PALMER et al., 2012).

In addition, studies such as those carried out by Bei et al. (BEI et al., 2015)
and Sanchez-garrido (SANCHEZ-GARRIDO et al., 2015) demonstrated that the
litter reduction method associated to the administration of a high fat diet is able
to generate metabolic and overweight disorders in young Wistar rat females, as
well as decreases in luteinizing hormone (LH) and estradiol levels in blood by
kiss1 gene expression suppression, responsible for LH stimulation/release.

Although metabolic alterations that support the development of obesity in
rats from reduced litter have been reported, no studies regarding their effects on
the reproductive capacity of this model are available, since overweight/obesity
is capable of altering the various mechanisms that act on the reproduction of
these animals. Therefore, the aim of this study was to evaluate overfeeding
effects induced by the litter reduction protocol on the reproductive parameters of

male and female Wistar rats.

MATERIAL AND METHODS
Subjects

Fourteen Wistar rats (Rattus norvegicus L. Berkenhout, 1769) were used,
20 males and 20 females, distributed in four experimental groups: one
comprising 10 standard litter rats, containing 10 female pups per mother (SL?%),
another with 10 rats from a reduced litter, where each mother cared for four
female pups (RL?Q). The same was carried out with males (SLJ and RLdJ,
respectively). The animals were supplied by the breeding laboratory and
maintained at the experimental biology laboratory at the Federal University of
Juiz de Fora (UFJF), Brazil, - CIAEP n° 01,0048,2013 - in ALESCO®
microisolators (Brazil) lined with selected non-sterilized shavings, equipped with
a wire trough for pellet-type feed and bottle-type polypropylene bottle feeders

filled with filtered water.
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The cages were maintained in ventilated ALESCO® racks at a controlled
temperature of 22 £ 2 ° C. The animals were housed in rooms with controlled
light/dark cycle of 12 hours. All procedures were approved by the UFJF Ethics
Committee on the Use of Animals (CEUA / UFRJF - protocol no 045/2015).

Litter reduction protocol

On the second postpartum day, offspring from the SL and RL groups
were reassigned into four subgroups, two comprising only female offspring
(SL? and RL?) and two comprising only male offspring (SLJ and RL{3), leaving
ten females/males for each mother in the SL groups and four females/males for
each mother of the RL group. Weaning occurred on the 21s' postnatal day,
followed by feeding with Nuvital CR 5® commercial feed for all animals.

Body mass food and consumption progress

The body mass of SL and RL animals was recorded weekly from the fourth
postnatal day to the 90" day of life. Weight evolution was calculated by the
difference between the body masses of the animals measured from a previous
week by the subsequent one. Food consumption was also recorded weekly by
the difference in weight between the amount of offered food and the remaining

amount, 24 hours after food supplying.

Oral glucose tolerance test (OGTT)

At 90 postnatal days, the animals were submitted to a six-hour fasting
period and blood was collected to measure capillary glycemia at TO (time zero).
Subsequently, 2g/kg body weight of a 50% glucose solution were
intragastrically administered, and blood samples were then collected at T1 (15
min), T2 (30 min), T3 (60 min), and T4 (120min) (SILVA et al., 2015). The tail
lance method was used for blood collection and all samples were analyzed on

an AccuChek Advanced capillary gauge (Roche®, Germany).

Insulin tolerance test (ITT)

The ITT was performed one week after the OGTT and also after the six-

hour food fast. All animals received SLH insulin (Novolin® N-Novo Nordisk,
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Bagsvaerd, Denmark) intraperitoneally at 1 IU/kg body weight after blood
glucose measurement at time O (baseline) and subsequent times of T5 (5min),
T15 (15min), T30 (30min) and T45 (45min) (HIRATA et al., 2003). Blood was
collected by the same method described for OGTT.

Female mating

After 90 postnatal days, all females of each group were submitted to mating
with breeding males. After confirmation of the proestrus, analyzed by vaginal
smears, the males were placed in the female cages at dusk and remained there
for 16 hours. Subsequently, the animals were separated and the females
submitted to a new vaginal smear procedure. The first day of gestation was
confirmed by the presence of vaginal or sperm buffer in the vaginal smears. On

the 20™ day of pregnancy, females were weighed and euthanized

Euthanasia procedure

All animals were euthanized by cardiac exsanguination following
anesthesia and diaphragmatic rupture supplementation - Normative Resolution
No. 37 CONCEA (RAUPP, 2018). The anesthetic protocol combined the
dissociative anesthetic chetamine hydrochloride at a 90 mg/kg dose
(Vetanarcol®, Konig, Brazil) and the sedative and myorelaxant xylazine
hydrochloride at a 10 mg/kg dose (Kensol®, Konig, Brazil). The two drugs were
mixed and applied intraperitoneally, according to the anesthesia protocol
recommended by Wolfensohn and Lloyd (LLOYD; WOLFENSOHN, 1996). A
minimum of 5 minutes was allowed prior to diaphragmatic rupture. The weights
of the male and female reproductive organs, as well as retroperitoneal and
perigonadal fat, were also measured on an analytical scale (Bioprecisa®,
specificity of 0.0001g, Brazil) and weight corrected by body weight, establishing

the relative weight for each animal.

Reproductive analyses
Males:

Testicular descent and differentiation of penile gland morphology
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At 15 postnatal days, animals were monitored daily to check testicular
descent. At 25 postnatal days, differentiation of the penile gland morphology
was also monitored, identifying the day of the appearance of the three
differentiation phases (A, B and C), observed according to Yamasaki et al.
(YAMASAKI et al., 2001), Phase A is characterized by a projecting structure in
the penis gland, which begins with a gradual change to a W shape (phase B),

and a subsequent change from the W shape to a flattened surface (phase C).

Sperm counts

Spermatozoa were collected from epididymal secretions through a small
incision of the tail of the left epididymis. Secretions were placed in 50 pL of a
PBS buffer solution (Sigmal) and mixed. After homogenization with PBS, a 20
pL aliguot was removed and placed in 6 mL of distilled water to immobilize the
spermatozoa (dilution 1:300) for counting on a Neubauer chamber, using a
model BH-2 optical microscope (Olympus®, Japan) at 40x magnification. The
mean sperm count values of the four lateral quadrants on both sides of the
chamber were considered to calculate the sperm concentrations using the
formula:

Sperm concentration (sptz/mL) = Means x 300 x 104.

Evaluation of spermatic vitality

Spermatozoon smears were performed and stained by the Nigrosina eosin
technique (WHO, 2010), where two hundred spermatozoa from each animal,
classified as living or dead, were evaluated under a BH-2 optical microscope
(Olympus®-Japan), at 1000x magnification. Data were expressed as

percentage of live spermatozoa.

Sperm morphology evaluation

Spermatozoa smears were obtained and stained by the Shorr technique for
the determination of the abnormality index and morphological classification,
(WHO, 2010). A total of 200 spermatozoa were analyzed and classified as
normal or abnormal using a BH-2 optical microscope (Olympus®, Japan) at

1000x magnification. Abnormal alterations comprised head (amorphous) and
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tail (broken and coiled) defects, according to Seed et al. (SEED et al., 1996)
and Oshio et al. (OSHIO et al., 2015).

Histometric analyses

The right epididymis and right testis were used for the hystometric
analyses. The epididymis was fixed in Bouin for 24 h. The testis was fixed in a
modified Karnovsky fixative (4% paraformaldehyde: 4% glutaraldehyde in 0.1
mL/L phosphate saline buffer, pH 7.4). The organs were included in paraffin,
sectioned at 5 ym thickness for epididymide Gomori trichrome staining and
testicle hematoxylin and eosin staining. The height of the epididymis epithelium
was determined from four measurements per tubule in 10 transverse
tubules/animal in the initial segment and in the epididymis caudal area. Mean
tubule epithelium height was calculated and six animals per group were
analyzed. The epithelium height of the seminiferous tubule was determined by
calculating the means of four opposite measurements (basal lamina to the last
nucleated round spermatid). The luminal diameter was calculated by the
difference between the total diameter and the sum of two horizontal epithelium
heights. The most circular tubules of six testicles per group were analyzed,
totaling 20 tubules per animal. Histological sections were photographed using
an AXIOPHOT HBO50 (Zeiss®) optical microscope with a coupled camera
(AXIOCAM ICc3, Zeiss®). The Image Pro Plus® version 6 software was used

for the measurements.

Females:
Vaginal opening

From the 21s' postnatal day, females of both groups were inspected daily for

vaginal membrane rupture.

Dissection, female organ weighing and fetal analyses

After euthanasia, necropsy and removal of right and left ovaries were
carried out in the mothers. Luteal bodies were counted using a stereoscopic
Steime SV-6 microscope (Zeiss®, Germany) and the total number of implants

and resorptions in the uterine horns were quantified.
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Uteri were weighed with contents and the final body mass of the mothers
was considered by calculating the difference between the weights obtained
before euthanasia and the weights of the uterus with contents. Weights and the
number of live and dead fetuses and their respective placentas were also
obtained and separated by sex. Fetal nasal length was determined with a digital

caliper.

After fetus euthanasia, external morphologies were analyzed, considering
upper and lower limbs morphology and the presence or absence of polydactyly
and syndactyly. The presence of cranioschisis, micro or anophthalmia, cleft
palate, cleft lip and macro or microglossia were also assessed in the skulls (MT
et al., 2010). All analyses were carried out with a Steime SV-6 microscope
(Zeiss®, Germany).

The following indices were calculated: gestation = (total number of mated
females that remained pregnant/number of not pregnant mated females) x 100;
implantation = (total number of deployments/total number of corpora lutea) x
100; birth = (total number of fetuses/total number of implantation) x 100; pre-
implantation losses = (total number of corpora lutea - total number of
implantations/total number of corpora lutea) x 100; fetal malformations = (total
number of malformations/total number of fetuses) x 100 (BALASINOR et al.,
2002).

Statistical analyses

The Shapiro-Wilk test was performed to verify data normality. Comparisons
between the SL and RL groups were carried out using Student’s t test or the
Mann Whitney test for parametric or non-parametric data, respectively. OTGG
results were obtained by calculating the total area under the glycemic curve.
Significance levels were set at p <0.05. All analyses were performed using the
SPSS® (Statistical Package for the Social Sciences) programs, Summer 21
(New York, USA) and Graphpad Prism® - Version 5 (La Jolla, USA) softwares.
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RESULTS

The body mass of RL males prior to weaning was significantly higher from
the 4" day of life when compared to SL animals and was maintained after
weaning in all evaluated timeframes (Figure 1). In females, this difference was
detected from the 10" postnatal day until weaning, also remaining at all
evaluated points after timeframes (Figure 1).

As displayed in Figure 1, RL males presented significantly higher feed
intake than SL. Regarding SL and RL female feed intake, a significant increase
in the RL group was observed in relation to SL animals.

Regarding body mass after weaning, both RL males and females presented
significantly higher values when compared to their respective SL groups (Figure
1).

Adiposity was significantly higher in RL males when compared to SL males,
with a 26% increase for relative perigonadal fat weight, and 58% for
retroperitoneal fat. In females, a significant difference in the relative weight of
the perigonadal adipose tissue compared to the RL group was noted, with a
45% increase when compared to the SL group. Although no significant
difference in the relative weight of retroperitoneal adipose tissue in females was
observed, the means of the RL group was 31% higher when compared to the
means of the SL group.

Figure 2 also displays the OTGG results for SL males and females
compared to the RL groups. The mean area under the RL males curve was
11.2% higher compared to the SL animal results. A significant difference was
also detected for female OTGG results, with the RL group presenting mean
area under the curve 9% higher compared to the SL group.

Regarding the male reproductive analyses, no differences were noted for
testes descent or gland morphology (Figure 4) between the SL and RL groups.
Concentration, vitality and sperm morphology were also not statistically different
(Figure 4), although RL animals presented a 10.52% reduction in the relative
weight of the epididymis, a 12.5% decrease for the seminal vesicle and a 13.3%
decrease in prostate weight compared to the SL animals (Figure 4). Also
presents a significant difference on the vaginal opening in period in RL females

of in comparison to the control group.
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Regarding histometry, no significant alterations of the seminiferous tubule
and epididymis were observed between SL and RL animals (Figure 4).

Figure 5 present the results of the assessed female reproductive variables,
where the first sought to evaluate their reproductive capacity through
gestational indexes, and the second aimed at fetal analyses, with a significant
difference in the weight of female fetuses between the RL and SL groups.

DISCUSSION

The litter reduction method in rats simulates the nutrition of human infants
who feed on formulas, since less competition during breastfeeding allows for
offspring overfeeding. Some of the overweight/obesity pathophysiological
mechanisms and their complications can be clarified through this model, since it
is known that the weight gain during the first postnatal weeks is related to the
disease development and its comorbidities (STETTLER et al., 2005).

Our findings indicate that males exposed to overfeeding during the lactation
period present higher feed intake, body mass, retroperitoneal and perigonadal
fat and glucose intolerance as adults, demonstrating that the litter reduction
model for the study of overnutrition effects is effective for long term
overweight/obesity induction, also reported by Plagemann et al. (PLAGEMANN
et al., 1999), Boullu-Ciocca et al. (BOULLU-CIOCCA et al., 2005) and Collden
et al. (COLLDEN et al., 2015).

In males, obesity is associated with low levels of total testosterone due to
decreased levels of Sexual Hormone Binding Globulin (SHBG), since
testosterone binds with high affinity to this globulin, with 98% of circulating
testosterone bound to SHGB or albumin and 2% is in its free form (KOKKORIS;
PI-SUNYER, 2003). As a consequence, the ratio of free testosterone to total
testosterone is higher in obesity conditions, and the total dosage of this
hormone is subject to fluctuations induced by the quantitative variations of
carrier proteins, especially SHBG (VIEIRA et al., 2008).

Thus, when analyzing glycemic metabolism in RL males, a lower insulin
sensitivity in the ITT test was noted, with insulin resistance being a subnormal
response in glucose uptake by cells, especially in muscle and fatty cells. As a

consequence of lower glucose uptake, higher insulin synthesis is necessary for
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the maintenance of normal glycemic levels, thus increasing circulating insulin
levels, therefore, accompanied by hyperinsulinemia (CESARETTI; KOHLMANN
JUNIOR, 2006), a condition present in overweight/obese individuals and related
to decreased SHBG (PRACTICE COMMITTEE OF THE AMERICAN SOCIETY
FOR REPRODUCTIVE MEDICINE, 2015), consequently decreasing
testosterone transport.

In addition, RL males presented decreased epididymis, seminal vesicle and
prostate weights. Circulating testosterone linked to carried proteins (SHGB and
albumin), upon entering the cell can be converted into DHT by the action of 5-
alpha-reductase on target tissues (epididymis, seminal vesicles and prostate),
DHT is the primary androgen effector in such tissues, so decreased tissue
weight may be related to DHT formation inhibition or the low circulation of
SHBG-bound testosterone due to hyperinsulinemia as a consequence of
increased peripheral insulin resistance, as shown in the ITT results for the RL
group. Depending on the severity of the response, this may or may not be
detectable microscopically (OECD, 2001). Herein, epididymis histomorphometry
of overfed animals was unaltered.

Free testosterone is the biologically active hormone necessary for normal
spermatogenesis (KOKKORIS; PI-SUNYER, 2003), however, inhibition of DHT
formation or decreased SHGB concentrations have morphological effects on
spermatogenesis. Testosterone levels were not measured herein, but our
findings indicate that overfeeding in infancy does not lead to changes in the
spermatogenic process, in testicular weight or in the sperm analyses carried
out, indicating that free testosterone concentrations would not have been
altered.

Data from the literature with respect to obesity associated with
spermatogenesis are controversial. A review by Cabler et al. (CABLER et al.,
2010), in both humans and animals, demonstrated the relationship between
obesity and decreased sperm concentration, abnormal morphology,
compromised chromatin integrity and abnormal motility. Studies that correlate
BMI and sperm concentrations are discrepant, as some demonstrate
associations and others do not (AGGERHOLM et al., 2008; BAKOS et al., 2011,
JENSEN, TINA KOLD et al., 2004; PAASCH et al., 2010). On the relationship
between BMI and sperm morphology MacDonald et al. (MACDONALD et al.,
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2010) carried out a systematic meta-analysis review, and concluded that the
evidence that allows a link between concentration parameters and sperm
morphology with BMI are insufficient, in our findings, overfed animals showed
no alterations in spermatic parameters.

On the other hand, according to the literature, several studies have
demonstrated that obesity in females is associated with metabolic alterations
(CUNHA et al., 2009; PLAGEMANN et al., 1999; SHENG, 2000), as well as
reproductive disorders (JOHANSSON et al.,, 2014; STOTHARD et al., 2009),
reducing not only the quality of life of the animals, but also maternal health and
that of their descendants,

When analyzing females overfed precociously significant increases in body
mass and in food consumption are noted, corroborating the findings reported by
Cunha et al. (CUNHA et al., 2009), who demonstrated an increase in milk
consumption in Wistar females from reduced litters, inducing excess weight in
their offspring. In addition, RL females also presented increased perigonadal fat
when compared to SL females.

Our findings also indicated that overfed females presented glucose
intolerance, corroborating the findings reported by Plagemann et al.
(PLAGEMANN et al., 1999), Balonan; Sheng (SHENG, 2000); Cunha et al.,
(CUNHA et al., 2009), who, when analyzing other maternal overfeeding models,
observed that maternal nutritional changes are related not only to the possible
modifications in their metabolism, but also to the occurrence of future
reproductive alterations, with deleterious effects on offspring development
(BIHOREAU et al., 1986).

Studies such as those carried out by Stothard et al. (STOTHARD et al.,
2009) and Johansson et al. (JOHANSSON et al., 2014) demonstrated several
negative effects of maternal obesity on fetal development, such as congenital
anomalies, asphyxia at birth and other neonatal morbidities. However, the
consequences of nutritional alteration caused by overfeeding in animals from a
reduced litter have not yet been completely elucidated.

With respect to maternal reproductive development, a significant delay in
the vaginal opening period was observed in overfed females when compared to
the control group, indicating a possible delay in puberty onset, disagreeing with
the findings reported by Caron et al. (CARON; CIOFI; PREVOT, 2013), who
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analyzed isogenic mice, and observed early vaginal opening onset of obese
females, obtained applying the litter reduction process, as well as those
reported by Biro et al. (BIRO et al., 2006) and Solorzano and McCartney
(SOLORZANO; MCCARTNEY, 2011) who also observed early puberty onset in
obese females. These changes can lead to variations in the reproductive axis,
including decreased fertility (BREWER; BALEN, 1978; DONNELLY et al.,
2009).

A non-significant increase was observed in the reproductive profile of
overfed females in the present study concerning certain parameters, such as
weight of male fetuses, placenta and size (nasoanal length) in both sexes.
However, only female fetus weight displayed a significant increase when
compared to the control group, evidencing possible maternal metabolic
alterations and consequences on the development of their offspring. These
consequences may be related to the development of an energetically saturated
intrauterine environment in mothers who present body fat accumulation and
insulin resistance (BIHOREAU et al., 1986), thus exposing fetuses to high
amounts of nutrients, leading to accelerated body development, altering the
onset of sexual maturity and the development early metabolic diseases and
associated comorbidities (MANDO et al., 2016; REGNAULT et al., 2013).

In addition, female reproductive capacity parameters in the present study,
such as pregnancy rates, implantation, pre-implantation losses, and amounts
fetal malformations were not statistically different from the controls.

According to the literature and corroborated by the findings reported herein,
the negative influence of overweight/obesity on animal metabolism and
reproduction verified by different nutritional alteration models, is well
established. However, these disorders may vary according to sex and sex
hormones play an important role in the morphodynamics of obesity and its
comorbidities, potentially capable of influencing the amount of food intake and
consequent body weight gains (WANG, 1925). Male rodents present higher
food intake and intake of kilocalories per gram of body weight when compared
to females (ASARIAN; GEARY, 2013).

In addition, it has been observed that females suffer less disturbance than
males, which may be related to genetic factors derived from sexual dimorphism,

where a more significant and accelerated DNA methylation in paternal pro-
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nuclei seems to occur when compared to maternal pro-nuclei (SANTOS et al.,
2005; SANZ; KOTA,; FEIL, 2010).

However, in offspring of obese mothers, it is observed that, although males
may suffer developmental alterations, since they may present decreased
placenta sizes and, consequently, greater susceptibility to maternal organism
and intrauterine environment disturbances (KIM et al., 2014; VAN ABEELEN et
al.,, 2011). Female pups appear to undergo greater changes than males,
possibly due to changes in mitochondrial DNA, as well as the influence of sex
hormones, such as estrogen, in the dysregulation of the insulin-glucose axis
and the presence of mitochondrial dysfunction (MURALIMANOHARAN, GUO,
2012; SABEN et al., 2017; TAYLOR, 2004; ZHOU et al., 2018).

In summary, the litter reduction protocol was effective in altering metabolic

and reproductive patterns in male and female Wistar rats.

CONCLUSIONS

The litter reduction protocol, applied according to the specificities of the
present study, was able to alter the relative weight of the epididymis, seminal
vesicle and male prostate, as well as modify the vaginal opening and weight of

female fetuses in Wistar rats.
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FIGURE 1: Male and female body mass and food intake. Male (A) and female (B) body mass

before weaning. SL, RL male (C) and female (D) body mass after weaning. SL, RL male (E) and

female (F) food intake after weaning. Results are presented as means and standard deviation.

Ten rats were used for both groups for all parameters. "SL and RL intergroup differences.

p < 0.05.
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FIGURE 2: Relative weight of retroperitoneal and perigonadal adipose tissue in males and

females. Oral glucose tolerance test (OGTT) and Insulin tolerance test (ITT) in males and

females. Male OGTT (l) and respective area under the curve; Female (J) OGTT and respective

area under the curve; (K) Male ITT and respective Kit; (L) Female ITT females and respective

Kit. Results are presented as means and standard deviation. Ten rats were used for both

groups for all parameters.

* Kk

SL and RL intergroup differences. p <0.05.
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SL RL
Sex Corporal
parameters (n=10) (n=10)
Testicular 25.0x1.41 245+241
descent
Male Phase A 295222 29.2 +2.09
Penilegland 5y ce B 306+1.9  38.3+0.67
morphology
Phase C 45.9+2.08 44.4 +1.26
Female Vaginal opening 35.3+4.35 36.41 + 4.56*

FIGURE 3: Results are presented as means and standard deviation. "'SL and RL intergroup

differences. p < 0.05.
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SLA RLA
(n=10) (n=10)
Relative weight of organs (g)
Testicles” 1.29+0.12 1.38+0.10
Epididymis 0.19+0.01 0.17 £ 0.01*
Seminal vesicle 0.50 £ 0.06 0.42 £ 0.05*
Ventral prostate 0.15+£0.02 0.13 £ 0.02*
Histometry (um)
Right testicle
Height of the epithelium 40.73 + 3.83 42.72 +2.01
Lumen diameter 169.8 + 9.3 182.76 + 12.12

Totaldiameter

Epididymis
Height Initial segment
of the
epithelium Distal segment
Sperm

Concentration (108/mL)
Vitality (% alive)

Morphology (% normal)

258.91 + 10.59

25.78 4.2

14.78 £1.74

88.19 + 7.45

89.79 + 4,95

271.77 +15.03

26.28 + 6.86

14.84 £1.29

17578.95+6135.20 17111.25 +6860.74

84.65 +7.10

92.30+4.16

Figure 4: Evaluation of organs weight, histometry and spermatic in animals of the standard litter
group (SL) compared to the reduction litter group (RL). Results are presented as means and
standard deviation. #Absolute weight of the testicles. "SL and RL intergroup differences.
p<0.05.
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Maternal Index

Gestation
Implantation

Birth

Pre-implantation loss

Fetal malformations

Fetuses Parameters

Weight of male fetuses

Weight of males’ placenta
NAL of male fetuses
Weight of female fetuses

Weight of females’ placenta

NAL of female fetuses

SLQ RLQ
(n=10) (n=9)
100 (10/10) 100 (9/9)
91 (82/91) 92 (95/103)
91,5 (75/82) 98 (93/95)
10 (91-82/91) 8 (103-95/103)
7.7 (7/91) 8.7 (9/103)
2.18+0.19 2.32+0.11
0.44 + 0.06 0.48 + 0.03
3.25+0.12 3.39+0.14
1.93 +0.33 2.26 + 0.27*
0.42 +0.04 0.46 + 0.01
3.19+0.10 3.20+0.17

Figure 5:Evaluation of gestation, implantation, birth, pre-implantation losses indexes (%), as

well as fetal malformations, naso-anal length (NAL), placental and fetus weights in animals of

the normal litter group (SL) compared to the small litter group (RL). Results are presented as

means and standard deviation. "SL and RL intergroup differences. p < 0.05.
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MORPHOLOGY AND METABOLISM IN FEMALE WISTAR RATS
SUBMITTED TO DIFFERENT OVERWEIGHT INDUCTION METHODS

Carlos Gabriel de Lade!, Marcella Martins Terra®, Ana Eliza Andreazzi!, Vera
Maria Peters?, Vinicius Moreira Gongalves Costa', Mariana Bolotari!, Martha de
Oliveira Guerra®.

!Centro de Biologia da Reproducdo. Universidade Federal de Juiz de Fora.
Brasil.

BACKGROUND: Overweight/obesity is considered a risk factor for
cardiovascular and metabolic diseases and it impacts directly on the
population’s quality of life and longevity. Researches with animal model have
been adopted for a better understanding of the pathophysiology and treatment
of this comorbidity. This condition can be induced by litter size reduction or
hypercaloric diets and, replicates the nutritional profile of the current population.
AIM: To evaluate the effectiveness of litter size reduction and hypercaloric diet
on overweight induction and changes on glucose metabolism in rats obtained
from Centro de Biologia da Reproducdo/UFJF (CIAEP 0100482013).
METHODS: Twenty-eight females were divided into 3 groups and followed from
birth to 100"-days-old: control litter (CL), 8-12 animals/litter (n=10), reduced
litter (RL), 4 animals/litter (n=10) and treated with control diet; hypercaloric diet
litter (HDL), 8-12 animals/litter (n=8), treated with hypercaloric diet. All animals
were submitted to an oral glucose tolerance (OGTT) and insulin tolerance tests
(ITT). At 100"-days-old days of age, the animals were weighted, euthanized
and the retroperitoneal and perigonadal fats were collected. RESULTS: The CL
presented lower average body mass (168+9.5g) than the averages RL
(191+7.5g) and HDL (197+12.5¢g) (p<0.05). Fat mass was higher in RL (7.6£2Q)
regarding to CL (5.5+1.4g) and HDL (5.3%£1.5g) (p<0.05). The HDL showed
lower glucose clearance in OGTT, represented by a larger area under the curve
(16270+1600) compared to CL (13910+£1880) and RL (14150+1340) (p<0.05).
The plasma glucose disappearance rate constant (Kirr) in ITT did not differ
between groups. CONCLUSION: The models were effective to induce
overweight in females at 100"-days-old compared to CL. The HDL showed
higher change in glucose metabolism during the OGTT compared to other
groups.

KEYWORDS: obesity; overweight; metabolism; litter size reduction;
hypercaloric diet

COMPARACAO DA EFICACIA DE DOIS MODELOS PARA INDUCAO DE
OBESIDADE EM CRIAS DE RATAS WISTAR.

Carlos Gabriel de Lade!, Vera Maria Peters?, Marcella Martins Terral, Ana Eliza
Andreazzi?, Martha de Oliveira Guerra®.

LPrograma de Pés-Graduagdo em Salde Brasileira, Centro de Biologia da
Reproducdo, Universidade Federal de Juiz de Fora. #Departamento de
Fisiologia, Universidade Federal de Juiz de Fora. Email: lade.gab@gmail.com

INTRODUCAO - Estudos epidemiol6gicos tém demonstrado que o rapido
ganho de peso na infancia estd associado ao desenvolvimento da obesidade
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infantil e em jovens adultos em diversas populagbes, sendo que a fase da
lactacdo pode ser considerada um periodo critico para alteragbes futuras do
estado nutricional e hormonal da prole. Em pesquisas relacionadas a
obesidade, suas possiveis causas e tratamentos, estudos experimentais tém
sido amplamente utilizados. Os modelos que mais se aproximam do que ocorre
em humanos sdo os que induzem o aumento do peso através dietas
hipercaldricas e a reducdo de ninhada, que se assemelha a ingestdo calérica
excessiva pelos lactentes. OBJETIVO - Comparar a eficacia da inducdo do
sobrepeso/obesidade de crias através dos modelos de reducdo de ninhadas e
dieta hipercaldrica em ratas Wistar do Centro de Biologia da Reproducéo/UFJF.
METODOS - Cinquenta e duas fémeas Wistar foram divididas em trés grupos e
acompanhadas do nascimento ao 90° dia: ninhada controle (NC), 8-12
animais/ninhada (n = 20) e tratados com ragdo controle’; ninhada reduzida
(NR), 4 animais/ninhada (n = 20) e tratados com ragéo controle”; ninhada dieta
hipercalérica (NDH), 8-12 animais/ninhada (n = 12) e tratados com ragéo
hipercalérica®. A evolugdo do peso corporal e consumo alimentar foram
acompanhados durante 90 dias a partir do desmame (21° dia), semana a
semana. RESULTADOS - O grupo NR apresentou media de peso corporal
(36,12 £ 2,54 g) e consumo alimentar (4,0 g/dia) superiores aos grupos NC
(33,5 £ 3,59 g; 3,2 g/dia) e NDH (31,4 + 3,65 g; 2,6 g/dia) ja no desmame, com
diferencas significativas (p < 0,05). As médias de peso corporal e consumo
alimentar do grupo NR aos 90 dias (173,7 + 8,8 g; 13,4 g/dia) foram superiores
guando comparados com as médias dos grupos NC (160 + 8,5 g; 12,4 g/dia) e
NDH (163,9 = 13,9 g; 10 g/dia), com diferencas significativas, inclusive com
médias superiores em todos os pontos de medidas durante 90 dias (p <0,05).
CONCLUSAO - O método de reducdo de ninhadas mostrou-se mais eficiente
para inducdo de sobrepeso/obesidade nas crias quando comparado com o
modelo tradicional, cujo as crias foram submetidas a uma dieta hipercalorica, o
gue credencia o0 modelo a ser utilizado em estudos experimentais do
sobrepeso/obesidade nos animais da colénia do CBR/UFJF. CEUA/UFJF:
045/2015. Suporte Financeiro: Rede Mineira de Bioterismo - FAPEMIG. Rede
TOXIFAR - FAPEMIG.

*Nuvital® (Curitiba, Brasil); **PragSolucées® (Jau, Brasil).

EFEITOS DA SUPERALIMENTA(}AO DURANTE A LACTA(}AO NO
DESENVOLVIMENTO FiSICO E NEUROMOTOR DE MACHOS WISTAR.
1Silva, C.R.; Costa, V.M.G.; 1Bolotari, M.; Lade, C.G.; 'Rocha, B.M.O.;
lAndreazzi, A.E.; Peters, V.M.; Guerra, M.O.

!Centro de Biologia da Reproducdo/ Universidade Federal de Juiz de Fora -
MG

INTRODUCAO: O sobrepeso/obesidade é considerado um fator de risco para
doencas cardiovasculares e metabdlicas, impactando diretamente na
gualidade de vida da populacédo. Estudos epidemiolégicos tém demonstrado
gue o rapido ganho de peso na infancia esta associado ao desenvolvimento da
obesidade infantil e jovens adultos em diversas populag¢des, sendo a fase de
lactacdo considerada um periodo critico para alteragcbes futuras do estado
nutricional e hormonal da prole. Além disso, durante esse periodo, fatores
como 0 excesso nutricional pode interferir no desenvolvimento fisico e
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neuromotor da prole. Em modelos experimentais, a superalimentacdo durante
a lactacdo pode ser induzida pelo método de reducéo de ninhada. OBJETIVO:
Avaliar os efeitos da superalimentacdo na lactacdo no desenvolvimento fisico
e neuromotor de filhotes Wistar machos provenientes de ninhadas reduzidas,
obtidas no biotério do Centro de Biologia da Reproducédo/UFJF (CIAEP
0100482013). METODOS: CEUA/UFJF: 045/2015.60 filnotes Wistar machos
foram utilizados no estudo e distribuidos em: ninhada padrdo (NP), composta
por 10 animais/ninhada e ninhada reduzida (NR) por 4 animais/ninhada. O
remanejamento dos filhotes para a formagdo das ninhadas ocorreu no
segundo dia po6s-natal, sendo desmamados no 21° dia de vida. Os animais
foram pesados nos dias 4, 10, 15, 20, 21 e 25. Além disso, a partir do
segundo dia de vida, foram avaliados quanto ao desenvolvimento fisico
através da observacdo da abertura dos olhos, desdobramento do pavilhdo
auricular, aparecimento de lanugo e pelos, erupc¢do dos incisivos e descida
dos testiculos. O desenvolvimento neuromotor foi avaliado através dos testes
de preensado palmar, orientacdo, esquiva ao abismo e geotaxia negativa. O
teste de Mann Whitney foi utilizado para comparagdo das variaveis
guantitativas, enquanto que as variaveis qualitativas foram analisadas pelo
teste Qui Quadrado. O nivel de significancia estatistica adotado foi p < 0,05.
RESULTADOS: Os dados sao apresentados na sequéncia NP (n=31) e NR
(n=29). Com relagdo ao desenvolvimento fisico, foram observadas diferengas
significativas no descolamento de orelhas (4,41+0,50 e 4,65%0,55),
aparecimento de incisivos tanto superior (9,54+1,09 e 9,34+0,97), quanto
inferior (11,25+0,68 e 11,06%0,99), além de descida de testiculo (25,22+1,85e
24,31+2,08). Também houve diferencas significativas em alguns reflexos
neuromotores, tais como resposta postural (2,03+0,17 e 2,17+0,46), geotaxia
negativa (7,67+2,28e 7,48+2,06) e orientacdo (7,77+1,99 e 6,58+2,09). Além
disso, ocorreu diferenca significativa na massa corporal entre NP e NR no 4°
(79+0,6g e 7,8g9+0,7g), 10° (12,4+1,89 e 15,4+1,7g), 15° (17,6%£3,1g e
23,0+2,69), 20° (23+3,8g e 31,1+4,39g), 21° (26,5+4,9g e 34,7+4,1g) e 25°
(36,5+5,7g e 44,4+52g) dia de vida poOs-natal. CONCLUSAO: Foram
observados retardo ou precocidade em diversos parametros, tanto do
desenvolvimento fisico quanto dos reflexos neuromotores, nos animais NR em
relacdo ao grupo NP. Se tais alteracdes refletem futuros problemas na vida
adulta, considera-se objeto de outros estudos em andamento.

Suporte Financeiro: Rede Mineira de Bioterismo - FAPEMIG (CVZ RED
00009/14). Rede TOXIFAR - FAPEMIG (CBB RED 00008/14).

AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO FiSICO E NEUROMOTOR DE
FEMEAS WISTAR SUPERALIMENTADAS DURANTE A LACTACAO.

'Rocha, B.M.O.; !Bolotari, M.; 1Silva, C.R.; !Lade, C.G.; !Costa, V.M.G,;
'Andreazzi, A.E.; 'Guerra, M.O.; 'Peters, V.M.'Centro de Biologia da
Reproducao/ Universidade Federal de Juiz de Fora — MG

INTRODUCAO: A obesidade/sobrepeso tem aumentado significativamente em
todo o mundo. Distlurbios cardiovasculares, diabetes e alguns tipos canceres
sédo doencas associadas a essa condi¢do, tendo impacto na qualidade de vida
e longevidade da populacdo. Existem evidéncias de que a origem de alguns
distrbios metabdlicos, como a obesidade, que se manifestam na vida adulta,
podem ter suas raizes em fases criticas do desenvolvimento como a lactacao.
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Durante esse periodo a superalimentacdo também pode interferir no
desenvolvimento fisico e neuromotor da prole. Em modelos experimentais o
método de reducdo de ninhada pode induzir a superalimentacdo durante a
lactagdo. OBJETIVO: Avaliar o desenvolvimento fisico e neuromotor de filhotes
Wistar fémeas provenientes de ninhada reduzida que foram superalimentadas
durante a fase de lactagdo. METODOS: CEUA/UFJF: 045/2015. 72filhotes
Wistar fémeas provindas do Centro de Biologia da Reproducédo/UFJF (CIAEP
0100482013) foram utilizadas no estudo e divididos em dois grupos:ninhada
padrdo (NP), composta por 10 animais/ninhada e ninhada reduzida (NR) por 4
animais/ninhada. Os animais foram acompanhados para a avaliacdo do
desenvolvimento fisico e neuromotor a partir do segundo dia de vida e pesados
nos dias 4, 10, 15, 20, 21 e 25. O remanejamento dos filhotes para a formacéao
dos grupos foi realizado no segundo dia pos nascimento. O desmame ocorreu
no 21° dia de vida. O desenvolvimento fisico dos animais foi avaliado através
da observacédo da abertura dos olhos, desdobramento do pavilhdo auricular,
aparecimento de lanugo e pelos, erupc¢éo dos incisivos e abertura vaginal. Os
testes de preensédo palmar, orientacéo, esquiva ao abismo e geotaxia negativa
foram realizados para avaliagdo do desenvolvimento neuromotor. O teste de
Mann Whitney foi utilizado para comparacdo das variaveis quantitativas,
enquanto que as variaveis qualitativas foram analisadas pelo teste Qui
Quadrado. O nivel de significancia estatistica adotado foi p < 0,05.
RESULTADOS: Os dados sédo apresentados na sequéncia NP (n=36) e NR
(n=36).Quanto ao desenvolvimento fisico, foram observadas diferencas
significativas no descolamento de orelhas (4,58t0,6 e 4,69+0,66),
aparecimento de incisivos tanto superior (9,75+0,80 e 9,55+0,73), quanto
inferior (11,52+0,90 e 11,30+0,95), além de aparecimento de pelos (5,72+0,56
e 5,69+0,46) e abertura vaginal (35,30+4,35 e 36,41+4,56). Também houve
diferencas significativas em alguns reflexos neuromotores, tais como resposta
postural (2,13+0,35 e 2,08+0,36), esquiva ao abismo (6,25+1,87 e 7,38+1,60),
geotaxia negativa (8,16£1,61 e 9,22+1,58) e orientacdo (8,30+1,56 e
8,19+1,72). A massa corporal desses animais também demonstrou diferencas
significativas no 10° (12,7g+1,4g e 14,2g+2,1g), 15° (18,99+2,3g e 21,39+2,2Q9),
20° (25,49+3,49 e 29,59+3,8g), 21° (29,0g+3,8g e 32,50+3,4g) e 25°
(37,3g+5,4g e 40,8g+4,6q), dias de vida pds-natal. CONCLUSAO: Com a
analise do desenvolvimento fisico e neuromotor pode-se observar tanto uma
precocidade, quanto retardamento em alguns dos parametros mensurados.
Estudos em andamento buscardo responder se essas alteracdes acarretarao
possiveis consequéncias na vida adulta desses individuos.

Suporte Financeiro: Rede Mineira de Bioterismo - FAPEMIG (CVZ RED
00009/14). Rede TOXIFAR - FAPEMIG (CBB RED 00008/14).

APLICABILIDADE DO TESTE DE VO, MAX. PARA AJUSTE DE CARGAS
DE TREINAMENTO PARA ANIMAIS DE LABORATORIO.

Tamiris Schaeffer Fontoura, Carlos Gabriel de Lade, Mariana Bolotari, Vinicius
Moreira Gongalves Costa, Ana Eliza Andreazzi, Vera Maria Peters, Martha de
Oliveira Guerra.

INTRODUCAO - O treinamento fisico em esteira € amplamente utilizado em
animais de laboratério seguindo protocolos de treinamentos como, por
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exemplo, treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT) e treinamento em
endurance, tentando se aproximar ao maximo de modelos realizados em
humanos. Entretanto, é necessario realizar ajustes nas cargas de treinamento,
visto que cargas sub ou superestimadas, podem produzir resultados né&o
confidveis e estresse aos animais. A prescricdo de cargas de treinamento
através da porcentagem da capacidade aerdbica maxima (VO2max.) torna-se
importante nesta estratégia.

OBJETIVO - O estudo tem como objetivo avaliar a aplicabilidade e a eficiéncia
de testes de VOméax. para ratos Wistar, visando individualizar cargas de
treinamento, o que ndo € comumente realizado na maioria dos protocolos.
METODOS - Machos e fémeas foram divididos em 3 grupos: Sedentario
(Sed/n=10), endurance (End/n=10) e HIIT (HIIT/n=10). O treinamento em
endurance foi realizado com intensidade moderada (65-70% VO>max.),
enquanto o HIIT foi realizado em alta intensidade (85-90% VO>max.)
intercalados com periodos de baixa intensidade (50% VO2max.). Todos 0s
animais (sedentarios e treinados) foram submetidos ao teste de VO.max. em
esteira metabdlica com analisador de gases antes, durante e apos a realizacao
dos treinos.

RESULTADOS - Ao final do treinamento, os grupos Sed apresentaram menor
VO2 max. tanto em machos (19,52+4,09), quanto em fémeas (20,21+0,83)
guando comparados com 0s respectivos grupos treinados: End machos
(34,29+2,9), End fémeas (36,25+5,30) e HIT machos (32,73+5,53), HIT
fémeas (31,63£3,27).

CONCLUSOES - A aplicabilidade dos testes de VO2méax. mostrou-se eficaz
para o ajuste da carga de treinamento e, consequentemente, no aumento da
capacidade aerdbica maxima dos animais dos grupos treinados.

CEUA: CEUA/UFJF 045/2015. Suporte Financeiro: Toxifar e Rede Mineira de
Bioterismo.

DIFERENCAS BIOQUIMICAS EM DOIS MODELOS DE INDUCAO DE
OBESIDADE POR MODIFICACAO DO PADRAO ALIMENTAR EM RATOS
WISTAR

Oshio LT, Bolotari M*, Lopes JF!, Costa VMG?, Lade CG?, S4 JP!, Andreazzi
AE!, Guerra MO?, Peters VM!

! Centro de Biologia da Reproducdo — Universidade Federal de Juiz de Fora,
Juiz de Fora, MG.

Introducado:sdo diversos os métodos de inducdo da obesidade e desordens
metabolicas em roedores com o intuito de se estudar esta enfermidade e suas
comorbidades. Dentre estes, podem ser citados o método de reducdo de
ninhada (RN) e o do fornecimento de ra¢des hipercalédricas (RH), pois seus
resultados sdo 0s que mais se assemelham aos encontrados em humanos.
Objetivos:verificar se existem diferencas bioquimicas em ratos Wistar
submetidos a métodos diferentes de inducéo de obesidade. Métodos:o método
RN consistiu em reduzir o niamero de crias a 4 crias/mae (grupo reduzido — GR)
em relacdo ao grupo controle (GC), de 10 crias/mde. O método RH utilizou a
exposicdo a dieta hipercaldrica (DH)desde o desmame, comparada com dieta
padrao (DP). Avaliaram-se o peso corporal, ostestes oral de tolerancia a
glicose (TOTG), e de tolerancia a insulina (TTI), colesterol total (COL) e fracbes
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HDL e LDL, triglicérides (TRIG) e peso relativo das gorduras perigonadal
(PERI) e retroperitoneal (RETRO).Resultados:o GR apresentou maior
pesocorporal (303,25+26,75g) em relacdo ao GC (272,7+22,27g). DP x DH
apresentaram médias de pesos semelhantes. Em ambos os métodos, houve
aumento da adiposidade perigonadal (PERI) e retroperitoneal (RETRO).No
protocolo RN, houve alteracbes nas médias das constantes do TTl (GC:
2,26x0,85 e GR: 1,37#0,65) e no TOTG (GC: 15.080+1.419; GR:
16.815+2.572), o que ndo ocorreu no método RH. No protocolo RH, houve
alteracéo dos niveis de COL, HDL e LDL, além dos niveis de TRIG: (COL —-DP:
64,9+7,6 e DH: 76,2+7,7mg/dL); (HDL —DP: 58,4+6,0 e DH: 67,5+7,4mg/dL);
(LDL -DP:12,8#2,4 e DH: 16,6+29mg/dL) e (TRIG — DP:32,2+9,4
eDH:44,6+19,0mg/dL), o0 que nao aconteceu no método NR.
Conclusdes:Ocorrem diferencas bioquimicas e no peso corporal de ratos
Wistar, conforme o método usado para a inducao da obesidade.

Apoio Financeiro: Redes Mineiras de Bioterismo e Toxicologia - TOXIFAR -
FAPEMIG.
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APENDICE D — Compara¢&o do consumo maximo de oxigénio intra e
intergrupos de machos e fémeas NCSed, NRSed, NREnd e NRHIIT em trés

momentos.

Comparacdo do consumo maximo de oxigénio intra e intergrupos de
machos e fémeas NCSed, NRSed, NREnd e NRHIT em trés

momentos.

Machos
VO, max. (1) VO, max. (2) VO, max. (3)
NCSed 26,89+3,12 26,23+2,35 21,34+4,29¥
NRSed 28,05+3,60 23,35+2,94 19,63+4,94%
NREnNnd 24,57+2,28 31,11+4,60 31,74+6,34*@
NRHIIT 25,79+3,78 31,83+4,10 30,38+4,99%
Fémeas
VO, méax. (1) VO, méax. (2) VO, max. (3)
NCSed 24,43+4,33 25,34+3,77 20,21+0,83*
NRSed 27,61+2,09 24,0314,20 22,17+3,60%
NRENd 25,30+1,67 32,0345,23 32,00+3,90*
NRHIIT 25,43+3,86 31,48+3,60 30,21+4,84%

Dados expressos em média + desvio padrdo (ml.Kg.min.). p<0,05; n=10
animais/grupo. *Diferenca significativa entre VO2-1 e VO2-3 intragrupo
(NCSed); fDiferenca significativa entre VO2-1 e VO2-3 intragrupo
(NRSed); *Diferenca significativa entre VO2-1 e VO2-3 intragrupo
(NRENd); *Diferenca significativa entre VO2-1 e VO2-3 intragrupo
(NRHIIT); @Diferenca significativa no VO»-3 intergrupo (NREnd -
NRSed); PDiferenca significativa no VO2-3 intergrupo (NRHIT -

NRSed).



ANEXO A - Certificado de aprovacéao para realizagcéo do estudo pela

Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFJF)

SERVIGO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n2 045/2015 — CEUA sobre “EFEITOS DE DIFERENTES
TIPOS DE TREINAMENTO FiSICO NO METABOLISMO, DESENVOLVIMENTO
FISICO E REPRODUTIVO DE RATOS SUPERALIMENTADOS NA INFANCIA™ proieto
de pesquisa sob a responsabilidade de MARTHA DE OLIVEIRA GUERRA com a
colaboragdo de CARLOS GABRIEL DE LADE, VERA MARIA PETERS, ANA ELIZA
ANDREAZZI, VINICIUS MOREIRA GONCALVES COSTA e MARIANA BOLOTARI
esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal, adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFIJF, em reunidio realizada em 12/07/2016. Para o desenvolvimento da pesquisa
serdo utilizados 110 ratos Wistar (40 machos e 70 fémeas) de 2 dias de idade, conforme
solicitado e que serdo utilizados no periodo de 01/08/2016 a 30/03/2020,

CERTIFICATE

We certify that the protocol n®. 045/2015 - CEUA about “EFEITOS DE DIFERENTES
TIPOS DE TREINAMENTO FISICO NO METABOLISMO. DESENVOLVIMENTQ
FISICO E REPRODUTIVO DE RATOS SUPERALIMENTADOS NA INFANCIA™ under
responsability of MARTHA DE OLIVEIRA GUERRA and collaboration of CAR!.OS
GABRIEL DE LADE, VERA MARIA PETERS, ANA ELIZA ANDREAZZI, VINICIUS
MOREIRA GONCALVES COSTA and MARIANA BOLOTARI - is in agreement with the
Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian Council for Control of Arima!
Experimentation (CONCEA) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA in
12/07/2016. For the development of this research 110 Wistar rats (40 males and 70 females)
0f 2 days old, will be delivered as requested in the period of 01/08/2016 to 30/03/2020,

Juiz de Fora, 29 de julho de 2016
M ! Q»Q ~

Coordenadora Vice-coordenadora
CEU CEUA
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