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ratas adultas a los 180 dias

RESUMO. Introducfo: reducdo de ninhada no terceiro dia pds-natal induz
fenotipo de sobrepeso em ratos Wistar adultos machos. Objetivo: investigar se a
administracdo intraperitoneal de metformina (100 mg/kg/dia) durante os primeiros
doze dias de lactagdo pode alterar a composi¢ao corporal na vida adulta Métodos:
neonatos receberam metformina desde o 1° dia de vida até o PN 12°, e as ninhadas
foram ajustadas no PN3 para grupos normal (NL; 9 filhotes) e reduzido (SL; 3
filhotes), formando quatro grupos experimentais: NL-SAL, NL-MET, SL-SAL e
SL-MET. Os animais foram eutanasiados aos 180 dias para coleta de figado, tecido
adiposo e sangue. Resultados: o grupo SL-SAL apresentou maior peso corporal,
valores que foram reduzidos pela metformina. A massa hepatica foi menor nos
grupos NL-MET e SL-MET. Houve maior acimulo de tecido adiposo branco e
marrom em SL-SAL, e de adiposo branco ¢ marrom em NL-MET Conclusio:
metformina intraperitoneal na prole durante a lactacdo provoca alteracdes
biométricas aos seis meses de idade.

Descritores: Metformina; Intolerancia a glucose; Tecido adiposo branco; Tecido
adiposo marrom.

ABSTRACT. Introduction: small litter size on postnatal day 3 induces an obese
phenotype in adult male Wistar rats Aims: to investigate whether intraperitoneal
administration of metformin (100 mg/kg/day) during the first twelve days of
lactation can alter adult body composition Methods: neonates received metformin
from postnatal day 1 to 12, and litters were divided into normal (NL; 9 pups) and
reduced (SL; 3 pups) groups on postnatal day 3, forming four experimental groups:
NL-SAL, NL-MET, SL-SAL and SL-MET. Animals were euthanised at 180 days
for liver, adipose tissue and blood samples Results: SL-SAL group showed higher
body weight, which were reduced by metformin treatment. Liver mass was lower
in both NL-MET and SL-MET groups. There was greater accumulation of white
and brown adipose tissue in SL-SAL, and of both white and brown adipose tissue
in NL-MET Conclusion: intraperitoneal administration of metformin during
lactation induces biometric changes in offspring at six months of age.
Descriptors: Metformin; Glucose intolerance; White adipose tissue; Brown
adipose tissue.

RESUMEN. Introduccion: la reduccion de la prole en el tercer dia postnatal
induce un fenotipo de sobrepeso en ratas Wistar macho adultas. Objetivo:
investigar si la administracion intraperitoneal de metformina (100 mg/kg/dia)
durante los primeros doce dias de lactancia puede alterar la composicion corporal
en la edad adulta. Métodos: los neonatos recibieron metformina desde el primer
dia de vida hasta el dia 12 postnatal, y las camadas se ajustaron en el dia 3 postnatal
a grupos normales (NL; 9 crias) y reducidos (SL; 3 crias), formando cuatro grupos
experimentales: NL-SAL, NL-MET, SL-SAL y SL-MET. Los animales fueron
eutanasiados a los 180 dias para recolectar higado, tejido adiposo y sangre.
Resultados: el grupo SL-SAL presentd un mayor peso corporal, que se redujo tras
el tratamiento con metformina. La masa hepatica fue menor en los grupos NL-MET
y SL-MET. Se observo un mayor acimulo de tejido adiposo blanco y marrén en el
grupo SL-SAL, y de ambos tipos de tejido adiposo en el grupo NL-MET.
Conclusion: la metformina intraperitoneal en la descendencia durante la lactancia
provoca alteraciones biométricas a los seis meses de edad.

Descriptores: Metformina; Intolerancia a la glucosa; Tejido adiposo blanco; Tejido
adiposo marron.
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INTRODUCAO

O excesso de peso corporal nos primeiros anos de vida € um grave problema de saude publica
global, com potencial para se prolongar até a vida adulta e gerar diversas complicagdes clinicas e
metabolicas') que pode ser cronica debilitante e, estigmatizante que pode comprometer o equilibrio
psicofisioldgico em qualquer faixa etaria . Ja se sabe, que o excesso de adiposidade corporal esta
fortemente associado ao desenvolvimento da sindrome metabolica (SM), caracterizada por disturbios
como dislipidemia, alteragdes no metabolismo da glicose e disfungdes cardiometabolicas,
frequentemente relacionadas a resisténcia a insulina®?®. Embora os mecanismos que desencadeiam a
SM ainda nao sejam totalmente compreendidos, o conceito DOHaD (Origens Desenvolvimentistas
da Saude e da Doenga), também conhecido como hipdtese de Barker, tem ganhado destaque nos
ultimos trinta anos. Essa hipotese propde que exposicdes a insultos ambientais e nutricionais durante
janelas criticas do desenvolvimento fenotipico, como durante a lactacio de neonatos, podem
predispor o individuos a fatores de risco para doengas metabolicas e cronicas quando atingem a vida
adulta®,

Dentre os modelos experimentais de roedores que mimetizam a SM durante a fase de
amamentagao, destaca-se os oriundos de ninhadas reduzidas para trés filhotes por mae no terceiro dia
de lactagio (SL)®®. Esses mamiferos SL por apresentarem menor competi¢io pelo leite materno,
tém maior disponibilidade de alimento, consequentemente acabam apresentando uma maior consumo
calorico ao longo da amamentagdo, que resulta a partir do desmame em maior massa corporal,
adiposidade visceral, dislipidemias, intolerancia a glicose, esteatose hepatica, disfun¢des neurais e
enddcrinas, como ansiedade e hipotireoidismo, além de disturbios no metabolismo energético®'?)

O farmaco cloridrato de metformina (MET) ¢ uma biguanida, que apresenta baixo custo,
sendo prescrita em varios paises para o tratamento da Diabetes Mellitus tipo II (DM2), aprovado para
uso desde 19941, age como antihiperglicemiante oral, sendo consumido na forma de comprimido
ou em po, podendo ser indicada para individuos acima do peso, onde apresentam acdes conhecidas
como redutor da produgdo de glicose hepatica, inibindo a gliconeogénese e glicogendlise, aumenta a
utilizacao de glicose pelo tecido muscular esquelético (insulinodependente) e tecidos periféricos, e
reduz a absorcio de glicose a partir do trato gastrointestinal!*!'®. Outra a¢do importante da
metformina ¢ a inibicdo da cadeia respiratéria mitocondrial no figado, o que leva a ativacao da
proteina quinase ativada por AMP (AMPK) — um sensor metabolico fundamental na manutencao da

homeostase energética celular, especialmente em condigdes de deplecdo energética em que ocorre a
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maior captacao de glicose pelos tecidos periféricos através do transportador de difusdo facilitada
GLUT4"7,

Considerando que o periodo de amamentacdo ¢ uma janela critica e que o hipotalamo,
especificamente o nucleo arqueado ¢ essencial para o equilibrio energético cronico e pode sofrer
alteracdes epigenéticas em animais SL machos!®!?) Portanto, o objetivo deste estudo ¢ avaliar se a
administracao intraperitoneal de metformina durante os primeiros doze dias de lactacao ¢ capaz de
programar a redistribuicdo da gordura corporal em ratos Wistar machos adultos aos seis meses de

1dade.

METODO
Aprovacio do comité de Etica

Os procedimentos experimentais com animais foram realizados de acordo com as resolugdes
normativas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovadas
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Estadual de Maringa (CEUA- UEM) sob
o processo 8450180620.

Animais

Ratos Wistar adultos (Rattus norvegicus), fémeas com 70 dias de idade (n=16 fémeas) e
machos com 80 dias de idade (n=8 machos), provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringa (UEM), foram alocados para acasalamento no Biotério Setorial do Laboratorio
de Biologia Celular da Secrecao (LexDOHAD), na propor¢ao de duas fémeas para cada macho (2:1).
O acompanhamento dos animais foi realizado de forma continua. Apos a confirmacao da prenhez, as
fémeas foram mantidas individualmente em caixas de polipropileno (45 cm % 30 cm X 15 cm). Todos
0s grupos experimetnais permaneceram com as maes até o PN 21 (desmame), a partir dos 21 dias de
vida foram padronizados (3 ratos machos/ caixa/ por ninhada) que foram monitorados até o PN 180
dias de idade (vida adulta). Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos sob
condigdes controladas de luz (12 horas claro/12 horas escuro, com mudancga de ciclo as 7h e 19h),

temperatura (22 + 2°C), 4gua e ragdo comercial a vontade.

Inducio da reducio de ninhada

Ao nascimento no periodo neonatal PNO, todas as ninhadas foram padronizadas para nove
filhotes (n: 3 a 4 ninhadas/ grupo experimental), preferencialmente machos, metade dos grupos
mantiveram com 9 animais por matrizes, formando o grupo ninhada padrao (ninhada normal- NL).

Para induzir superalimentacao no periodo neonatal, um outro lote teve suas ninhadas reduzidas para
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trés filhotes por mae no terceiro dia de vida pds-natal (PN 3), compondo o grupo ninhada reduzida
(reducdo de ninhada- SL), conforme descrito na década anterior®2?),

No primeiro dia de vida pds-natal PN1, os filhotes foram distribuidos em quatro grupos
experimentais, conforme o tamanho da ninhada (NL e SL) e o tratamento administrado (metformina
100 mg/kg ou solugao fisiologica a 0,9%). Os grupos foram organizados da seguinte forma: NL-SAL
ninhada padrao que receberam inje¢des intraperitoneais (i.p.) didrias de solugdo fisioldgica a 0,9%
(solugdo salina) durante os doze primeiros dias de vida; NL-MET: ninhada padrao que receberam
injecoes intraperitoneais diarias de metformina na dose de 100 mg/kg i.p. durante os doze primeiros
dias de vida; SL-SAL: Ninhadas reduzidas (PN3), com trés filhotes que receberam solucao fisiologica
a 0,9% i.p. durante os doze primeiros dias de vida ; SL-MET: Ninhadas reduzidas, trés filhotes que

receberam metformina na concentragdo de 100 mg/kg por via i.p. durante os doze primeiros dias de

vida.

Tratamento com cloridrato de metformina

Para avaliar o efeito do tratamento intraperitoneal com metformina em parametros
biométricos e plasmatico de ratos machos. Animais provenientes de quatro ninhadas dos grupos NL
e SL receberam cloridrato de 1,1-dimetilbiguanida, (metformina SIGMA®, Alemanha) dissolvida em
solu¢do salina na dose de 100 mg/kg/dia durante os doze primeiros dias de vida, gerando mais dois

grupos NL-MET e SL-MET, conforme previamente descrito®

Mensuracao do peso corporal ao longo do desenvolvimento
O peso corporal de todos os roedores machos dos grupos experimentais NL-SAL, NL-MET,
SL-SAL e SL-MET foi registrado nos dias pds-natal 14, 21 e 180. Cada grupo foi composto por 7 a

11 ratos, provenientes de 3 a 4 ninhadas diferentes por grupo experimental.

Avaliacio dos parametros biométricos e glicemia no PN 180

Aos 180 dias de idade todos os animais (n=7-11 ratos provenientes de 3 a 4 ninhadas
diferentes/ por grupo experimental) foram previamente anestesiados com agente altamente
lipossoluvel Tiopental sddico (Thiopental, 45mg/kg de peso corporal, i.p.) e, posteriormente
eutanasiados por decapitacao, utilizando guilhotina afiada (Insight — Ribeirdo Preto), para a coleta de
amostras de sangue total. Em seguida, foi realizada laparotomia mediana para a retirada do figado e
dos estoques de tecido adiposo retroperitoneal, periepididimal, mesentérico e do tecido adiposo
marrom interescapular. O peso do figado e da massa de gordura foi expresso em relacdo ao peso

corporal de cada animal (gramas /100 g de peso corporal) A glicemia basal (jejum) foi avaliada pelo
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método espectrofotométrico da glicose oxidase (BIO200FL, Bio Plus ®, Sdo Paulo, SP, Brasil),

utilizando um kit comercial (Gold Analisa ®, Belo Horizonte, MG, Brasil).

Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM) e submetidos ao teste
de normalidade de Shapiro-Wilk para verificar a distribuicdo normal dos dados e posteriormente
submetidos a uma analise de variancia bidirecional two-way ANOVA para determinar o efeito de
diferentes fatores: Tamanho da ninhada (N), Tratamento com metformina (M), ou intera¢do entre
fatores tamanho da ninhada e tratamento com metformina (I) seguido pelo teste de multiplas
comparacdes (pos teste de Tukey). Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. As andlises foram conduzidas com o auxilio do software GraphPad Prism, versao 8.0

para Windows (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA)
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Figura 1. Peso corporal da prole macho de todos os grupos experimentais durante a lactagdo no PN14 (A), ao desmame
no PN21 (B) e na vida adulta no PN180 (C). Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM), com
n=7-11 animais provenientes de, no minimo, trés ninhadas diferentes. Considerou-se *p< 0.05 e ****p< 0.0001 para
comparagdes entre os grupos NL e SL; e # p<0.05 e *# p< 0.01 para comparagdes entre os grupos SAL e MET nas mesmas
condigdes, com base na analise post hoc de Tukey. A sigla N refere-se ao fator tamanho da ninhada; T, ao fator tratamento
com metformina; e I, a interag@o entre os fatores tamanho da ninhada e tratamento com metformina, conforme analise de
variancia bidirecional (two-way ANOVA).

A redugdo do tamanho da ninhada (pN < 0,0001, Figura 1 A) e o tratamento com metformina

(pT <0,01, Figura 1 A) influenciaram significativamente o peso corporal dos ratos machos no 14° dia
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pos-natal, com aumento do peso observado no grupo SL-SAL e diminui¢do no grupo SL-MET. Nos
dias PN21 e PN180, foi identificada uma interagdo significativa entre os fatores tamanho da ninhada
e tratamento com metformina (pI < 0,05 e pI < 0,01, respectivamente; Figura 1 B e 1C) sobre o peso
corporal da prole SL-MET. Ratos do grupo SL-SAL apresentaram maior peso corporal em
comparagdo aos demais grupos (p < 0,0001, p < 0,000l e p < 0,05, Figura 1A, 1B e 1C,
respectivamente). O tratamento com metformina foi eficaz em reduzir o peso corporal apenas nos
animais do grupo SL-MET nos momentos PN14, PN21 ¢ PN180 (p < 0,01; p < 0,05; e p < 0,05,
Figura 1A, 1B e 1C, respectivamente).

A B
EL & 3
SAL
e SAL 0.15 ¢
45 ## e
5 @ _— MET
g_% 40 * MET S % .
fot : = 252 om0 :
Sfs ool i i5s
Sl » ST w»
o> 30 ExE
S "o ="
a & 2.5 N: ns 2 2 N: ns
T: p<0.0001 T: p<0.05
2.0 I: ns I: p<0.05
T T ) T
NL sL NL sL
C
110 2.0 e SAL
* ©
_ & 105 s * SAL 2 o MET
g 8 . L2 £ E 1.5
ESZ 100 MET e
s B g hd 225 =
25T 95 g2 510 o 2
EES o = = 5S e
o~ T 90 ! S 25 L
8 e 3 oo
0 8 g5 e N: ns T 805 e N:ns
- x T: ns s - T:ns
80 I: p< 0.05 0.0 I: ns
T T L] T
NL sL NL sL
E
*%
- 25 * SAL _ e SAL
£ . F 3
5 820 . MET 5 s MET
T3 £ B
a o= ™ s =2 2
23815 2 g5
QT w» = =
L3810 EgE |
5 g N: p<0.01 £ 2
T 205 phy :s . .E = N:p< 0.01
3 . S T: p< 0.05
0.0 I: p< 0.05 (L) o I: ns

Figura 2. Efeito do tratamento com metformina durante os doze primeiros dias de lactagdo sobre parametros biométricos
e bioquimicos da prole masculina aos 180 dias de idade. Peso do figado (A); TAM interescapular (B); glicemia basal (C);
gordura mesentérica (D); gordura periepididimal (E); e gordura retroperitoneal (F). Os dados sdo apresentados como
média + erro padrdo da média (EPM), com n=7-11 animais provenientes de, no minimo, trés ninhadas diferentes.
Consideraram-se *p < 0,05 e **p < 0,01 para comparagdes entre os grupos NL e SL; e #p < 0,05, ##p < 0,01 e ###p <
0,001 para comparagdes entre os grupos SAL e MET nas mesmas condigdes, com base na analise post hoc de Tukey. As
siglas N, T e I referem-se, respectivamente, ao fator tamanho da ninhada, ao fator tratamento com metformina e a interago
entre esses fatores, conforme analise de variancia bidirecional (two-way ANOVA).

O fator tratamento durante a lacta¢do reduziu o peso relativo do figado na vida adulta (pT <
0,0001; Figura 2A) tanto em NL-MET quanto em SL-MET. Houve interagao significativa entre os

fatores ninhada e tratamento nos seguintes pardmetros mensurados: peso do tecido adiposo marrom
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interescapular (pI < 0,05; Figura 2B), glicemia basal (pI < 0,05; Figura 2C) e gordura periepididimal
(pI < 0,05; Figura 2E). Como esperado a gordura retroperitoneal foi aumentada pela redugao da
ninhada (pN < 0,01; Figura 2F) e curiosamente elevada pelo tratamento com metformina em animais
de ninhadas normais (pT < 0,05). O tratamento ndo alterou essa gordura no grupo SL-MET (Figura
2F). Nao houve diferenga no peso da gordura mesentérica entre os grupos (Figura 2D). De acordo
com a analise de multiplas comparagdes pelo teste de Tukey, a metformina reduziu o peso relativo do
figado aos seis meses de idade em animais dos grupos NL-MET (p < 0,001; Figura 2A) e SL-MET
(p <0,0001; Figura 2A), em relagdo aos respectivos controles NL-SAL e SL-SAL. O peso relativo
do tecido adiposo marrom interescapular foi maior nos grupos SL-SAL (p < 0,0001, Figura 2B) e
NL-MET (p <0,0001, Figura 2B), ambos comparados ao grupo NL-SAL (Figura 2B). A glicemia de
jejum foi significativamente maior no grupo SL-SAL em comparagao ao NL-SAL (p <0,0001; Figura
2C). Nao foram observadas diferencas no peso da gordura mesentérica entre os grupos experimentais
(Figura 2D). A gordura periepididimal foi aumentada no grupo SL-SAL em relagdo ao NL-SAL (p <
0,01; Figura 2E), assim como a gordura retroperitoneal (p < 0,05; Figura 2F). Além disso, o grupo
NL-MET apresentou maior peso de gordura retroperitoneal em comparagdo ao NL-SAL (p < 0,05;

Figura 2F), enquanto a metformina ndo alterou esse pardmetro no grupo SL-MET.

DISCUSSAO

Um dos principais achados deste estudo foi que o tratamento intraperitoneal com cloridrato
de metformina, administrado durante os doze primeiros dias de vida, reduziu o peso hepatico em
roedores com historico de programagao metabolica por reducdo da ninhada durante a lactagdo, aos
seis meses de idade. No entanto, apesar desse efeito no figado, esses animais mantiveram niveis
elevados de adiposidade até a fase adulta, sugerindo que a intervencao precoce nao foi suficiente para
reverter completamente as alteragdes programadas no tecido adiposo. Além disso, observou-se que
os animais oriundos de ninhadas padrdo apresentaram aumento do peso relativo do tecido adiposo
marrom interescapular e da gordura retroperitoneal apds o tratamento, o que levanta a hipotese de
que a metformina, quando administrada em individuos saudéaveis, pode interferir negativamente na
homeostase energética e favorecer o acumulo de gordura.

Estudo prévio mostrou que a administragdo de metformina durante a fase de amamentagao foi
eficaz em reduzir a hiperfagia, normalizar a homeostase glicose por melhorar a secrecao de insulina
em células B- pancreaticas em ratos SL aos 90 dias de idade®® . No entanto, neste estudo, observou-
se que os animais SL-MET ndo mantém a menor adiposidade visceral até os seis meses de idade,
indicando que o efeito da metformina pode ser transitério ou dependente da idade. Em camundongos

com esteatose hepatica induzida, o tratamento com metformina ¢ associado a melhora da tolerancia a
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glicose e da sensibilidade a insulina, o que pode ter resultado na reducdo do peso hepatico e da
esteatose , além disso eles ndo observaram alteragcdes na adiposidade nem no tamanho dos
adipocitos®!  esses achados reforcam a hipotese de uma maior afinidade ou seletividade da
metformina para as células do tecido hepatico, indicando que os animais tratados com metformina,
apresentam um efeito mais pronunciado de programacdo neste 6rgao especifico. Os dados mostram
uma programagdo metabolica nos camundongos SL-SAL principalmente no figado,
independentemente do fendtipo obeso, uma vez que a redugao do peso hepatico causada pela
metformina também foi observada em animais NL-MET.

Os roedores nascidos em ninhadas reduzidas mantiveram intolerancia a glicose aos seis meses
de idade, pois em estudo anterior foi mostrado que ao PN 90 roedores SL mostravam aumentos de
glicose no plasma, insulina e corticosterona®?, indicando que estes animais podem apresentar
resisténcia a insulina e disturbios na regulacdo do estresse. Embora o tratamento com metformina
durante a lactagdo ndo tenha causado hipoglicemia no PN 180, os dados mostram um efeito de
interagdo entre a reducdo da ninhada e o tratamento na regulagdo da homeostase glicemia, sugerindo
que a programacdo neonatal com metformina pode influenciar as concentracdes de glicose
circulantes. E importante destacar que a auséncia de hipoglicemia no grupo tratado indica que a
metformina ndo promoveu efeitos adversos sobre o controle glicémico basal em roedores SL-MET,
reafirmando seus papéis como um antihiperglicemiante seguro ¢ eficaz.

Observou-se que roedores provenientes de reducao de ninhada apresentam uma maior massa
de TAM interescapular no PN 180, conforme previamente observado neste mesmo modelo
experimental, roedores no PN 90 apresentaram maior massa de TAM interescapular, reducao da
temperatura tecidual, em que sugerem menor termorregulacio tecido especifico®®. Essas
caracteristicas teciduais sdo compativeis com a hipoatividade simpatica e menor expressao de
receptores B3-adrenérgicos em roedores com obesidade hipotalamica®. No entanto, no grupo SL-
MET, ndo foram observadas alteragdes no peso do TAM interescapular, sugerindo que a metformina
precoce ndo agravou o acumulo de lipidico em adipdcitos. Em contraste, animais NL-MET
apresentaram aumento do peso do TAM interescapular, sugerindo que roedores provenientes de
ninhadas normais podem ser programados pela metformina administrada em janelas criticas,
provocando anormalidades na massa de TAM interescapular aos seis meses de idade.

Os dados confirmaram o maior acimulo de tecido adiposo branco em roedores SL-SAL,
corrobora com relatos anteriores de hipertrofia e hiperplasia de adipocitos, associadas a maior
contetdo de citocinas pré-inflamatorias em animais de ninhadas reduzidas®®, isso infere um possivel

foco inflamatério em adipdcitos de roedores ao PN180. Observou-se maior acimulo de gordura
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retroperitoneal em animais NL-MET, indicando que o uso precoce e inadequado da metformina pode
gerar consequéncias fisiopatologicas na distribui¢cao do tecido adiposo corporal.

Este estudo apresenta algumas limitagdes, como a auséncia de analises histologicas e
moleculares que poderiam elucidar as anormalidades observadas no tecido adiposo, bem como os
mecanismos fisiologicos subjacentes aos efeitos detectados na massa do figado e dos adipdcitos
brancos e marrons. Estudos futuros sao necessarios para aprofundar a compreensao dessas alteragdes

microestruturais.

CONCLUSAO
O tratamento neonatal com metformina reduz o peso do figado e promove uma distribui¢ao

heterogénea da gordura corporal entre os diferentes adipdcitos em ratos aos 180 dias de idade.
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