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RESUMO

Introduc¢ao: O modelo tedérico, no qual perfis extremos de desigualdade coexistem num
cenario complexo promovendo desfechos de saude similares, denominado “similaridades nas
desigualdades”, surgiu de evidéncias em humanos. O objetivo deste trabalho foi propor um
modelo animal para refletir o fendmeno "similaridades nas desigualdades". Métodos: As ratas
prenhes foram randomizadas pelo peso corporal, mantidas individualmente e no dia 10 de
gestacdo foram divididas em trés grupos: Controle (Cont), que recebeu ragdo padrao a
vontade; Restri¢do Alimentar 50% (R50%), que recebeu 50% do consumo do grupo controle
e Dieta Rica em Gordura (RG), que recebeu uma dieta rica em gordura a vontade. Essas dietas
foram oferecidas a partir do dia 10 de gestacdo até o dia 21 de lactacdo. Em até 24 horas apds
o nascimento, todos os filhotes foram adotados por outras maes, formando os seguintes
grupos: Cont_Cont, R50% Cont, R50% R50%, Cont R50%, RG_Cont, RG_RG, Cont RG.
Peso corporal e consumo alimentar das genitoras, peso ao nascer, peso ao longo da vida e
exercicio fisico voluntario foram comparados entre grupos por Equagdo de Estimacdo
Generalizada (GEE), usando diferentes modelos estatisticos. ANOVA de duas vias foi usada
para avaliar os desfechos de gordura abdominal e medidas bioquimicas. Resultados: O peso
corporal das genitoras Cont e RG foi maior, comparado ao peso das genitoras R50%. Além de
alguns efeitos isolados da exposicdo as dietas R50% ou RG durante momentos especificos
perinatais (gestacdo e/ou lactagdo), o efeito das "similaridades nas desigualdades" foi
observado no peso ao nascer (ambos filhotes R50% e RG foram mais leves do que os Cont) e
na atividade fisica (os grupos extremos R50% Cont e RG_Cont foram igualmente diferentes
do grupo de referéncia Cont Cont, sendo machos menos ativos e fémeas mais ativas). O
acompanhamento do peso corporal ao longo da vida mostrou que os machos pesaram mais
que as fémeas. Nenhum dos trés modelos estatisticos evidenciou diferencas entre grupos no
total de gordura abdominal. Conclusdo: Este estudo contribui com a idéia de que as
desigualdades em saude estdo relacionadas a resultados similares em saude para ambos os
extremos populacionais, e propde um modelo animal para explorar ainda mais este efeito.

Palavras-chave: Atividade fisica, programacdo, origens desenvolvimentistas da satide e da
doenca — DOHaD.



ABSTRACT

Introduction: We have previously proposed a theoretical model in which extreme unequal
social backgrounds coexist in a complex scenario promoting similar health outcomes, named
“Similarities in the inequalities”, and had evidence of this effect in humans. Our objective was
to propose an animal model to reflect the “Similarities in the inequalities” phenomenon.
Methods: Rats were time-mated and randomly allocated to: Control (4dlib), receiving an ad
libitum diet of standard laboratory chow, 50% food restricted (FR), receiving 50% of the ad
libitum-fed dam’s intake and high fat diet (HF), receiving a diet containing 45.0% fat. These
diets were provided from day 10 of pregnancy throughout the 21-day of lactation. Within 24
hours after birth, all pups were cross-fostered to other dams, forming the following groups:
Adlib_Adlib, FR Adlib, FR FR, Adlib FR, HF Adlib, HF HF, Adlib HF. Dam’s body
weight and show consumption, pup’s birth weight, growth and physical activity in running
wheels, was compared between groups through GEE, using different statistical models. Two-
way ANOVA was used to evaluate abdominal fat and biochemical outcomes. Results: Body
weight of Adlib and HF dams was higher compared to FR dams. Apart from some isolated
effects of the exposure to the FR or HF diets during specific perinatal times (gestation and/or
lactation), the “Similarities in the inequalities” effect was seen in birth weight (both FR and
HF pups were smaller than Adlib pups) and physical activity (the extreme groups FR _Adlib
and HF Adlib were similarly different from the reference group Adlib Adlib, being less
active in males and more active in females). Body weight monitoring throughout life showed
that males were heavier than females. None of the three statistical models showed differences
between groups in total abdominal fat. Conclusion: Our study contributes to the idea that
health inequalities are related to similar health outcomes for both populational extremes, and
proposes an animal model to further explore this effect.

Keywords: Physical activity, programming, developmental origins of health and disease
(DOHaD).
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1 INTRODUCAO

A atividade fisica promove um largo espectro de beneficios, incluindo bem-estar
psicologico e qualidade de vida (DAHN, 2005; HAKIMM et al., 1998; PENEDO, 2005).
Além disso, alguns dos principais problemas de satide mundiais como obesidade e
aterosclerose tém o comportamento sedentario como um fator de risco (GREEN et al., 2004;
HORBER, 1996). Baixos niveis de atividade fisica sdo associados a risco elevado de
mortalidade em adultos comparados a individuos que relatam niveis moderados ou altos
(BIJNEN, 1998; HAKIMM et al., 1998).

Diferentes fatores tém sido propostos como determinantes de um estilo de vida ativo
em humanos, incluindo variaveis demograficas, bioldgicas e emocionais em adi¢do a
condi¢des ambientais. Além disso, a reducdo na atividade fisica devido aos altos niveis de
violéncia urbana e falta de areas de lazer, pode desempenhar um papel significativo no
aumento das taxas de obesidade em criangas ¢ também adultos (DA VEIGA et al., 2004).

Alguns estudos tém investigado que fatores perinatais influenciam os niveis de
atividade fisica na vida adulta, embora algumas dessas associacdes tenham sido demonstradas
em modelos animais (MATTHEWS, 1996; ZIMMERBERG; SHARTRAND, 1992). O sexo
feminino, o nivel sécioecondmico materno e o numero de gestacdes sdo associados ao
comportamento sedentario (HALLAL et al., 2006). Um estudo propde que o peso ao nascer €
inversamente correlacionado com o comportamento sedentério, principalmente em mulheres
(AZEVEDO et al., 2008).

Recentemente, nosso grupo demonstrou que o padrao de atividade fisica na vida adulta
se mostra similar em grupos sociais extremos (FERNANDES et al., 2009). No grupo menos
privilegiado socialmente, a for¢a fisica no local de trabalho impde um maior nivel de

atividade. Por outro lado, individuos socialmente favorecidos sd3o mais propensos a se
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engajarem em estilos de vida saudéaveis e atividades de lazer que envolva atividade fisica.
Esse padrao particular de satide e doenga, no qual perfis extremos de desigualdade coexistem
num cendrio complexo, que promove desfechos de saide similares foi denominado

“similaridades nas desigualdades” (SILVEIRA et al., 2005b).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ORIGENS DESENVOLVIMENTISTAS DA SAUDE E DA DOENCA - DOHAD

Achados epidemioldgicos na ultima década sugerem que os fatores ambientais ativos
durante a fase embriondria e desenvolvimento fetal afetam o risco de desenvolver distirbios
metabolicos e cardiovasculares na idade adulta. Surge a hipdtese do Fenodtipo Poupador, na
qual os individuos expostos a restrigdo de crescimento fetal seriam “metabolicamente
programados” para poupar energia, favorecendo o crescimento e a sobrevivéncia; no entanto,
esta “programacdo” seria estabelecida de forma persistente e resultaria numa gama de
alteracdes na vida adulta como sobrepeso, aterosclerose e resisténcia a insulina (BARKER et
al., 1993; GODFREY; BARKER, 2000). Esta hipotese foi largamente confirmada em
inimeros estudos epidemiologicos e clinicos, mas especialmente pela coorte de individuos
exposta na vida fetal & Fome Holandesa durante a Segunda Guerra Mundial, na década de
1940, na qual observou-se aumento da incidéncia de obesidade, doencas cardiovasculares e
diabetes em homens adultos (PAINTER et al., 2005; RAVELLI et al., 1999).

A exposicdo aos glicocorticoides no periodo fetal tem sido proposta como um dos
principais fatores atuantes na programagdo do maior risco para doengas cronicas em
individuos nascidos com baixo peso (SECKL e MEANEY, 2004), associando-se a maior
probabilidade de desenvolvimento tardio de hipertensdo, diabetes e distirbios psiquiatricos,
como depressdo e ansiedade. A atividade alterada do eixo HPA em periodos vulnerdveis do
desenvolvimento estaria envolvida na programag¢do do padrao de satde do individuo. Essa
alteracdo seria determinada pela exposi¢do cronica aos glicocorticoides maternos ou ao

estresse durante a gestacdo (WEINSTOCK, 2005). Modificagdes epigenéticas representam
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uma forma potencial na qual a "programag¢ao metabdlica" ocorre € um mecanismo através do
qual o estresse pré-natal e dieta materna podem resultar em mudangas de longo prazo no
metabolismo. Enquanto a epigenética ¢ conhecida por desempenhar um papel critico na
etiologia de muitos canceres, sO6 recentemente o envolvimento de mecanismos epigenéticos
em outras condi¢des fisiopatoldgicas, incluindo a sindrome metabodlica, foi reconhecido

(FEIL, 2006; WATERLAND e JIRTLE, 2004).

2.2 RESTRICAO DE CRESCIMENTO INTRA UTERINO

O crescimento fetal intra uterino ¢ determinado pelo equilibrio entre o
potencial de crescimento fetal, determinado geneticamente, e a capacidade  materno-
placentaria de fornecer nutrientes (BATTAGLIA e MESCHIA, 1986). Alguns fatores
influenciam a nutri¢do fetal: a nutricio materna e o metabolismo, o fluxo de sangue utero-
placentario, o tamanho da placenta, e a capacidade de transferéncia placentaria (JANSSON et
al., 2002). Em gesta¢des complicadas por restri¢do do crescimento intra uterino (RCIU), todos
esses fatores podem ser afetados (MARCONI e PAOLINI, 2008). A placenta pode adaptar o
metabolismo fetal, e, por isso, a fungdo de transporte da placenta poderia ser considerada
como um "agente de programacao” (AVAGLIANO et al., 2012).

Estudos relacionando baixo peso ao nascer com maior risco cardiovascular baseavam-
se principalmente na restricdo de crescimento intra-uterino como o fator causal dessas
associagdes. Evidéncias recentes também sugerem que o padrdo de crescimento da crianga
durante os primeiros anos de vida seja fortemente influenciado pelo padrdo de crescimento
fetal, o que pode determinar uma elevagdo na probabilidade de ocorréncia de desfechos
metabodlicos desfavoraveis. Alteragdes no padrdo de crescimento apds o mnascimento,

principalmente em recém nascidos pré-termo com restrigdo de crescimento intra uterino,
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relacionam-se significativamente com o desenvolvimento de doengas cronicas em idades
subsequentes (SILVEIRA et al., 2007). A descoberta de uma ligagdo entre a experiéncia no
utero e doenca cardiovascular metabdlica mais tarde ¢ um dos mais importantes avangos em
pesquisa epidemiologica. Ha agora evidéncias crescentes de que as alteracdes no ambiente
fetal t€ém consequéncias de longo prazo sobre a fisiopatologia endocrina e metabolica na vida
adulta. Este processo foi denominado "programacdo fetal", e estudos mostram que a
desnutricdo da mae durante a gestacdo leva a hipertensdo, obesidade, hiperfagia,
hiperinsulinemia, hiperleptinemia nos filhos (VICKERS, 2003).

Estudos em animais confirmam o potencial para o desenvolvimento da
programacao da obesidade. A restricdo caldrica materna pré-natal ¢ também associada com
um maior depoésito de gordura na prole quando esta ¢ apresentada a uma dieta hipercalorica ou
de alto teor de gordura na vida adulta (DESALI et al., 2005; VICKERS et al., 2000). Vérios
modelos animais ajudam a compreender os efeitos dos primeiros eventos da vida sobre os
resultados comportamentais e metabdlicos na idade adulta. A restrigdo alimentar grave
durante a gestagdo de ratas (alimentacdo de 30% a 50% da ingestdo ad libitum) promove
profundo retardo do crescimento intra uterino na prole (DESAI et al., 2005; VICKERS et al.,
2000) com diminuicao da leptina plasmatica e aumento da grelina (DESAI et al., 2005). A
adocdo cruzada fomenta uma recuperagdo do crescimento rapido, e resultando em aumento do
peso, aumento do percentual de gordura corporal e niveis de leptina plasmatica (DESAI et al.,
2005). Estas observagdes sugerem que eventos combinados no inicio da vida podem levar a

alteracdes nos padrdes de balanco energético da prole adulta (DESALI et al., 2005).
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2.3 CONCORDANCIA OU CONTRASTE

Em diversas espécies animais, influéncias ambientais atingem o feto através da
mae/placenta ou o neonato através da lactagdo, promovendo adaptacdes fisiologicas que
aumentam a chance de o individuo sobreviver naquele meio. O modelo das respostas
adaptativas preditivas sugere que o organismo em desenvolvimento tem a capacidade de
prever o ambiente no qual crescerd, utilizando sinais hormonais maternos através da placenta
e/ou através da lactagdo. Esses sinais fazem o individuo ajustar sua fisiologia de acordo com
tal inferéncia. Se a previsdo € correta, o risco para doencgas ¢ baixo. No entanto, se a inferéncia
for erronea, ha um aumento no risco para doengas, que provavelmente irdo se manifestar apos
o periodo reprodutivo (e, portanto, ndo hé “pressdao” da selecdo natural contra esta predi¢ao
erronea durante a evolu¢do). O risco para doengas, entdo, ¢ o resultado do grau de
concordancia ou contraste (match or mismatch) (GLUCKMAN ¢ HANSON, 2004), entre o
ambiente previsto pelo individuo durante o periodo de alta plasticidade e desenvolvimento e o
ambiente real em que este individuo vive na maturidade.

O modelo de concordancia ou contraste introduz a idéia de uma plasticidade
relacionada ao desenvolvimento (developmental plasticity), fendmeno no qual um genotipo
origina uma variedade de estados fisiologicos em resposta a diferentes condigdes ambientais
durante o desenvolvimento. Essas respostas adaptativas preditivas (GLUCKMAN e
HANSON, 2004), ao contrario do conceito de fendtipo poupador, ndo tém um valor
adaptativo imediato, mas predizem a adaptagdo a longo prazo com objetivo de garantir a
sobrevivéncia, no minimo, até o periodo reprodutivo. Por exemplo, o estresse materno
sinaliza um ambiente externo adverso para o feto, levando a uma hiperreatividade cronica do
eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HPA) neste individuo, conferindo maior estado de alerta e

maiores chances de sobrevivéncia (VAN DEN BERGH et al., 2005; WEINSTOCK, 2005).
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As respostas adaptativas preditivas causariam uma alteracdo persistente do funcionamento do
organismo, provavelmente através de processos epigenéticos, potencialmente transmissiveis
através das geracdes. Como aspectos essenciais para sobrevivéncia do individuo ¢ de se
esperar que a nutri¢ao, o metabolismo, o crescimento, a reprodugdo e as respostas ao estresse
sejam os fatores mais facilmente passiveis de programacao (HALES e BARKER 1992).

O modelo da concordancia ou contraste, em que o maior risco para doengas cronicas ¢
o resultado do grau de contraste entre o ambiente fetal e o meio onde o individuo cresce,
reflete a experiéncia de muitas pessoas que vivem em paises em desenvolvimento. A
incidéncia de RCIU ¢ alta nesses locais, em parte pela alta prevaléncia de desnutricdo entre as
mulheres. Por outro lado, a ascensdo econdmica e melhoramentos na agricultura e
industrializacdo tém transformado a nutricdo de criangas e adultos, e a emergéncia de
obesidade nos paises em desenvolvimento tem sido relatada em diferentes locais do mundo
(POPKIN e BISGROVE, 1998). O Brasil também segue este padrdo de contraste, mesmo

quando diferentes classes sociais sdo consideradas (SILVEIRA et al., 2005b).

2.4 TRANSICAO SOCIAL E DEMOGRAFICA

No Brasil, considerando as mudangas politico/econdmicas/sociais dos ultimos 40 anos,
as desigualdades sociais parecem interagir de uma forma complexa. A obesidade como
problema de Satde Publica ¢ um evento recente. A prevaléncia de obesidade nunca se
apresentou em grau epidémico como na atualidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1998). Enquanto agravo nutricional, a desnutricdo era assumida como um problema relevante
para os paises em desenvolvimento, ¢ a obesidade o seria para paises desenvolvidos.
Atualmente, tanto os paises desenvolvidos como os paises em desenvolvimento ndo se

apresentam como unidades homogéneas, quer para a prevaléncia da desnutri¢do, quer para a
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da obesidade (FRANCISCHI et al., 2000; MONDINI ¢ MONTEIRO, 1998). Ao contrario,
podem ser caracterizados em uma férmula mista tanto de excesso de peso quanto de déficit
nutricional (SICHIERI et al., 1997). A obesidade ¢ considerada uma doenga integrante do
grupo de Doencgas Cronicas Nao-Transmissiveis (DCNT), as quais sdo de dificil conceituacao,
gerando aspectos polémicos quanto a sua propria denominagdo, seja como doengas nao-
infecciosas, doengas cronico degenerativas ou como DCNT, sendo esta ultima a conceituagao
atualmente mais utilizada (PINHEIRO et al., 2004).

A partir de 1974, o panorama nutricional no Brasil apresentou mudangas marcantes e
até surpreendentes. Dessa forma, o déficit estatural de criangas menores de cinco anos decaiu
em torno de 75%, entre a linha de base de 1974/1975 ¢ os anos de 2002/2003 (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2006). Simultaneamente, inicia-se a
elevagdo epidémica do sobrepeso/obesidade em adultos, com variagdes notaveis de sexo e de
area geografica. Em sentido oposto a marcante diminui¢do da desnutricdo em criangas, a
obesidade em homens adultos praticamente triplicou entre a metade dos anos de 1970 e o
inicio dos anos 2000, aumentando em mais de 50% nas mulheres. Em 1974/1975, a
prevaléncia de baixo peso para estatura em mulheres e homens adultos era bem maior do que
a ocorréncia de obesidade. No entanto, o peso excessivo (Indice de Massa Corporal - IMC
entre 25-29,9kg/m?) ja se manifestava em 18% dos homens e 27% das mulheres. Desde ento,
instalou se o processo epidémico do sobrepeso/obesidade que, atualmente, j& atinge cerca de
50% da populagao adulta (BATISTA FILHO, 2008).

O processo de transicdo consiste na substituicdo de um padrdo de doengas e mortes,
caracteristico de um estagio historico de subdesenvolvimento econdmico, social e de saude
por outro padrdo, que resultaria no modelo mais atual dos paises de avangada economia de
mercado. Os mecanismos internos e externos desse processo e seus resultados, apresentando

algumas variantes, teriam em comum esse salto quali e quantitativo no modelo de
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desenvolvimento econdomico-social, implicando necessariamente a mudanc¢a de uma situagao
propria do passado para uma nova e radicalmente diferente situacdo no presente (ESCODA,
2002; FERREIRA et al., 2005).

Ha uma hipdtese que atribui a tendéncia de ascensdo da obesidade em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, a rapidos e intensos declinios de dispéndio energético
dos individuos. Tais declinios teriam origem no predominio crescente das ocupagdes que
demandam menor esfor¢o fisico e na reducdo da atividade fisica associada ao lazer
(SAWAYA, 1997). No caso especifico de paises em desenvolvimento, como o Brasil, ¢
consideravel o fendmeno da urbaniza¢do e o seu impacto sobre os padrdes de atividade fisica
e as caracteristicas da alimentagdo (MONTEIRO ¢ CONDE, 1999; MONTEIRO et al., 1995).
A urbanizagdo induziu uma mudanca nos padrdes de vida e comportamento alimentar das
populagdes. O comportamento dos padrdes de atividade fisica da populacdo é pouco
conhecido em relacdo aos determinantes do equilibrio energético (POPKIN e BISGROVE,
1998). Podemos considerar claras diferengas nos niveis de atividade fisica entre géneros
(KRISTENSEN et al.,, 2008), homens reportaram a pratica de atividade fisica por
entretenimento, ja as mulheres praticam atividade fisica por razdes estéticas (MONTEIRO et
al., 2003).

No Brasil, entre outros fatores, a expansdo do setor de servigos, com a predominancia
de ocupagdes que demandam baixo gasto energético, sugere que o desenvolvimento e a
modernizagdo do pais associam-se a alteragdes significantes e negativas na atividade fisica,
sendo estas relevantes para explicar a ascensdo da obesidade (DUTRA DE OLIVEIRA et al.,
1996). Sichieri et al. (1997) concluiram que a complexidade da associacdo entre renda e
prevaléncia de obesidade, principalmente quando considerada a sua evolugdo temporal,
mostra “quao ténue € a divisdo entre as chamadas doencas da afluéncia e doengas da pobreza”

no Brasil. A obesidade, que inicialmente predominava nas classes econdmicas de maior renda,
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vem apresentando evolucdo temporal com predomindncia nas populacdes mais pobres,
principalmente entre as mulheres (PINHEIRO, 2004).

Um estudo de revisdo revelou um quadro muito mais complexo da relacdo entre
Status Socioeconomico (SES) e obesidade nos paises em desenvolvimento (MONTEIRO et
al., 2007). Um desses estudos ainda indica uma associac¢ao positiva entre homens de alto SES
e obesidade nos paises em desenvolvimento, embora haja indicios de que, com um aumento
do produto interno bruto nacional, grupos de menor SES tendem a perder sua prote¢do contra
a obesidade. Entre as mulheres, a caracteristica predominante dos estudos mais recentes
efetuados nos paises em desenvolvimento ¢ uma relacdo inversa entre alta SES e obesidade,
com indicagdes que o excesso relativo de obesidade entre grupos com SES inferiores tende a
aumentar com aumentos do produto interno bruto do pais (MONTEIRO et al., 2007). O
avanco representado pela maior disponibilidade e acesso aos alimentos em nivel familiar e,
especificamente, o maior consumo do que seria um alimento nobre para as criangas, o leite,
acabaram atuando como fatores de risco para mudancas adversas de grande magnitude no
processo nutricional. Essas mudancas se desenvolveram quase imperceptivelmente, s6 sendo
explicitadas quando o sobrepeso/obesidade, por um lado, e a anemia, por outro, alcangaram
mais da metade da populagdo de adultos e quase a metade da populacdo de criangas. Com
uma agravante peculiar: o desinteresse por seu aspecto mais relevante, o substrato alimentar
do proprio processo de transi¢ao nutricional (BATISTA FILHO et al., 2008). No conjunto da
populacdo adulta de 27 cidades brasileiras, a frequéncia do excesso de peso foi maior entre
homens, e observada no estrato de maior escolaridade, € em mulheres, no estrato de menor

escolaridade (VIGITEL, 2012).

No entanto, a transi¢do nutricional que se desenvolve no Brasil apresenta uma

singularidade notavel: o agravamento simultaneo de duas situagdes opostas por definicdo:
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uma caréncia nutricional (a anemia) e uma condi¢do tipica dos excessos alimentares, a
obesidade (BATISTA e RISSIN, 2003).

Estudos longitudinais demonstram que a heranga estimada tende a aumentar da
infancia a pré-adolescéncia e desta para a adolescéncia, espelhando a crescente exposi¢ao a
ambientes obesogénicos que tendem a atingir individuos com propensdo genética
(DEMERATH et al., 2007; LAJUNEN et al., 2009). A hipdtese mais aceita atualmente para
as formas mais comuns de obesidade ¢ a de que multiplos alelos comuns interagentes
contribuem para a doenca, em que cada variante de cada gene tem um efeito modesto no
fenotipo da doenca. Além disso, ¢ aceito que estes multiplos alelos sejam bem representados
nas populacdes humanas (REICH, 2001). Entretanto, niveis herdaveis de IMC ou obesidade
podem ser modificados por exposigdes especificas ao meio: um alto nivel de atividade fisica,
por exemplo, pode reduzir substancialmente a influéncia dos fatores genéticos sobre o IMC
em adultos jovens e em adultos velhos (MCCAFFERY et al., 2009; MUSTELIN et al., 2009).
O ambiente tem a capacidade de influenciar diretamente na suscetibilidade ao
desenvolvimento da obesidade, seja por meio de hébitos e estilo de vida do individuo, seja por

inducdo de modifica¢des epigenéticas (MOSCA et al., 2012).

2.5 SIMILARIDADES NAS DESIGUALDADES

O modelo Similaridades nas Desigualdades (SILVEIRA et al., 2005b) nos remete a
uma reflexdo onde as classes sociais opostas estdo, por mecanismos distintos, apresentando
desfechos de saude semelhantes. Um exemplo deste fendmeno ¢ quando se considera a
tendéncia secular do peso ao nascer no Brasil (SILVA et al.,, 2004), assim como suas
consequéncias. Ambas as classes estdo demonstrando aumento nas taxas de baixo peso ao

nascer ¢ concomitantemente maior obesidade na idade adulta (DA VEIGA et al., 2004). Neste
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caso, as maes menos favorecidas socialmente, com maior incidéncia de desnutri¢do, geram
filhos com restricdo de crescimento inta uterino. Estes individuos, em sua maioria, crescem
em ambientes com condic¢des financeiras escassas, onde as op¢des alimentares se restringem a
alimentos mais baratos, geralmente pobres em nutrientes sauddveis, mas ricos em calorias. Ja
as camadas sociais privilegiadas estdo tendo acesso a tecnologias e intervencionismo médico,
gerando filhos cada vez mais prematuros e com restricdo de crescimento (GOLDANI et al.,
2005). Este perfil ao nascer esta associado a um comportamento alimentar alterado na vida
adulta (BELLINGER et al., 2004), através de uma preferéncia por alimentos ricos em
carboidratos (BARBIERI et al., 2009). Logo, nos dois extremos sociais (menos € mais
favorecido socialmente) e por mecanismos diferentes (desnutricio/doencas maternas e
intervencionismo médico durante a gestacdo, respectivamente), temos o mesmo desfecho de
baixo peso ao nascer, com consequente alteracdo da preferéncia alimentar e, por fim,
obesidade na vida adulta. Esse padrao particular de saude e doenga, no qual perfis extremos
de desigualdade coexistem num cenério complexo promovendo desfechos de saude similares
foi denominado “Similaridades nas Desigualdades” (SILVEIRA et al., 2005b).

Fernandes et al. (2010) compararam quatro grupos considerando o peso ao nascer
(maior ou menor que 2500g) e a escolaridade materna (maior ou menor que 8 anos de estudo):
a) peso ao nascer normal/alta escolaridade materna; b) peso ao nascer normal/baixa
escolaridade materna; c) baixo peso ao nascer/alta escolaridade materna e d) baixo peso ao
nascer/baixa escolaridade materna em relagdo a taxas de sedentarismo dos filhos na vida
adulta. Nesse estudo, os autores observaram que o grupo menos privilegiado (baixo
peso/baixa escolaridade) comportava-se exatamente igual ao grupo mais privilegiado (peso
normal/alta escolaridade), sendo ambos menos sedentdrios que os dois grupos intermedidrios
(“b” e “c”). Os mecanismos que explicam a similaridade sdo potencialmente distintos: no

grupo menos privilegiado socialmente, a forca fisica no local de trabalho impde um maior
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nivel de atividade. Por outro lado, individuos socialmente favorecidos sdo mais propensos a
se engajarem em estilos de vida saudéveis e atividades de lazer que envolva atividade fisica.
Essa similaridade de desfechos em grupos sociais extremos, resultado de mecanismos

distintos, também ¢ um exemplo do fenomeno “Similaridades nas Desigualdades”.

2.6 MODELOS ANIMAIS

Modelos animais de baixo peso ao nascer ou restrigdo do crescimento intra uterino
(RCIU) foram desenvolvidos e estdo bem caracterizados (DESAI, 2007; ROSS ¢ DESAI,
2005). Modelos animais fornecem informagdes importantes sobre os efeitos de variagdes
ambientais no desenvolvimento do cérebro. Apesar do fato de que os animais ndo tém, por si
0, “status” socioecondmico (SES), os modelos animais sdo capazes de capturar muitos dos
componentes e correlatos do SES - incluindo fatores pré-natais como a nutricdo ou a
exposi¢do a estresse e doencas na gestacdo, o comportamento dos pais no periodo pds-natal e
a estimulagdo cognitiva - e permitir um nivel de controle experimental sobre esses fatores que
ndo ¢ possivel nem desejavel em estudos com seres humanos. A pesquisa em animais permite
verificar efeitos isolados e pode revelar interagdes sinérgicas entre eles. Ha limites para a
adequacdo de modelos animais para o desenvolvimento humano, especialmente quando os
fendomenos sociais e culturais s3o de interesse. Por exemplo, o estresse que ¢ induzido
experimentalmente em um rato, como por restricdo fisica, pode ndo refletir os aspectos
psicossociais do estresse que ¢ experimentado por um ser humano que estd lutando
economicamente. De qualquer forma, o valor dos modelos animais para estudar os efeitos das
perturbacdes do ambiente na programacdo metabdlica ¢ evidente. Rigorosos testes de

hipoteses nestes modelos permitem elucidar os mecanismos subjacentes a programagao
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metabdlica e proporcionar oportunidades para investigagdo mais especifica destes
mecanismos em humanos (TAMASHIRO e MORAN, 2010).

A utilizagdo dos modelos animais torna possivel que as hipdteses da pesquisa sejam
respondidas de forma répida (ex.: um rato fica adulto em 3 meses), além de possibilitar o
controle ambiental, evitando varidveis confundidoras, e permitir o acesso a todos os tecidos

corporais (DALLE MOLLE et al., 2012).

2.7 ATIVIDADE FiSICA — CONCEITO

A atividade fisica ¢, segundo Caspersen (1985), qualquer movimento corporal,
produzido pelos musculos esqueléticos, que resulte em gasto energético maior que os niveis

de repouso.

2.8 EXERCICIO VOLUNTARIO

A locomocdo ¢ uma caracteristica definidora da vida animal, e em
espécies de mamiferos constitui um elemento fundamental da vida didria como buscar
alimento e abrigo, interagir com amigos e evitar predadores. Esse tipo de atividade fisica pode
ser denominada obrigatéoria (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE
UNITED NATIONS, 2005). Também pensamos em exercicio voluntario, e definimos como
atividade locomotora que ndo ¢ diretamente necessaria para a sobrevivéncia ou homeostase e
ndo diretamente motivada por qualquer fator externo. Exercicio voluntario humano ocorre em
uma variedade aparentemente infinita de maneiras como nos esportes, € varia muito em
intensidade e duragdo, as quais afetam o seu gasto energético e podem modular as

consequéncias fisiologicas. Nos seres humanos, a motivagdo para o exercicio voluntario pode
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ser multifatorial, extremamente complexa (DISHMAN, 2008) e relacionada a tracos de
personalidade (RHODES; SMITH, 2006). Pode também ser gratificante, ou seja, psicologica
e / ou fisicamente, e aparentemente até viciante (BRENE et al., 2007; MACLAREN e BEST,
2010; AIDMAN e WOOLLARD, 2003). Em roedores, em condigdes de laboratorio, presume-
se que a motivagao para o exercicio voluntario, normalmente medido pelo funcionamento da
roda de corrida, ¢ mais simples, em que os efeitos sociais estdo ausentes, mas podem ser
relacionados com perfis comportamentais (JONAS et al., 2010). Alguns autores classificam o
treinamento dos animais, conforme a frequéncia e a intensidade do exercicio fisico, em leve,
moderada e intensa (ISHIKAWA, 1999), dependendo do periodo, em agudo ou cronico
(GOMEZ-PINILLA, 2002), e relacionado a motivagdo, em forcado ou voluntario
(OGONOVSZKY, 2005). Uma alternativa ao paradigma do exercicio forcado ¢ oferecer o
acesso livre a roda de corrida, permitindo assim o exercicio voluntario por longos periodos de
tempo. A execucdo voluntdria da atividade na roda de corrida aumenta a média de vida
(HOLLOSZY, 1997, 1998), e a sobrevivéncia ¢ significativamente refor¢ada, comparado com
ratos treinados em esteira ergométrica (MORASKA, 2000). H4 também evidéncias de que o
exercicio pode reduzir os danos oxidativos e aumentar a atividade das enzimas antioxidantes
em uma variedade de tecidos (KIM, 1996; LAMBERT, 2004).

Mais recentemente, tem sido demonstrado que o exercicio voluntario de longo prazo
pode atenuar mudancas relacionadas a idade (resposta inflamatoéria, resposta ao estresse,
transducdo de sinal, metabolismo energético) (BRONIKOWSKI et al., 2003). O
funcionamento da roda de corrida ¢ claramente gratificante para roedores e pode representar o
comportamento auto motivado classico. Evidéncias indicam que varias espécies sdo muitas
vezes motivadas para correr em rodas de corrida, mesmo na auséncia de qualquer recompensa
externa (SHERWIN, 1998), ¢ essa atividade pode ser viciante em roedores (BRENE et al.,

2007; DE CHIARA et al., 2010; KANAREK et al., 2009; WERME et al., 2000). Assim,
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andar na roda de corrida ndo € um comportamento exibido apenas por estirpes laboratoriais de
roedores (DEWSBURY et al., 1980), algumas espécies de roedores silvestres correm mais
nas rodas de corrida do que até mesmo aqueles criados especificamente para correr na roda
(GARLAND, 2003). A remocao da roda de corrida pode levar a mudangas de comportamento
(MALISCH et al., 2009) e no cérebro (RHODES et al., 2003). As rodas de corrida podem vir
numa variedade de tamanhos, formas, texturas de superficie e configuragoes (DE BONO et
al., 2006; SHERWIN, 1998), dependendo do dispositivo de contagem empregado, € com 0s
devidos cuidados metodologicos (EIKELBOOM, 2001; KOTEJA e GARLAND, 2001). Além
disso, Eikelboom e colegas (EIKELBOOM et al., 1999), argumentaram que roda de corrida
executada voluntariamente em roedores pode ser um modelo razoavel de exercicio volitivo
humano (KELLY et al., 2010; REZENDE et al., 2009).

Os humanos e os roedores envolvem-se em atividade fisica e muito do que fazem se
qualifica como exercicio voluntario, por exemplo, inquietagdo ou comportamento ambulatdrio
ndo especifico, este frequentemente denominado atividade fisica espontanea (SPA) (KOTZ et
al., 2008; RAVUSSIN et al., 1986). Mais uma vez, tal atividade pode variar muito em
intensidade e duragdo. Levine et al. (1999) enfatizaram a importancia da “termogénese da
atividade fisica” que pode ser subdividida em: exercicio voluntario termogénico (esportes e
fitness), e atividade sem exercicio termogénico (NEAT) que ¢ a termogénese que acompanha
a atividade fisica espontanea, tal como as atividades de vida diéria, inquietagdo, contra¢ao
muscular espontidnea, e manutencdo da postura (LEVINE et al., 1999). Sob este tipo de
definicdo muito ampla, NEAT pode ser voluntaria e até abranger o que ¢ comumente visto
como exercicio (JOHANNSSEN e RAVUSSIN, 2008; KOTZ et al., 2008; OWEN et al.,
2010).

Todos os animais necessitam de atividades fisicas e gasto energético, estando assim

sujeitos a regulagcdo bioldgica. Notando que o funcionamento da roda de corrida e SPA nao
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sdo equivalentes (SHERWIN, 1998), alguns autores expressam preocupagao de que uma roda
de corrida pode confundir efeitos sobre a quantidade de atividade e gasto de energia, que sdo
independentes da regulacdo do balango energético (NOVAK e LEVINE, 2007).
Naturalmente, o mesmo pode acontecer no exercicio humano, por exemplo, na dependéncia
de exercicio ou anorexia nervosa, o ultimo pode, por vezes, estar relacionado com a
desregulagdo da atividade fisica (HILLEBRAND et al., 2008; KAS et al., 2009). O acesso as
rodas tem sido demonstrado em muitos estudos associado ao aumento do consumo alimentar
em roedores (BELL et al., 1997; TOKUYAMA et al., 1982). Quando os ratos tém acesso a
roda de corrida, combinado com restricdo alimentar, tornam-se hiperativos e diminui a sua
ingestdo alimentar, um fendmeno paradoxal conhecido como anorexia baseada na atividade
(ABA) (DE RIJKE et al., 2005). Estudos mostraram um forte decréscimo no peso corporal
relativo e dos niveis plasmaticos de leptina e insulina, assim como aumento do peso da
glandula adrenal, indicando aumento da atividade do eixo HPA, outra caracteristica da ABA
(BURDEN et al., 1993).

Estudos realizados até o momento, em que a ingestdo de alimentos foi cuidadosamente
controlada, s6 foram capazes de mostrar um aumento na expectativa média de vida, sem
alteracdes na vida util maxima (HOLLOSZY, 1998). Surpreendentemente, muitos estudos
estdo sendo aplicados nesta area, mas os reais efeitos causados pelo exercicio forcado ou
voluntario ainda ndo estdo bem claros (OGONOVSKI et al., 2005). O que determina que o
animal faca atividade fisica também ndo ¢ claro (JONAS et al., 2010). Portanto, exercicio
voluntario, SPA e comportamentos sedentarios ndo necessariamente se encontram ao longo de
um continuo uUnico ou eixo de variagdo, seja fenotipica ou geneticamente. Muitos
comportamentos sedentarios expressos pelos seres humanos podem nao ter relacdo direta em
roedores (OWEN et al., 2010). Interacdes entre dieta, enriquecimento ambiental e propensao

para o exercicio ou SPA nao foram ainda estudados para o nosso conhecimento. No entanto,
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pode-se imaginar que tais efeitos interativos existam (FAHNESTOCK et al., 2010;
JOHNSON et al., 2003; PIETROPAOLO et al., 2008; VAN PRAAG, 2009).

Assim, a atividade fisica parece ter um papel importante para a estabilidade dos
habitos de praticar atividades, os quais poderdo adquirir uma importancia vital para a
prevengio dos fatores de risco de doengas (SHARP, 1998). E igualmente reconhecido que o
nivel de satde em criangas e adolescentes pode ser um preditor importante do nivel de satide

na vida adulta (BERENSON et al., 1998; TWISK et al., 1997).
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3 JUSTIFICATIVA

Face as consideragdes anteriores, se torna fundamental o estudo da vulnerabilidade ao
sedentarismo, assim como de possiveis marcadores bioquimicos associados a esse fendmeno,
a fim de entender os potenciais mecanismos relacionados e planejar estudos de intervengao

futuros.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Elaborar um modelo animal que espelhe o fenomeno “Similaridade nas
Desigualdades™ durante a vida fetal e estudar a exercicio fisico voluntario nesses animais na

vida adulta.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Descrever o crescimento e o consumo alimentar dos animais ao longo da vida,
comparando grupos de extrema desigualdade nutricional durante o periodo
gestacional;

b) Verificar a atividade fisica espontanea da prole na vida adulta em grupos de
extrema desigualdade nutricional durante o periodo gestacional;

c) Verificar aspectos metabolicos como os depdsitos de gordura abdominal,
colesterol total, HDL, triglicerideos, a glicose plasmatica, além do peso
corporal;

d) Estabelecer o modelo de restricdo de crescimento intra uterino usado no

laboratério dos professores Michael Ross e Mina Desai (UCLA).
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S METODOLOGIA

Ratas virgens Sprague Dawley foram selecionadas ao acaso, sendo provenientes do
CEMIB de Campinas-SP. Elas permaneceram, individualmente, em caixas-moradia,
confeccionadas em Plexiglas, medindo 65cm x 25cm x 15cm, com assoalho recoberto de
maravalha e mantidas em um ambiente controlado: ciclo claro/escuro de 10/14 horas,
temperatura de 22+2°C, limpeza das caixas uma vez por semana, racdo padrao e agua ad
libitum. As ratas foram mantidas neste ambiente por pelo menos 10 dias, antes de qualquer
procedimento experimental. Previamente ao acasalamento, foi verificado o ciclo estral de
cada rata, através da visualizagdo em microscopia do material vaginal coletado. Apds a
confirmacdo do periodo fértil, as ratas foram colocadas junto com machos de
aproximadamente 3 meses de vida, da mesma linhagem, durante o ciclo escuro, para permitir
o acasalamento. Apo6s a confirmacdo do acasalamento através de microscopia com
visualizacdo de espermatozoéides, este foi considerado o dia 1 (um) de gestacdo. As ratas
prenhes foram randomizadas pelo peso corporal, mantidas individualmente, e no dia 10 de
gestacdo foram divididas em trés grupos (Figural). Para a formacdo do grupo Restricdo
Alimentar 50% (R50%), calculamos o consumo médio de seis (6) ratas do grupo Controle,
que receberam rag¢do padrdo a vontade, em uma leva anterior e ofertamos apenas 50% do
valor do consumo diario médio do grupo controle em cada dia da gestacdo ao grupo R50%. O
grupo Dieta Rica em Gordura (RG), recebeu uma dieta composta por 4,59 calorias (g), 47,0%
de carboidratos, 25,0% de proteinas, 23,0% de gordura, a vontade.

A partir do dia 10 de gestacdo até o desmame (21 dias de vida dos filhotes), foram
aferidos diariamente o consumo de rac¢ao e o peso corporal dos animais. Em até 24 horas apos

os nascimentos, os filhotes eram pesados, ¢ o procedimento de adocdo cruzada foi
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empreendido, no qual as ninhadas passam da mae gestante para a mae adotiva durante a

lactacdo, formando os grupos demonstrados na Figura 1.
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Até 24hs
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Controle “ n=23

R50% Controle n=28

Restricao 50% n=14 cruzada

R50% R50% n=21

Controle n=26

n=22

Figura 1 - Esquema da formagdo dos grupos antes a apos adogdo cruzada

Com o intuito de diminuir as rejei¢des e obtermos sucesso nas adogdes, os filhotes
foram retirados da caixa da mde e colocados em um recipiente contendo um pouco de
maravalha da mae adotiva para que os filhotes ficassem com o cheiro desta mae. As adogdes
foram observadas por um periodo de 30 minutos ou até que as maes demonstrassem cuidado
com a ninhada, amamentando ou colocando todos no ninho. As ninhadas em que as maes nao
conseguiram cuidar dos filhotes, ou ndo conseguiram amamenté-los, ou ndo conseguiram
acomoda-los no ninho, ou ainda rejeitaram os filhotes, foram descartadas do estudo. Na 1*
leva: uma rata do grupo Controle; uma rata do grupo RG; e duas ratas do grupo Restri¢ao
50%. Na 2% leva: uma rata do grupo Controle; uma rata do grupo RG; e duas ratas do grupo

Restricao 50%, tendo sido descartadas do estudo 8 ratas no total.
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As ninhadas foram padronizadas em 8 filhotes. Os filhotes extras foram usados em outros
projetos do grupo. O desmame ocorreu no dia 21 apds o nascimento, sendo os animais
separados por sexo e mantidos 4 em cada caixa, recebendo racdo padrdo e agua ad libitum e
com ciclo claro/escuro de 12/12h, sendo manipulados apenas para pesagem semanal que

comegou apds o desmame e foi feita até o inicio dos testes comportamentais.

5.1 EXERCICIO FISICO VOLUNTARIO — RODAS DE CORRIDA

Apo6s completarem 60 dias de vida, os ratos eram alocados isoladamente em caixas
contendo rodas de corrida, por sete (7) dias, para que pudessem se exercitar livremente. As
rodas de corrida tem 20cm de didmetro e possuem sensores conectados a contadores digitais

que registram o nimero total e parcial de voltas, atualizado a cada minuto.

Figura 2 - Caixas com rodas de corrida e contadores digitais
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5.2 COLETA E ARMAZENAMENTO DOS TECIDOS

Vinte e quatro horas apos o término das medidas de exercicio fisico voluntario nas
rodas de corrida, os animais foram decapitados apds terem ficado 4 horas em jejum para a
coleta de sangue e tecidos. O sangue do tronco foi coletado em tubos especificos para
determinagdo dos niveis plasmaticos de glicose, colesterol total, lipoproteina de alta densidade
(HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e triglicerideos (TGs). As amostras sanguineas
foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos a 4°C e o soro separado ¢ armazenado a -
80°C até o dia das analises.

Ap6s a decapitagdo, o cérebro, parte do musculo gastrocnémio da pata traseira direita e
parte do figado foram rapidamente removidos e congelados, através de imersdo no
isopentano, e armazenados a -80°C. As duas maiores por¢des de gordura abdominal (gonadal
e retroperitoneal) foram dissecadas e pesadas usando uma balanca da marca Marte® com
precisdo de 0,01g. Os resultados da quantidade de gordura abdominal foram calculados como
percentual do peso corporal. Os procedimentos foram divididos em duas levas para que
pudéssemos conhecer a média do consumo alimentar das ratas Controle e assim calcular o
percentual de 50% para a formag¢do do grupo Restricdo 50%. Este procedimento também
ocorreu para que todos os animais tivessem a mesma idade quando fossem alocados nas rodas
de corrida devido a quantidade de contadores disponiveis (1* leva — 4 contadores e na 2° leva

— 10 contadores).

5.3 ASPECTOS ETICOS
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Todos os procedimentos animais foram aprovados em seus aspectos éticos e
metodolégicos de acordo com as Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais,
especialmente a Lei 11.794 de 08/10/2008 (BRASIL, 2008), que estabelece procedimentos
para o uso cientifico de animais, pela Comissdo Cientifica e pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais do Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacdo do HCPA (GPPG/HCPA) (Projeto

numero 11-0053).

5.4 ANALISES BIOQUIMICAS

Os niveis plasmaticos de glicose, colesterol total, HDL e TGs foram determinados no

Laboratorio de Analises Clinicas do HCPA por método enzimatico colorimétrico.

5.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados de ganho de peso e consumo alimentar durante a gestacdo foram analisados
por Equacdes de Estimacdo Generalizada (GEE), utilizando grupo e tempo como fatores,
ajustado pelo tamanho da ninhada (nimero de filhotes). GEE também foi usado para
avaliagdo do peso ao nascer, utilizando grupo, sexo e leva como fatores, ajustado pelo
tamanho da ninhada. Ambas as analises foram seguidas por post hoc Bonferroni quando
indicado. O pressuposto de distribuicdo normal foi testado pelo teste de normalidade de
Shapiro-Wilk.

Todas as analises realizadas ap6s a adogdo cruzada foram divididas em trés modelos:
a) Modelo desenvolvido para avaliar o efeito isolado da exposicdo a dieta restrita em calorias
em diferentes momentos do desenvolvimento, considerando os grupos Cont Cont,
R50% Cont, Cont R50%, ¢ R50% R50%; b) Modelo desenvolvido para avaliar o efeito

isolado da exposicao a dieta rica em gordura em diferentes momentos do desenvolvimento,
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considerando os grupos Cont Cont, RG Cont, Cont RG e RG RG; e c) Modelo
desenvolvido para investigar a existéncia do fendmeno “Similaridade nas Desigualdades”,
considerando os grupos Cont_Cont, R50% Cont ¢ RG_Cont. O ganho de peso ao longo da
vida foi analisado por GEE, usando grupo, tempo e sexo como fatores, nos 3 modelos
descritos acima. A atividade fisica também foi avaliada por GEE, utilizando grupos e
intervalos de tempo como fatores; como a diferen¢a na atividade fisica entre machos e fémeas
foi muito grande (da ordem de mais de 100 vezes) e a comparagdo entre oS sexos neste
desfecho ndo era um objetivo deste trabalho, a andlise da atividade fisica foi feita
considerando machos e fémeas separadamente. Estas andlises foram seguidas por post hoc
Bonferroni quando indicado.

Por fim, apds testes de normalidade e homogeneidade com p>0,05, foi utilizado
ANOVA de duas vias para avaliar os desfechos de gordura abdominal e medidas bioquimicas,
utilizando grupo e sexo como fatores, seguido por post hoc Tuckey quando indicado, também
nos 3 modelos descritos acima. Usando log TG, os grupos ndo foram considerados
assimétricos pelo teste de Shapiro-Wilk. Assim trabalhou-se com os dados logaritmizados
para comparar os grupos através do teste de ANOVA utilizando a média geométrica e
intervalo interquartil para demonstrag¢ao dos dados.

Todos os dados coletados foram digitados e analisados no programa Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 18.0 (SPSS Inc., IBM Company, Chicago,

EUA). Em todas as andlises foi considerado o nivel de significancia de 5%.
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6.1 PESOS DAS GENITORAS DURANTE A GESTACAO
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A Equacdo de Estimagdo Generalizada (GEE), considerando trés semanas de

acompanhamento do peso corporal, utilizando grupo e tempo como fatores e o tamanho da

ninhada como co-variavel, demonstrou que houve interagdo entre grupo e tempo [Wald=

402,049; gl=8; p<0,001;n=9-17/grupo]. No dia 13 o grupo Dieta Rica em Gordura (RG)

apresentou peso maior do que os grupos Restricdo 50% [post-hocBonferroni p<0,001]. Nos

dias 16, 18 e 21 os grupos RG e os grupos Controle tinham maior peso em relagdo ao grupo

Restricao 50% [post-hocBonferroni p<0,001] (Figura 3).
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Figura 3 - Peso corporal em gramas ao longo da gestagdo das genitoras dos 3 grupos nutricionais (média+SEM).
A analise por GEE demonstra interagdo grupo vs tempo, p<0,001; n=9-17/grupo.
*Post-hoc Bonferroni, RG>R50%.

**Post-hoc Bonferroni, RG ¢ Cont>R50%.
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6.2 CONSUMO ALIMENTAR DAS GENITORAS DURANTE A GESTACAO

A Equacdo de Estimagdo Generalizada (GEE), considerando trés semanas de
acompanhamento do consumo de racdo padrdo e dieta rica em gordura, utilizando grupo e
tempo como fatores e o tamanho da ninhada como co-varidvel, demonstrou que houve
interagdo entre grupo*tempo [Wald= 23,069; gl=8; p=0,003; n=8-17/grupo]. Conforme
inducdo pelo protocolo, o grupo Restrigdo 50% consumiu menos racdo que oS grupos
Controle e os grupos Dieta Rica em Gordura nos dias 10, 13, 16, 18 e 21 [post-hocBonferroni

p<0,05] (Figura 4).
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Figura 4 - Consumo alimentar das genitoras em calorias ao longo da gestagdo nos 3 grupos nutricionais
(média+SEM). Analise por GEE demonstra interagdo grupo vs tempo, p=0,003; n=8-17/grupo.
Post-hoc Bonferroni, R50%<RG e Controle.

6.3 GANHO DE PESO EM RELACAO AO CONSUMO CALORICO NA GESTACAO
Ao analisar o ganho de peso das genitoras em relagdo ao consumo caldrico (peso final-
peso inicial/consumo total do periodo em calorias) em trés periodos da gestacdo (dias 10-13,

dias 14-18 e dias 19-21) por Equacdo de Estimagdo Generalizada (GEE), observou-se
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interagdo entre grupo*tempo[Wald= 24,239; gl=4 ; p<0,0001; n=12/grupo], ajustado pelo
numero de filhotes da ninhada.

O post hoc Bonferroni demonstrou que nos periodos de tempo 1 (dias 10-13, p<0,0001
em relagdo ao Controle e p<0,0001 em relacdo ao RG) e 2 (dias 14-18, p<0,0001 em relagao
ao Controle e p<0,0001 em relacdo ao RG) de gestagdo, o grupo R50% demonstrou menor
ganho de peso por caloria consumida em relacdo aos outros dois grupos, porém nao existem
diferengas no periodo 3 (dias 19-21, p=1,00 em relacdo ao grupo Controle e p=0,753 em
relagdo ao grupo RG). Os grupos RG e Controle ndo diferiram entre si em nenhum dos

periodos (p>0,05). Figura 5:

Ganho de peso por caloria consumida
,2000 -
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L
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Controle
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%
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dias10-13 dias14-18 dias19-21
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Figura 5 - Ganho de peso por caloria consumida nos trés periodos de gestagdo. Analise por GEE demonstra
interagdo grupo vs tempo, p<0,0001; n=12/grupo.
* R50%<controle e RG.
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6.4 PESO AO NASCER

Ao analisar o peso ao nascer das duas levas por Equacdao de Estimacdo Generalizada
(GEE), observou-se interagdo entre grupo*sexo*leva [Wald= 13,454; gl=4 ; p=0,009; n=35-
122/grupo], (post hoc Bonferroni p<0,05) ajustado pelo nimero de filhotes da ninhada. Como
houve interagdo com a leva, estas analises foram feitas separadamente para cada leva e os
resultados sdo demonstrados em graficos diferentes. Apesar da interacdo, os resultados foram
muito semelhantes entre as levas e provavelmente a relevancia biologica desta interagdo ¢
desprezivel uma vez que o n da leva 1 era pequeno para alguns grupos.

Nas duas levas e em ambos os sexos, filhotes de maes que tiveram restri¢do caldrica
(Restricdo 50%) e filhotes de maes com dieta rica em gordura (RG) pesaram menos que 0s
filhotes das maes Controle (Figuras 6 e 7). Conforme esperado os machos pesaram mais do

que as fémeas [Wald=42,362; gl=1; p<0,001].
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0,00 — — A ——
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Figura 6 - Peso ao nascer em gramas dos filhotes da leva 1 (média+SEM). Analise por GEE demonstra interagdo
grupo vs sexo vs leva, p=0,009; n=35-122/grupo.
*RG e R50%<Controle.
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8,00 - Peso ao nascer — Leva 2

M Controle
M Restr 50%
i DRG

Machos Fémeas

Figura 7 - Peso ao nascer em gramas dos filhotes da leva 2 (média+SEM). Analise por GEE demonstra interagdo
grupo vs sexo vs leva, p=0,009; n=35-122/grupo.
*RG e R50%<Controle.

6.5 GANHO DE PESO DURANTE A VIDA

Considerando o efeito isolado da exposicdo a dieta restrita (modelo estatistico nimero
1), vemos que ha uma interagdo entre sexo*grupo*tempo [Wald= 1835,057; gl=24 p<0,001,
n=13-38/grupo], no qual o efeito do sexo no peso corporal (machos pesando mais que fémeas)
aparece a partir da semana 2 nos grupos que receberam dieta controle a partir da adogao
cruzada, independente da histéria gestacional (Cont_Cont e R50% Cont, Bonferroni p=0,023
e p=0,041 respectivamente); porém, nos grupos que receberam dieta restrita durante a
lactacdo (Cont R50% e R50% R50% Bonferroni p=0,013 e p=0,03 respectivamente), a

diferenca entre os sexos apareceu apenas na semana 3 (Figura 8).
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350 1 Peso ao longo da vida (Compara¢do Modelo 1)
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Figura 8 - Peso ao longo da vida (Comparagdo Modelo 1). Analise por GEE demonstra interagdo sexo vs grupo
vs tempo, p<0,001; n=13-38/grupo.

*Post-hoc Bonferroni (Cont Cont e R50% Cont, p=0,023 e p=0,041 respectivamente). Machos>fémeas a partir
da semana 2, nos grupos que receberam dieta controle a partir da adogéo cruzada

**Post-hoc Bonferroni (Cont R50% e R50% R50%, p=0,013 e p=0,03 respectivamente). Machos>fémeas a
partir da semana 3, nos grupos que receberam dieta restrita durante a lactag@o.

Em relagdo ao efeito da exposicdo a dieta rica em gordura (modelo estatistico nimero
2), também vemos uma interacao entre sexo*grupo*tempo [Wald= 1800,290; gl=24; p<0,001,
n=17-38/grupo], onde os machos pesam mais que as fémeas a partir da semana numero 2 nos
grupos Cont Cont (Bonferroni, p=0,023), Cont RG (Bonferroni, p=0,009) ¢ RG RG
(Bonferroni, p<0,0001), mas apenas a partir da semana 3 no grupo RG Cont (Bonferroni,

p<0,0001).
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Figura 9 - Peso ao longo da vida (Comparagdo Modelo 2). Analise por GEE demonstra interagdo sexo vs grupo
vs tempo, p<0,001; n=17-38/grupo.

*Post-hoc Bonferroni, machos>fémeas nos grupos Cont Cont (p=0,023), Cont R50% (p=0,009) ¢ RG_RG
(p<0,0001), diferengas a partir da semana 2. **Post-hoc Bonferroni, machos>fémeas nos grupos RG_Cont
(p<0,0001), diferenca a partir da semana 3.

O modelo estatistico nimero 3, que busca o fendmeno Similaridades nas
Desigualdades, encontrou uma interacdo grupo*sexo*tempo neste desfecho [Wald=
1259,171; gl=18; p<0,0001, n=21-38/grupo]. O post hoc Bonferroni demonstra que o efeito
do sexo no qual os machos sdo mais pesados que as fémeas, aparece ja na semana niumero 2
nos grupos Cont Cont(Bonferroni, p= 0,023) e Cont R50% (Bonferroni, p= 0,041), porém
apenas na semana 3 no grupo RG_Cont (Bonferroni, p=0,009). Como nio encontramos o

fendmeno nesta andlise, os dados ndo serdo mostrados graficamente.
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6.6 EXERCICIO FISICO NAS RODAS DE CORRIDA

Optamos por analisar a atividade fisica em intervalos de 4 horas ao longo do dia, pois
poderia haver uma variagdo da atividade fisica entre os grupos no decorrer do ciclo
circadiano.

No modelo estatistico 1, buscando o efeito da exposicao a dieta restrita, a analise por
Equacdo de Estimacdo Generalizada (GEE) nos machos demonstra uma interagdo entre grupo
e horarios ([Wald= 39,268; gl=15; p=0,001], n=4-10/grupo), assim como efeito isolado do
tempo (como era de se esperar de um animal de habitos noturnos, todos os ratos andam mais
nos periodos escuros, Wald= 80,163; gl= 5; p<0,0001), sem efeito do grupo (Wald= 5,503;
gl= 3; p=0,138). A avaliagcdo da interagdo pelo post hoc Bonferroni demonstra que o grupo
Cont_R50% anda mais nas rodas de corrida que o grupo R50% Cont nos horarios 2 (11-
14:59, p=0,025) e 3 (15:00-18:59, p=0,042). Nao ha outras diferengas entre os grupos nos
diferentes horarios.

J& nas fémeas, demonstra uma intera¢ao entre grupo e horarios (Wald=60,312; gl=15;
p<0,001, n=4-10/grupo), assim como efeito isolado do tempo (Wald= 37,004; gl= 5;
p<0,0001), sem efeito do grupo (Wald= 2,919; gl= 3; p=0,404). A avaliacao da interacdo pelo
post hoc Bonferroni demonstra que o grupo R50% Cont anda mais nas rodas de corrida que o
grupo Cont_Cont no horério 4 (19-22:59, p=0,010). Nao ha outras diferencas entre os grupos
nos diferentes horarios.

No modelo estatistico 2, buscando o efeito da exposi¢do a dieta rica em gordura, a
analise por Equacdo de Estimagdo Generalizada (GEE) nos machos demonstra uma interagao
entre grupo e horarios ([Wald= 60,857; gl=15; p<0,0001], n=6-10/grupo), assim como efeito
isolado do tempo (Wald= 74,763; gl=5; p<0,0001), sendo que o efeito do grupo ndo atingiu

significancia estatistica (Wald= 7,763; gl= 3; p=0,054). A avaliacdo da interacdo pelo post
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hoc Bonferroni demonstra que o grupo RG_Cont anda menos nas rodas de corrida que o
grupo Cont Cont no horério 6 (03:00-06:59, p=0,036). Nao ha outras diferencas entre os
grupos nos diferentes horarios.

J& nas fémeas, demonstra-se uma intera¢do entre grupo e horarios (Wald=131,099;
gl=15; p<0,0001, n=6-10/grupo), assim como efeito isolado do tempo (Wald= 97,997; gl=5;
p<0,0001), e efeito do grupo (Wald= 22,193; gl= 3; p<0,0001). A avaliagdo da interacdo pelo
post hoc Bonferroni demonstra que o grupo RG Cont anda mais nas rodas de corrida que o
grupo Cont RG no horario 1 (07:00-10:59, p<0,0001) e 3 (15:00-18:59, p<0,0001). Este
mesmo grupo anda mais que todos os outros grupos no horario 4 (19:00-22:59, p=0,001 na
comparacdo com o grupo Cont Cont, p=0,003 na comparagdo com o grupo Cont RG e
p<0,0001 na comparacdo com o grupo RG RG). No horario seguinte (23:00-02:59), as
diferengas continuam significativas na comparagdo deste grupo com Cont RG (p=0,005) e
RG_RG (p<0,0001). Por fim, no ultimo horério (03:00-06:59), este grupo continua andando
mais que os outros porém a diferenca ¢ significativa apenas na comparacdo com 0O grupo
RG_RG (p=0,002). Nao ha outras diferencas entre os grupos nos diferentes horarios.

No modelo estatistico 3, buscando o fendmeno “Similaridades nas Desigualdades”, a
analise por Equacdo de Estimagdo Generalizada (GEE) nos machos demonstra uma interagao
entre grupo e horarios (Wald= 48,745; gl= 10; p<0,0001, n=7-9/grupo), assim como efeitos
isolados do grupo (Wald= 12,208; gl= 2; p=0,002 e do tempo (Wald= 71,504; gl= 5;
p<0,0001). A avaliacdo da interagdo pelo post hoc Bonferroni evidencia o efeito das

2

“Similaridades...”, no qual os grupos extremos (R50% Cont e RG Cont) apresentam
significativamente menos atividade na roda de corrida que o grupo Cont Cont no horario 3
(15:00-18:59, p=0,004 na comparacao com o grupo R50% Cont e p=0,020 na comparacao

com o grupo RG_Cont) e quase atingindo significancia estatistica plena no horario 6 (03:00-

06-59, p=0,055 na comparacao com o grupo R50% Cont e p=0,014 na comparagdo com o
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grupo RG Cont). Os grupos extremos diferenciam-se um do outro apenas no horario 5
(23:00-02:59), no qual o grupo R50% Cont anda significativamente mais que o grupo
RG_Cont (p<0,0001). Nao ha outras diferencas entre os grupos nos diferentes horarios.

J& nas fémeas hd também uma interagdo entre grupos e hordrios (Wald= 45,830;
gl=10; p<0,001, n=7-9/grupo), assim como efeitos isolados do grupo (Wald= 6,196; gl=2;
p=0,045) e do tempo (Wald= 101,618; gl=5; p<0,001). A avalia¢do da interag¢do pelo post hoc
Bonferroni evidencia o efeito das “Similaridades...”, no qual os grupos extremos (R50% Cont
e RG_Cont) apresentam significativamente mais atividade na roda de corrida que o grupo
Cont_Cont no horario 4 (19:00-22:59, p=0,005 na comparagdo com o grupo R50% Cont e
p<0,0001 na comparagdo com o grupo RG_Cont). Nao ha outras diferengas entre os grupos

nos diferentes horarios.

140 Numero de voltas (Machos)

120

100 —+—Cont_Cont

—a—Rest50%_Cont
80
RG_Cont

Voltas

60 Cont_Rest 50%

Cont_RG
40 —e—Rest 50%_Rest 50%

—e—RG_RG
20

7 11 11 15 1519 1923 23 03 03 07

Intervaloem horas

Figura 10 - Atividade fisica dos machos em niimero de voltas nos diferentes intervalos de horarios ao longo dos
dias. Post-hocBonferroni evidencia o efeito das “Similaridades...”, onde os grupos extremos (R50% Cont e
RG_Cont)<(Cont_Cont) no horario 15:00-18:59, p=0,004 ¢ p=0,020 respectivamente; no horario 03:00-06-59,
p=0,055 e p=0,014 respectivamente). Outros efeitos isolados sdo descritos no texto
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Figura 11 - Atividade fisica das fémeas em numero de voltas nos diferentes intervalos de horarios ao longo dos
dias. Post-hocBonferroni evidencia o efeito das “Similaridades...”, onde os grupos extremos (R50% Cont e
RG_Cont) apresentam menos voltas que o grupo de referéncia (Cont_Cont) no horario 19:00-22:59, p=0,005 e
p<0,0001 respectivamente.

6.7 GORDURA ABDOMINAL

As figuras 12 e 13 demonstram os resultados da gordura abdominal total (renal +
gonadal, dados expressos como percentual do peso corporal). Nenhum dos trés modelos de
analise estatisticos evidenciou diferencas entre os grupos (ANOVA de 2 vias Modelo 1, F (3,
94)=5,078, p=0,355; Modelo 2, F (3, 88) =0,680, p=0,567 ¢ Modelo 3, F (2, 82)=0,915,
p=0,405) efeito do sexo (ANOVA de 2 vias Modelo 1, F (1, 94)=0,815, p=0,355; Modelo 2, F
(1, 88) = 3,183, p=0,420 e Modelo 3, F (1, 82)=1,191, p=0,278) nem interacdo entre grupo vs.
sexo (ANOVA de 2 vias Modelo 1, F (3, 94)=0,766, p=0,516; Modelo 2, F (3, 88) = 0,804,

p=0,495¢ Modelo 3, F (2, 82)=0,914, p=0,405).
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Figuras 12 e 13 - Gordura Abdominal Total, (renal + gonadal os valores expressos em percentual de peso
corporal. Nenhum dos trés modelos evidenciou diferengas entre grupo, ANOVA de 2 vias, Modelo 1 (p=0,355);
Modelo 2 (p=0,567) e Modelo 3 (p=0,405), efeito do sexo, ANOVA de 2 vias, Modelo 1 (p=0,355); Modelo 2
(p=0,420) e Modelo 3 (p=0,278), nem intera¢do grupo vs sexo, (ANOVA de 2 vias Modelo 1 (p=0,516);

Modelo 2 (p=0,495) e Modelo 3 (p=0,405).
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6.8 EXAMES BIOQUIMICOS

A tabela 1 demonstra os resultados dos exames laboratoriais em machos (a) e fémeas

(b).

No modelo estatistico 1, considerando o efeito da exposi¢do a dieta restrita, houve

efeito do grupo na glicemia (ANOVA de 2 vias, F (3, 47)=3,477, p=0,023) no qual o grupo
R50% Cont apresentou glicemia significativamente maior que o grupo Cont Cont (Tukey,
p=0,018), ndo havendo outras diferengas entre os demais grupos; nao houve efeito do sexo (F
(1, 47)=0,045, p=0,833), nem interagdo entre grupo vs. sexo (F (3, 47)=2,318, p=0,088) neste
desfecho.

Na avaliacdo do colesterol total pelo modelo 1, ndo houve efeito do grupo (F (3,
47)=2,519, p=0,069), nem do sexo (F (1, 47)=0,159, p=0,692) e nem interacdo grupo vs. sexo
(F (3,47)=0,318, p=0,813).

A avaliacdo do colesterol HDL pelo modelo 1 demonstra um efeito do grupo (F (3,
47)=4,662, p=0,006), no qual o grupo Cont Cont apresentou menor colesterol HDL em
relacdo aos grupos Cont R50% (Tukey p=0,017) e R50% Cont (Tukey 0,014). Nao houve
efeito do sexo (F (1, 47)=0,979, p=0,328) nem interagcdo grupo vs. sexo (F (3, 47)=0,247,
p=0,863).

Houve efeito do sexo (F (1, 47)=55,465, p<0,0001) e do grupo (F (3, 47)=3,50,
p=0,023) nos triglicerideos através da andlise estatistica pelo modelo 3, no qual os machos
apresentam niveis maiores em relacdo as fémeas, e o grupo R50% R50% apresentou niveis
menores em relacdo aos grupos Cont Cont (Tukey, p=0,025) e Cont R50% (Tukey,
p=0,039). Nao houve interacdo entre grupo e sexo (F (3, 47)=0,224, p=0,879).

No modelo estatistico 2, considerando o efeito da exposi¢do a dieta rica em gordura,

houve um efeito do grupo na glicemia, (ANOVA de 2 vias, F (3, 53)=8,347, p<0,0001) no
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qual o grupo Cont RG apresentou glicemia significativamente maior que os demais grupos
(Tukey, p=0,002 na comparagdo com o grupo Cont Cont, p<0,0001 na comparagdo com o
grupo RG_Cont e p=0,013 na comparaciao com o grupo RG_RG); ndo houve efeito do sexo (F
(1, 53)=3,277, p=0,076), nem interagdo entre grupo vs. sexo (F (3, 53)=1,564, p=0,209) neste
desfecho.

Na avaliagdo do colesterol total pelo modelo 2, houve uma interacdo entre grupo e
sexo (F (3, 53)=5,20, p=0,003) no qual o grupo RG_Cont apresentou colesterol total menor
que os grupos Cont RG (Tukey, p=0,041) e RG_RG (p=0,002), porém apenas nas fémeas.
Nao houve efeito isolado do grupo (F (3, 53)=1,397, p=0,254) nem do sexo (F (1, 53)=0,01,
p=0,921).

A avaliagdo do colesterol HDL pelo modelo 2 demonstra uma interagao entre grupo e
sexo (F (3, 53)=4,026, p=0,012), no qual as fémeas t€ém maior colesterol HDL apenas no
grupo RG_RG (p=0,003). Houve efeito isolado do grupo (F (3, 53)=4,313, p=0,009), no qual
o grupo RG RG apresentou maior colesterol HDL em relacdo aos grupos Cont Cont
(Tukeyp=0,008) e RG_Cont (Tukey p=0,025),mas nao houve efeito do sexo (F (1, 53)=3,336,
p=0,073).

Houve apenas efeito do sexo nos triglicerideos através da andlise estatistica pelo
modelo 2 (F (1, 53)=111,611, p<0,0001), no qual os machos apresentam niveis maiores em
relacdo as fémeas em todos os grupos. Nao houve efeito do grupo (F (3, 53)=2,483, p=0,071),
nem interagdo entre grupo e sexo (F (3, 53)=1,579, p=0,205).

No modelo estatistico 3, que busca o fendmeno “Similaridades nas desigualdades”, ha

um efeito do grupo na glicemia (ANOVA de 2 vias, F (2, 44)=8,061, p=0,001), no qual o
grupo R50% Cont apresentou glicemia maior em relagdo aos grupos RG Cont (Tukey,
p=0,001) e Cont Cont (Tukey, p=0,008). Nao houve efeito do sexo (F (1, 44)=2,058,

p=0,158), nem interacdo entre sexo e grupo (F (2, 44)=1,569, p=0,220).
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Na avaliagdo do colesterol total pelo modelo 3, houve uma interacdo entre grupo e
sexo (F (2, 44)=4,882, p=0,012) no qual os machos apresentam maior colesterol total em
relacdo as fémeas apenas no grupo RG_Cont (Tukey, p=0,003). Além disso, ha um efeito
isolado do grupo (F (2, 44)=6,498, p=0,003) no qual o grupo R50% apresentou maior
colesterol total em relagdo aos outros dois grupos (Tukey p=0,017 na comparagdo com o
grupo Cont_Cont e p=0,007 na comparagdo com o grupo RG_Cont);ndo houve efeito do sexo
(F (1, 44)=1,529, p=0,223).

A avaliacdo do colesterol HDL pelo modelo 3 demonstra um efeito do grupo (F (2,
44)=9,071, p=0,001), no qual o grupo R50% apresentou maior colesterol HDL em relacdo aos
outros dois grupos (Tukey p=0,001 na comparagdo com o grupo Cont Cont e p=0,004 na
compara¢do com o grupo RG_Cont); ndo houve efeito do sexo (F (1, 44)=0,038, p=0,846)
nem interagdo grupo vs. sexo (F (2, 44)=1,482, p=0,238).

Houve apenas efeito do sexo nos triglicerideos por meio da andlise estatistica pelo
modelo 3 (F (1, 44)=64,678, p<0,0001), no qual os machos apresentam niveis maiores em
relacdo as fémeas em todos os grupos. Nao houve efeito do grupo (F (2, 44)=0,383, p=0,684),

nem interagdo entre grupo e sexo (F (2, 44)=0,731, p=0,487).



Tabela 1 — Medidas bioquimicas

A.
Medidas Machos

Cont Cont R50% Cont Cont R50% R50% R50% RG Cont Cont RG RG RG
Glicemia 135,78+3.,60°Y | 142,13+3,82** 146,33+4,49 *° 130,50+5,50 *° 126,50+3,82 144,88+3,15% 131,33+3,64
(mg/dl)
Colesterol 81,33+4.63%* | 94,75+4.91 %Y 94,50+7,37 91,00+9,03° 91,63+4,91%* 83,88+4.73% 82,67+5.46
total
(mg/dl)
Colesterol 25,00+1,46™* | 30,50+1,55%Y 29,83+2,19° 29,25+2,68%° 27,50+1,55* 25,75+1,43% 26,83+1,65°
HDL
(mg/dl)
Triglicerideos | 153,0 (80,50)" 114,50(28,50)*° | 133,0 (78,75) 96,0(63,0)° 140,0 (85,75) 132,0(72,75) 92,0 (17,25)
(mg/dl)
B.
Medidas Fémeas

Cont Cont R50% Cont Cont R50% R50% R50% RG Cont Cont RG RG RG
Glicemia 132,80+3.41%9Y | 149,25+3,82%% 134,83+4,49 P 140,50+5,50 *° 135,57+4,08" 147,7143.37° 139,17+3,64’
(mg/dl)
Colesterol total | 85,20+4,39™* | 99,00+4,91™ 102,33+7,37° 83,25+9,03" 68,86+5,24% 89,00+5,06 97,8345,46’
(mg/dl)
Colesterol HDL | 26,00+1,39%* 32,13+1,55%Y 33,50+2,19° 29,00+2,68%° 24,14+1,66"" 28.43+1,521 34,17+1,65¢
(mg/dl)
Triglicerideos | 67,50 (37,75)* 51,50 (44,0)*° 59,0 (18,75)" 39,50 (22,50)° 54,0 (18,0) 46 (12,0) 52,5 (24,0)
(mg/dl)

Medidas bioquimicas em machos (A) e fémeas (B). Dados expressos em média + EPM exceto para os triglicerideos, cuja distribui¢do ndo apresenta
normalidade; logo, a variavel foi log transformada e os dados sdo apresentados como mediana (intervalo interquartil). Valores marcados com letras iguais sdo
semelhantes estatisticamente, ¢ letras diferentes denotam diferencas estatisticamente significativas pelo post hoc Tukey. O modelo estatistico 1 usa as marcas
a, b para o post hoc; o modelo estatistico 2 usa as marcas j, k para o post hoc e o modelo estatistico 3 usa as marcas X,y para o post hoc.
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7 DISCUSSAO

O principal objetivo deste estudo era propor um modelo animal que refletisse o
fendmeno “Similaridades nas desigualdades” em humanos, no qual extremos sociais
apresentam desfechos similares em satde através de mecanismos bioldgicos distintos
(SILVEIRA et al., 2005b; FERNANDES et al., 2010). Isso foi possivel por meio da analise
do crescimento da prole até a vida adulta, da avaliagdo do desempenho dos animais nas rodas
de corrida, assim como no estudo de marcadores bioquimicos de vulnerabilidade metabolica
nos diferentes grupos.

Observou-se que através da manipulacao da dieta, conseguiu-se estabelecer o modelo
de RCIU (ROSS et al., 2005; DESAI et al., 2005). Retardo de crescimento semelhante foi
evidente em filhotes de ambos os sexos quando suas maes foram expostas a dieta restrita
durante a gestagdo tardia, lacta¢do, ou gestacdo e lactacdo, conforme estudos de Léonhardt et
al. (2003). No entanto, o retardo de crescimento foi mais drastico quando a desnutri¢dao
materna foi realizada, principalmente, durante a gestacdo e lactacdo e durante a lactagdo
somente (LEONHARDT et al., 2003).

Observou-se a evolucdo do peso corporal e consumo alimentar das genitoras nos
diferentes grupos, sendo que o grupo alimentado com dieta rica em gordura (RG) apresentou
peso maior que o grupo com restri¢ao calorica (R50%) ja a partir do terceiro dia de dieta (13°
dia de gestacdo). Apds o sexto dia de dieta (16° dia de gestacao), os grupos (RG) e (Controle)
apresentaram maior peso corporal que as genitoras do grupo (R50%). Resultados semelhantes
foram encontrados por Chow e Rider (1973), trabalhando com ratas adultas submetidas a
restricdo alimentar durante a gestacdo. Semelhante aos nossos achados, Léonhardt et al.
(2003) observaram o peso corporal das genitoras durante exposi¢do a restricdo alimentar na

gestacdo e lactacdo e estas pesavam significativamente menos que as maes controle.
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Assim como Howie et al. (2009) e Purcell et al. (2011), ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos Controle ¢ RG no peso corporal das genitoras.
Diferente de nossos achados sdo os de Tamashiro et al. (2009), que compara o peso corporal a
partir do segundo dia de gestacdo de ratas mantidas com dieta rica em gordura. Estas tiveram
peso significantemente maior nas primeiras duas semanas de gestacdo do que ratas
alimentadas com dieta padrdo. Porém, a dieta utilizada no estudo de Tamashiro tinha na
composicdo 60% das kcal de gordura, enquanto no nosso estudo a dieta consistia de 45% de
gordura. Logo, estas diferencas no protocolo podem ser responsaveis pela discrepancia nos
achados entre os dois estudos.

Observou-se que tanto a restricdo de calorias quanto a exposi¢do a dieta rica em
gordura no inicio da vida tiveram efeito sobre o crescimento fetal. Filhotes de maes dos
grupos Restricdo 50% e RG nasceram com peso significativamente menor que filhotes de
maes Controle. Com isso um de nossos principais objetivos foi alcancado, estabelecer o
modelo de restricdo de crescimento intra uterino (RCIU) por meio da dieta.
Interessantemente, ambos os grupos interven¢do (restricio 50% e RG), mesmo sendo
considerados “extremos” de desigualdades neste estudo, induziram o mesmo fendmeno de
RCIU, consistindo na primeira evidéncia do fendémeno “Similaridades nas Desigualdades”,
demonstrado em nosso trabalho.

Outros grupos também ja obtiveram indug¢do de RCIU através da reducao de 50% do
consumo alimentar durante a gestacdo (DESAI et al., 2005). Porém, no presente estudo,
conseguiu-se induzir o baixo peso ao nascer também nos grupos com dieta rica em gordura.
Estes achados vao ao encontro aos de Howie et al. (2009), no qual a alimentacdo rica em
gordura durante a gestacdo levou a uma pequena, mas significativa, redu¢do no peso ao nascer
em machos e fémeas em relacdo aos controles, corroborando ainda outros estudos

experimentais que evidenciaram ninhadas mais leves ao nascimento em decorréncia de



55

consumo materno hiperlipidico (45% de lipidio, 35% de carboidrato e 20% de proteina)
durante a gestagdo (DUDLEY et al., 2011).

A nutri¢do materna durante a gravidez pode programar a suscetibilidade a doengas nos
adultos por meio de alteracdes epigenéticas fetais, que afetam o fenotipo adulto (GALLOU-
KABANI e JUNIEN, 2000). O crescimento fetal intra uterino anormal (em excesso ou
deficiente) esta associado com o desenvolvimento de sindrome metabolica na vida adulta
(BARKER, 1998).

No modelo de exposi¢cdo a dieta restrita, os machos pesaram mais que as fémeas a
partir da segunda semana ap6s o desmame, independente da histdria gestacional, porém, nos
grupos que receberam dieta restrita durante a lactacdo, a diferenca entre os sexos apareceu
apenas na terceira semana. Estes achados podem estar relacionados a um atraso no
desenvolvimento puberal nos grupos Cont R50% e R50% R50%. Se isto aconteceu, nosso
estudo vai ao encontro aos de Carney et al., (2004), nos quais a correlagdo entre peso
corporal do animal e idade puberal em ratas variou com o nivel de restrigdo alimentar,
mostrando apenas uma correlagdo moderada nos controles e nos animais levemente restritos,
mas uma correlagdo muito elevada no grupo Restrito 50%. De acordo com nosso estudo,
(FRISCH, 1980; FRISCH et al., 1975), relacionam o fato de que o inicio da puberdade ¢ um
ponto critico que ndo ¢ apenas influenciado por hormoénios esterdides sexuais, mas também
pelo peso corporal, composi¢do corporal, e outros fatores gerais. Stoker et al. (2000),
observaram um significativo atraso na idade de separacdo prepucial de animais com restricao
alimentar cujo peso corporal foi reduzido cerca de 13%. Ainda neste sentido, estudos sugerem
que reducdes de peso corporal de cerca de 10-15% no periodo do inicio da puberdade, podem
representar uma transicdo importante em que o peso corporal pode ter um grande impacto na

média de idade inicial da puberdade, levando a varios dias de atraso.
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Aumentos compensatdrios no ganho de peso e na ingestdo alimentar também foram
descritos quando a restri¢do alimentar foi imposta no periodo pré-natal e/ou de lactacdo por
restricdo alimentar das maes (DESAI et al., 2005). Em relagcdo ao efeito da exposi¢do a dieta
rica em gordura, os machos pesaram mais que as fémeas a partir da segunda semana apds o
desmame nos grupos Cont_Cont, Cont RG e RG_RG, mas apenas a partir da terceira semana
no grupo RG_Cont. E possivel que este efeito seja decorrente da subita retirada da dieta RG.
No estudo de Pieckering et al. (2009) foi ofertada dieta rica em gordura com livre acesso,
induzindo obesidade, e apos um periodo de 4 semanas a dieta foi retirada e ofertada somente
dieta padrdo para um grupo propenso a obesidade (OP), um resistente a obesidade (OR) e
Controle. Durante a primeira semana, os grupos OR e OP consumiram significativamente
menos racdo padrdo do que os animais controle e a partir dai o consumo foi lentamente
retornando ao normal apenas no grupo OR. Assim, animais OP consumiram
significativamente menos ragdo do que os Controle € OR apds semanas de cessagdo do
acesso livre a dieta RG. Desta forma, animais que sofreram retirada abrupta da dieta rica em
gordura param de ganhar peso corporal e até perdem peso imediatamente apds a retirada
(PIECKERING et al., 2009).

Também podemos considerar que estes achados estejam relacionados a um atraso no
desenvolvimento puberal no grupo RG_Cont. Semelhante ao nosso trabalho, Connor et al.
(2012) encontraram que em fémeas alimentadas com dieta rica em gordura durante a
gestacdo e lactacdo, a idade média da puberdade ¢ menor, seguido pelo grupo dieta rica em
gordura durante a gestacdo e dieta controle na lactagao.

Em relacdo a atividade fisica nas rodas de corrida, ¢ interessante notar que as fémeas
do grupo RG Cont andaram significantemente mais que os outros grupos em todos os
horarios, quando comparadas aos seus controles da adog¢do cruzada (Cont Cont, Cont RG e

RG_RG). Logo, o efeito observado ndo se deve nem a exposicao a dieta RG durante o periodo
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fetal (porque o grupo RG_ Cont difere do grupo RG_RG), nem a exposi¢do a dieta RG no
inicio da vida (porque o grupo RG Cont difere do grupo Cont RG). E possivel que a subita
retirada da dieta RG no grupo RG_Cont funcione como modelo de "abstinéncia" a dieta RG,
ocorrendo num periodo critico do neurodesenvolvimento (periodo neonatal imediato).
Sabemos que diferentes intervengdes neste periodo programam persistentemente o
funcionamento de diferentes sistemas (DALLE MOLLE et al., 2012; PORTELA et al., 2010),
inclusive o sistema dopaminérgico (SILVEIRA et al., 2010). Além disso, sabemos, por
exemplo, que especificamente a exposi¢do a abstinéncia aos opidides neste periodo afeta o
desenvolvimento de receptores opidides centrais (TSANG e NG, 1980), assim como ¢
observavel no filhote recém-nascido em nivel comportamental (BARR et al., 1998) e afeta
persistentemente o desenvolvimento de sistemas neuroquimicos como o serotonérgico,
noradrenérgico e dopaminérgico (ROBINSON et al., 1997).

Logo, ratos que foram gerados por maes recebendo dieta RG e que foram adotados por
maes alimentadas com dieta Controle podem sofrer um efeito da retirada abrupta de tal
sobrecarga calorica e que isto leve a programacgao persistente do funcionamento do sistema
dopaminérgico, afetando a atividade fisica na vida adulta. Outros estudos demonstram que a
retirada abrupta de dietas ricas em gordura/acucar pode levar a abstinéncia em ratos (AVENA
etal., 2008; BENETTI et al., 2010; GALIC ¢ PERSINGER, 2002; WIDEMAN et al., 2005).

No modelo que busca caracterizar o fenomeno “Similaridades nas Desigualdades”,
evidenciou-se tal efeito sendo que os machos dos grupos extremos (R50% Cont e RG_Cont)
apresentaram significativamente menor atividade na roda de corrida que o grupo Cont_Cont
em alguns horarios. Portanto, estes achados nos machos de nosso estudo refletem o efeito
classico de DOHaD (Origem Desenvolvimentista da Saude e da Doenga). Conforme abordado
na Introdugdo, esta linha de pesquisa sugere que fatores ambientais ativos durante a fase

embrionaria e desenvolvimento fetal afetam o risco de desenvolver distirbios metabélicos,
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cardiovasculares (BARKER et al., 1993; GODFREY e BARKER, 2000) e diabetes (Painter
et al., 2005; Ravelli et al., 1999) na vida adulta. Logo, a restri¢do de crescimento intra uterino
estabelece um padrao metabdlico poupador de armazenamento de energia (“thrifty phenotype”
— HALES e BARKER, 1992), o que se estende a alteragdes comportamentais (sedentarismo e
consumo aumentado de alimentos palatdveis), o que foi chamado de “thrifty behavior” ou
“comportamento poupador” (PORTELLA et al., 2012).

Assim como observou-se nos machos no nosso trabalho, o estudo de Vickers et al.
(2003) demonstra que os descendentes de maes desnutridas sdo mais inativos € obesos em
compara¢do com filhos de maes controle na idade adulta, mesmo na presenca de uma dieta
saudavel ao longo da vida pos-natal (VICKERS et al., 2003).

Também nas fémeas, observou-se o efeito das “Similaridades...”, em que os grupos
extremos (R50% Cont e RG_Cont) apresentam significativamente mais atividade na roda de
corrida que o grupo (Cont_Cont). E intrigante notar que o efeito “Similaridades...” nas fémeas
¢ oposto ao que ocorre nos machos. Interessantemente, varios estudos propdem que a
atividade fisica voluntaria na roda de corrida ¢ um comportamento altamente recompensador
para ratos e camundongos de laboratério (PREMACK, 1964; TIMBERLAKE ¢ WOZNY,
1979; BELKE ¢ HEYMAN, 1994; BELKE, 1996; SHERWIN e NICOL, 1996; SHERWIN,
1998; EKKEKAKIS et al., 2005; BRENE et al., 2007). Ratos demonstram inclusive
preferéncia condicionada (“conditioned place preference) ao lugar onde ha rodas de corrida
(Lett et al., 2000), assim como pressionam barras para ter acesso as rodas (KAGAN and
BERKUM, 1954; COLLIER e HIRSCH, 1971; IVERSEN, 1993; BELKE ¢ GARLAND,
2007). Sabe-se que o sistema dopaminérgico ¢ influenciado pela atividade fisica voluntéria
(MEEUSEN e DE MEIRLEIR, 1997), aumentando o metabolismo dopaminérgico estriatal

(BLISS e AILION, 1971). E possivel que, especificamente nas fémeas, ratas que sofreram
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restrigdo de crescimento intra uterino busquem mais recompensa/liberagdo de dopamina
através da atividade nas rodas de corrida.

Este achado esta de acordo com outros relatos do nosso grupo de pesquisa, nos quais
as mulheres restritas preferem consumir mais alimentos palataveis na vida adulta (BARBIERI
et al., 2009) e sao mais impulsivas numa tarefa que envolve doce como recompensa aos 3
anos de idade (SILVEIRA et al., 2012).

Observou-se ndo haver diferencas significativas quanto a gordura abdominal total.
Esse achado diverge de outros estudos de DOHaD, nos quais RCIU leva a maior obesidade
abdominal (ROSS et al., 2005), assim como dieta rica em gordura durante a gestagdo também
levaria a aumento de gordura total (VICKERS et al., 2003). Na revisdo sistematica, feita por
Schellong et al. (2012), 94 dos 108 estudos (87%) relataram relagdo positiva entre o peso ao
nascer e, risco de sobrepeso mais tarde da vida. Em seus estudos Lee et al (2008) sugerem
medidas alternativas, particularmente refletindo obesidade abdominal (circunferéncia da
cintura, relacdo cintura-quadril, relacdo cintura-estatura) como sendo indicadores de risco.
Mas possivelmente os animais do nosso estudo sejam muito jovens para apresentar tal agravo.

Os resultados das analises bioquimicas em que o grupo R50% Cont apresenta indices
maiores nos niveis de glicemia e nos niveis de colesterol total do que o grupo Cont Cont,
mostram o efeito classico de DOHaD, concordando com a hipotese de Barker et al. (1998),
em que condigdes adversas intra uterinas e durante a infincia (como a restricio de
crescimento) aumentam o risco de doengas cardiovasculares ¢ diabetes na vida adulta,
conforme exposto na Introdugdo e j& discutido anteriormente. Essa hipotese foi testada em
varios outros estudos, sendo que um deles comprovou a existéncia de associa¢ao entre o baixo
peso ao nascer e maiores niveis de colesterol total na vida adulta (DAVIES et al., 2004).
Semelhante aos estudos estdo os de Painter et al. (2005) e Ravelli et al. (1999), em que a

RCIU leva a diabetes em homens adultos.
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Nossos achados mostram que os niveis de glicemia e colesterol total também foram
maiores nos R50% _Cont que nos RG_Cont, o que possivelmente pode significar que a adogao
pelas ratas Controle poderia beneficiar os expostos a dieta rica em gordura no utero e proteger
contra resisténcia a insulina e hipercolesterolemia. No entanto o colesterol total no grupo
R50% Cont aumentou em parte devido ao maior HDL, o que seria benéfico para o grupo.

O grupo Cont RG apresentou maior glicemia que os outros grupos, semelhantemente
ao efeito classico de superalimenta¢do neonatal. No modelo proposto por Dorner e Plagemann
(1994), Plagemann e Harder (2005) e Plagemann et al., (2005), os estudos apontam para a
importancia dos padrdes de crescimento durante o periodo neonatal, nos quais o aumento do
risco de alteragdes metabodlicas e cardiovasculares pode ser uma consequéncia da nutri¢ao
neonatal excessiva. Estudos em ninhadas reduzidas (4 filhotes) mostram aumento da ingestao
de alimentos, excesso de peso permanente com maior deposi¢do de gordura, hiperleptinemia,
hiperinsulinemia, intolerancia a glicose, hipertrigliceridemia e aumento da pressdo arterial
sistolica na vida adulta quando comparados a animais criados em ninhadas de tamanho
normal (8 ou mais filhotes) (PLAGEMANN et al., 1992, 1999). Como em ninhadas menores
ha menos competicao pelo leite materno, estes animais recebem mais leite e sofrem efeito de
superalimenta¢do no inicio da vida, o que poderia ser comparado aos achados no nosso grupo
Cont_RG, que conceitualmente também envolve abundancia caldrica no periodo neonatal
imediato. Mais recentemente, Plagemann et al. (2009), demonstraram que este fenotipo
adipogénico e diabetogénico ¢ provavelmente causado, pelo menos em parte, por alteragdes
nos padrdes de metilacio do DNA em regides promotoras dos genes cujos produtos estdo
envolvidos na regulagdo hipotaldmica do apetite, do peso corporal e do metabolismo.

Pdde-se observar que os niveis de triglicerideos foram maiores nos machos do que nas

fémeas, parecendo que os resultados obtidos no presente estudo mostram que a dieta pré-natal
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e pos-natal afetam diferentemente o metabolismo lipidico de machos e fémeas na idade
adulta.

Notou-se que grupos representando desigualdades parecem ter uma propensdo
bioldgica tendendo a semelhancga, independente do mecanismo. Nos dois extremos
simbolizando extratos sociais (menos e mais favorecido socialmente) e por mecanismos
diferentes (desnutri¢do/dieta rica em gordura durante a gestagdo, respectivamente), temos o
mesmo desfecho de baixo peso ao nascer, e com alteragdes comportamentais correspondentes
na vida adulta. Apesar de acharmos o fenomeno Similaridades nas Desigualdades no
comportamento dos animais, ndo vimos o mesmo no metabolismo. Possivelmente os ratos
sejam jovens para demonstrar danos em nivel metabdlico, ou ainda que o fendmeno em si seja
mais relacionado ao comportamento do que a desfechos mais "duros" como o metabolismo.

Uma longa histdria de pesquisas mostra que problemas relacionados a satide também
variam sistematicamente pelas comunidades, muitas vezes em conjunto com caracteristicas
socioeconomicas (YEN e SYME, 1999). Ja na década de 1920, os bairros urbanos
caracterizados pela pobreza sofriam desproporcionalmente maiores taxas de mortalidade
infantil, crime, doenga mental, baixo peso ao nascer, tuberculose, abuso fisico, e outros
fatores prejudiciais a saude (SHAW e MCKAY, 1942). Uma extensa literatura
(ANTONOVSKY, 1967; BUNKER et al., 1989; SOROKIN, 1927; WILLIAMS, 1990), relata
associacdes inversas entre a hierarquia das posi¢des socioeconOmicas e morbidade e
mortalidade. Essas hierarquias tém sido geralmente definidas pela renda familiar, anos de
educagdo, e de prestigio ou de graduagdo profissionais. Tanto em paises industrializados ou
menos industrializados, pessoas de maior nivel socioeconémico (SES) vivem mais e tém
taxas mais baixas de doengas, quando comparados com pessoas de extratos menos
favorecidos (AUFFREY e GROSSE, 1989; BEHM, 1980; DEPARTMENT OF HEALTH

AND SOCIAL SECURITY, 1980; HOLZER et al., 1986). No estudo de funcionarios
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publicos nigerianos, representando um pais menos industrializado (MARKOVIC et al., 1998),
encontraram associagdo positiva entre doenca cronica e SES. Isso pode refletir diferencas no
histérico periodo de tempo em todas as sociedades na distribuicdo secular da doenga. De
acordo com Souza (2009), a maioria dos indicadores sociais utilizados nos estudos
epidemioldgicos esta pautada na quantidade de renda e bens dos individuos.

Evidéncias crescentes de cientistas de todo o mundo indicam que os marcadores de
sade - desde a expectativa de vida a mortalidade infantil e a obesidade - podem ser
relacionados ao nivel de desigualdade econdmica dentro de uma dada populagdo. Maior
desigualdade econdmica parece levar a piores resultados de satide. As investigagdes
epidemioldgicas mostram que altos niveis de desigualdade afetam negativamente a satide em
todas as classes sociais, principalmente porque a desigualdade reduz a coesdo social, o que
leva a mais estresse, medo e inseguranga para todos. A mesma associagdo entre alta
desigualdade econdmica e problemas de satde pode ser observado dentro dos Estados Unidos.
Um estudo de 1998 de 283 4reas metropolitanas dos EUA revelou que as taxas de mortalidade
subiram em conjunto com o nivel de desigualdade econdmica. As taxas de mortalidade mais
elevadas foram encontradas nas areas metropolitanas mais desiguais e as mais baixas taxas de
mortalidade foram encontrados nas areas metropolitanas nas quais a renda era distribuida de
forma mais igualitaria.

A relagdo entre desigualdade e saude precaria ¢ tdo forte que a populacdo de baixa
renda vivendo em uma area de menor desigualdade tem taxas de mortalidade
significativamente mais baixas do que a populagdo de alta renda vivendo em uma area de alta
desigualdade (LYNCH et al., 1998). Um estudo de Kondo et al. (2009) tentou quantificar o
numero de mortes que poderiam ser atribuidos a desigualdade econdmica entre os 30 paises
que compdem a Organizag¢do para Cooperacdo e Desenvolvimento Economico (OCDE). Os

pesquisadores descobriram uma associacdo positiva entre desigualdade social e a taxa de
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mortalidade geral em paises onde a desigualdade ¢ relativamente alta (LYNCH et al., 2001).
Alguns autores (MUNTANER e LYNCH, 1999; NAVARRO, 2002), defendem que ¢ a baixa
renda ou a pobreza absoluta que interferem sobre as péssimas condi¢cdes de satde, enquanto
outros (KAWACHI et al., 2002), acreditam que, além disso, a posi¢ao de inferioridade que
alguns ocupam na hierarquia social também produzem efeitos psicossociais deletérios sobre
os individuos.

Nosso estudo contribui para o corpo de evidéncias que sugere que os desfechos de
saude podem ser semelhantes em grupos extremos (FERNANDES et al., 2010; SILVEIRA,
2005b), e portanto ¢ possivel que politicas econdmicas que promovam a melhor distribui¢ao

de recursos, beneficiem a satde de todos os extratos sociais.
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8 CONCLUSOES

Neste trabalho propusemos modelo animal para espelhar o fenomeno “Similaridades
nas Desigualdades” durante a vida fetal dos filhotes, obtendo caracteristicas do fendmeno nos
desfechos de peso ao nascer e na atividade fisica na vida adulta dos animais.

Dessa forma, com base nesta hipdtese tedrica que destaca a similaridade de alguns
desfechos em saude considerando grupos sociais proeminentes e desprivilegiados, o modelo
animal usando a escassez e a fartura nutricionais como extremos de desigualdade durante a
gestacdo mimetizou o fendmeno de “Similaridades nas Desigualdades™ ja descrito por nés em

humanos, o que permitira futuras investigacdes dos mecanismos envolvidos.
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