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Apresentacao

Esta dissertacdo &€ composta de um artigo cientifico, intitulado “Bloqueio
colinérgico durante a lactacdo atenua o desenvolvimento da obesidade em ratos
adultos”. O trabalho demonstra o impacto de uma dieta rica em gordura na vida adulta
de animais previamente programados por tratamento com um antagonista colinérgico. Em
consonancia com as regras do programa de pds-graduacao em ciéncias bioldgicas, o artigo
foi redigido de acordo com as normas da revista Journal of Endocrinology, com atual
fator de impacto 4,7 (QUALIS CB1: A2).



RESUMO GERAL

INTRODUCAO — A obesidade se tornou ao longo do tempo um problema mundial de
saude publica. Dentre as principais causas para essa doenga cita-se: ingestao calérica em
excesso, inatividade fisica e fatores genéticos e socioecondmicos. O conceito DOHaAD
(Developmental Origins of Health and Disease) por meio de estudos clinicos e pré-clinicos
sugerem uma forte associagdo entre agravos ambientais ocorridos na vida fetal ou nas fases
iniciais da vida do individuo e o surgimento de doengas cronicas na vida adulta. O Sistema
Nervoso Central é facilmente afetado em fases criticas do desenvolvimento, como na
lactacdo. Em roedores, o pico de desenvolvimento dos 6rgaos e sistemas se d4 nessa fase. A
hiperinsulinemia no inicio da vida vem sendo associada a um fendtipo obeso na vida adulta,
acompanhado de suas consequéncias metabolicas, de maneira contraria a hipoinsulinemia
na fase perinatal estd relacionada a um fenotipo magro na vida adulta. Nesses dois

fendtipos, a atividade colinérgica parece ter um papel fundamental.

OBJETIVO - Investigar se o tratamento, a curto prazo durante a lactagdo, com uma droga
antagonista colinérgica, o butilbrometo de escopolamina, podera impedir o
desenvolvimento da obesidade e suas consequéncias induzidas por dieta rica em gordura na

vida adulta.

METODOS - Ratos Wistar (Rattus norvegicus) fémeas com 70 dias de idade e machos
com 80 dias de idade fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de
Maringa (UEM) foram colocados para cruzamento na propor¢ao de trés fémeas para cada
macho no Biotério Setorial do Laboratorio de Biologia Celular da Secreg¢ao, onde foi
realizado o acompanhamento dos animais. Constatada a prenhes, as fémeas permaneceram
em caixas individuais. Ap6és o nascimento os filhotes foram divididos em 2 grupos
experimentais (n=8 filhotes/ninhada): animais que receberam injecdo intraperitoneal de
solucao butilbrometo de escopolamina na dose de 0,5 mg/Kg de peso corporal, o grupo
tratado (T) e os animais do grupo controle (C) que receberam solucdo salina 0,9% no

mesmo volume durante os 12 primeiros dias de vida. Aos 21 dias os filhotes foram



desmamados. Dos 60 aos 90 dias de idade, a prole recebeu dieta normolipidica (NL; 4.5%
de gordura; Nuvital®; Curitiba/PR, Brazil) ou dieta hiperlipidica (HL; 35% de gordura).
Durante todo o periodo experimental os animais foram mantidos sob temperatura (23 £2 5
°C) e fotoperiodo (7:00 a.m. to 7:00 p.m., ciclo claro) controlados. Aos 91 dias, os animais
passaram pelo teste de tolerancia a glicose intravenoso. Apos o teste, parte desses animais
foram anestesiados e eutanasiados para o isolamento das ilhotas pancreaticas com o
objetivo de estudar a secre¢do de insulina frente a diferentes concentracdes de glicose,
antagonistas e agonistas muscarinicos. Outro grupo de animais, aos 90 dias de vida, foi
submetido ao registro elétrico dos nervos vago e esplancnico e posterior retirada dos
principais estoques de gorduras. Os dados foram expressos como média + erro padrao da
média e analisados através de test t de Student ou ANOVA de duas vias com pos teste de
Tukey, com intervalo de confianga de 95%. O programa utilizado foi GraphPad Prism,

versao 6.01.

RESULTADOS E DISCUSSAO - Os animais controle que receberam a dieta hiperlipidica
(HL) na vida adulta apresentaram elevado ganho de peso corporal, aumento nos estoques de
gordura, elevada atividade parassimpatica, alteracdes no metabolismo da glicose, no perfil
lipidico e na secre¢do de insulina pelas ilhotas pancredticas aos 90 dias. Curiosamente os
animais T-HL apresentaram menores estoques de gordura, menor peso corporal, redu¢do nos
triglicerideos e melhora do colesterol HDL e VLDL, sensibilidade a insulina, menor secre¢ao
de insulina e menor atividade parassimpatica na vida adulta em relagdo ao grupo C-HL. Esses
resultados sugerem que os animais tratados com antagonista muscarinico no inicio da vida
apresentam um mecanismo de prote¢do ao desenvolvimento de obesidade e disfungdes

metabolicas na vida adulta, que pode estar associado a menor atividade nervo vago.

CONCLUSAO - O tratamento com butilbrometo de escopolamina durante a lactagio

bloqueia o desenvolvimento de obesidade induzida por dieta hiperlipidica na vida adulta.

PALAVRAS-CHAVE - Lactagdo. Hipoinsulinemia. Obesidade



GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION - Obesity has been spread worldwide and it causing big trouble to
public health, including Brazil. However, new insights using clinical and experimental data
show that environmental insults, such us poor nutrition during early life, pregnancy,
infancy and adolescence highly increase risk to cardiometabolic diseases: hypertension,
obesity and type 2 diabetes in later life. Those observation and many others support
DOHabD concept. The Central Nervous System is easily affected in critical fazes areas of
development, such as lactation. In rodents, the peak of development of organs and systems
occurs during lactation rather than in pregnancy. Hyperinsulinemia in early life has been
associated with an obese phenotype in adult life, accompanied by its metabolic
consequences. In other way hypoinsulinemia in the perinatal phase is related to a thin
phenotype in adult life. Cholinergic terminals activity into pancreatic beta-cell has been

associated to those phenotype-early insulin levels.

AIM - To investigate whether treatment, a short term during lactation, with a cholinergic
antagonist drug, scopolamine butylbromide, prevent the development of high-fat-diet-

induced obesity in adult life.

METHODS - Wistar (Rattus norvegicus) female rats with 70 days of age and males with
80 days of age provided by the Animal facilities of the State University of Maringa (UEM).
Rats were mated in a harem model (three female to each male) housed during all protocol
into animal facilities of laboratory of. Since was detected pregnancy females were placed in
individual cages. After the birth of the pups were divided into 2 experimental groups (n = 8
pups / litter): animals received intraperitoneal injection of scopolamine butylbromide
solution, 0.5 mg / kg body weight, the treated group (T) and control group (C) who
received 0.9% saline solution in the same volume during the first 12 days of life. At 21
days the pups were weaned. From 60 to 90 days of age, rats were fed with normolipid diet
(NL, 4.5% fat, Nuvital®, Curitiba / PR, Brazil) or a hyperlipid diet (HL, 35% fat). During

the experimental period, animals were kept under controlled temperature (23 + 25 °C) and



photoperiod (7:00 a.m. to 7:00 p.m., light cycle). At 91 days, the animals passed the
intravenous glucose tolerance test. After the test, some of the animals were anesthetized
and euthanized for the isolation of the pancreatic islets to study the secretion of insulin
stimulate by glucose, and muscarinic agonists. Another group of animals, at 90 days of age,
was submitted to electrical recording of the vagus and splanchnic nerves. Some fat pad
were also removed to infer general fat deposition. Data were expressed as mean + standard
error of the media and analyzed by Student's test or Tukey test two-way ANOVA with a

95% confidence interval. GraphPad Prism, version 6.01 was used to treat data.

RESULTS AND DISCUSSION - Control adult animals that received a hyperlipidemic
diet (HL) in adult life presented high body weight gain, increased fat stores, impaired
glucose homeostasis and insulin secretion by pancreatic islets; and high parasympathetic
activity. Interestingly, T-HL animals presented lower fat tissue accumulation, lower body
weight, high insulin sensitivity, lower insulin secretion, and lower parasympathetic activity
compared to the C-HL group. These results suggest that animals treated with muscarinic
antagonist early in life, showed an attenuation to high-fat-diet-induced obesity. Current
study also suggest a possible new target, early muscarinic transduction signal intervention

to mitigate or even avoid later metabolic diseases.

CONCLUSION - Treatment with scopolamine butylbromide during lactation block of the
development of obesity by hyperlipidic diet in adult life.

KEYWORDS: Lactation. Hypoinsulinemia. Obesity
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Resumo

A hipoinsulinemia no inicio da vida vem sendo associado a um feno6tipo magro na
vida adulta. Estudos anteriores sugerem que o uso de bloqueadores muscarinicos reduz a
insulinemia plasmatica. Testamos se a administragdo de um antagonista muscarinico, o
butilbrometo de escopolamina, durante a lactacdo pode atenuar os efeitos de uma dieta
hiperlipidica (HL) na vida adulta. Para isso, ratos Wistar machos foram tratados durante os
12 primeiros dias de vida com uma, injecdo intraperitoneal de butilbrometo de
escopolamina, grupo tratado (T) na dose 0,5mg/kg ou salina 0,9% grupo controle (C) no
mesmo volume. Apés o desmame, os animais receberam dieta comercial até os 60 dias de
vida. Dos 60 aos 90 dias uma parte dos animais do grupo C e T receberam dieta
hiperlipidica (HL, 35% de gordura) e ou dieta normolipidica (NL, 4,5% de gordura). Aos
91 dias os procedimentos experimentais foram realizados. Animais C-HL apresentaram
obesidade, intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, maior secre¢do de insulina em
ilhotas pancredticas e elevada atividade do sistema nervoso parassimpatico. Curiosamente,
o grupo tratado (T) que recebeu dieta HL apresentou menor peso corporal, menores
estoques de gordura, menor atividade do nervo vago, hipoinsulinamia, melhor sensibilidade
a insulina. Concluimos que o tratamento com antagonista colinérgico durante os primeiros
12 dias de vida, provocou resisténcia ao desenvolvimento de obesidade induzida por dieta

hiperlipidica na vida adulta.

Palavras-chave: Programagao metabolica. Lactagdo. Hipoinsulinemia. Obesidade
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1. Introducao

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a obesidade pode ser
conceituada como o acimulo anormal ou excessivo de gordura no organismo que pode
levar a um comprometimento da satide. No ultimo levantamento oficial feito pelo IBGE em
2009, 50% da populagdo brasileira adulta estd acima do peso, e criangas sdo em torno de
15%. Segundo Barbieri (2012) de uma forma geral, a obesidade ¢ apontada como resultante
de um conjunto de fatores que na maioria dos casos atuam de forma combinada (Felisbino-
Mendes, et al. 2015; Seidell and Halberstadt 2015).

Estudos epidemioldgicos e experimentais relacionam a influéncia de determinados
fatores ambientais do inicio da vida com alteragdes na expressdo da carga genética do
individuo, determinando um padrao de satide-doenga peculiar. Igualmente, estudos clinicos
e pré-clinicos apontam para a mesma direcdo, sugerindo uma forte associacdo entre agravos
ambientais ocorridos na vida fetal ou nas fases iniciais da vida do individuo e o surgimento
de doengas cronicas na vida adulta. Essas observacdes apoiam a Teoria de David Barker
sobre programagdo metabolica e também o conceito DOHaD - Developmental origins of
health and disease (Origens desenvolvimentistas da saide e da doenga) — dela originado
(Hales and Barker 1992; Silveira, et al. 2007).

O termo “programagdo metabolica” refere-se ao conceito no qual um insulto como a
ma alimentagdo materna e tratamentos que interrompem o estado fisiologico ou estimulo
aplicado em um periodo critico ou sensivel pode ter efeitos duradouros ou persistentes
sobre a estrutura ou fun¢do de um organismo (Charmandari, et al. 2005). Uma vez que a
vida pré-natal, a infancia e a adolescéncia sdo periodos criticos caracterizados por alta

plasticidade, a exposicdo a um insulto pode ter consequéncias de ordem organizacional e
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produzir alteragdes persistentes no funcionamento do organismo (Crews, et al. 2007;
Khazipov and Luhmann 2006).

Vérios hormdénios atuam no Sistema Nervoso Central (SNC) regulando seu
desenvolvimento e atividade. Dentre eles, insulina, leptina, grelina, testosterona e estrogeno
(Toran-Allerand, et al. 1988), entre outros. A insulina, um hormoénio pancreatico, esta
diretamente relacionada as vias hipotaldmicas envolvidas na regulacdo da ingestdo
alimentar e no gasto energético, além de atuar como um fator neurotréfico durante o
desenvolvimento do cérebro. Ainda, recentes estudos fornecem evidéncias para um
importante papel da insulina em varios processos celulares que inclui regulagdo da
transcri¢do e traducdo génica, proliferagdo e sobrevivéncia de células beta pancredticas
(Leibiger, et al. 1998; Leroy, et al. 1996).

Além da glicose, a secrecdo de insulina ¢ estimulada por varios hormonios e
neurotransmissores, dentre os quais a acetilcolina (ACh) desempenha um papel
proeminente. A ACh ¢ liberada durante as fases pré e pds absortivas da alimentacdo pelas
terminagdes parassimpaticas (nervo Vago) do Sistema Nervoso Autondmico (SNA) que
inervam o pancreas. O efeito da ACh na secrecdo da insulina ¢ mediado pela ativacdo de
receptores muscarinicos constituidos por quatro subtipos: M1, M2, M3 e M4. A agdo
insulinotrépica ¢ exercida pela ligagdo da ACh principalmente com o receptor muscarinico
do subtipo M1 e M3, localizado na membrana das cé€lulas beta pancreaticas; (Gautam, et
al. 2006). O uso de agonista do M3, oxotremorina, potencializa a secre¢do de insulina
estimulada pela glicose; enquanto que antagonistas 4-difenilacetoxi-N-metilpiperidina do

M3 inibem a resposta colinérica em ilhotas pancreaticas. Enquanto isso, os subtipos M2 e
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M4 reduz o efeito insulinotropico dos sutipos impares. (Henquin and Nenquin 1988;
lismaa, et al. 2000).

Desequilibrios, incluindo alta atividade do sistema nervosos parassimpatico (SNP) e
baixa atividade do sistema nervoso simpatico (SNS), sdo frequentemente observados em
humanos e roedores sobrepesados ou obesos (Spencer 2012; Tofolo, et al. 2015). Este
desequilibrio associado as concentragdes elevadas de insulina durante periodos criticos de
desenvolvimento como a lactagdo podem levar a programagdo das redes hipotalamicas que
regulam o peso corporal e o metabolismo causando disfungdes.

O SNC ¢ facilmente afetado nas fases criticas do desenvolvimento, como na
lactacdo, pois a formacgao encefalica ainda continua nesta fase, com formagdo de sinapses,
tropismo de células neuronais, apoptose e crescimento axonal (Bouret 2009). O pancreas de
roedores sofre modificagdes no periodo gestacional e lactacional. Particularmente, o
nimero e o tamanho de suas células, repercutindo sobre o controle da secre¢do de insulina
(Davidowa, et al. 2002)

Estudos epidemioldgicos e experimentais mostram que a hiperinsulinemia no inicio
da vida, induzida por diabetes e obesidade gestacional ou superalimentacdo neonatal,
parece representar um importante fator de risco para o desenvolvimento de persistente
hiperinsulinemia (Dorner and Plagemann 1994). A hiperinsulinemia persistente tem sido
demonstrada como um importante fator de risco ndo somente para a diabetes, mas também
para aterosclerose e doengas cardiometabdlicas (Aynsley-Green, et al. 1997).

Curiosamente diferentes modelos animais expostos a hipoinsulinemia no inicio da
vida, apresentam um fendtipo magro na vida adulta. Animais que passaram por restricao

proteica no inicio da vida e secretam menos insulina, menor peso corporal, sensibilidade a
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insulina, melhor tolerancia a glicose e baixa atividade parassimpatica na vida adulta (de
Oliveira, et al. 2012). Camundongos adultos deficientes em receptores muscarinicos do
subtipo M3 apresentam uma diminui¢do significativa na ingestao alimentar, peso corporal e
estoques de gordura (Yamada, et al. 2001). Ainda, em um recente trabalho publicado pelo
Nnosso grupo mostrou que o tratamento com um bloqueador muscarinico durante a lactagao
impediu a instalacio da obesidade e hiperinsulinemia em ratos submetidos a
superalimentacdo neonatal (Malta, et al. 2016).

Diante disso, hipotetizamos que o uso de um bloqueador muscarinico no inicio da
vida poderd impedir a instalacio da obesidade na vida adulta induzida por dieta
hiperlipidica. Para testar essa hipdtese, utilizamos um antagonista colinérgico o
butilbrometo de escopolamina. Este composto ¢ um alcaloide popularmente comercializado
como Buscopan, que se liga com alta afinidade aos receptores muscarinicos, localizados
nas células musculares lisas da area abdominal e pélvica, bem como nos ganglios dos
orgdos abdominais e pancreas bloqueando a a¢do da ACh por competi¢do. Sendo um
derivado de amodnia quartenaria com uma baixa lipossolubilidade, o butilbrometo de
escopolamina ndo atravessa a barreira hematoencefalica, estando assim, isento de efeitos
colaterais sobre o sistema nervoso central (Tytgat 2007).

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi investigar se o tratamento, a curto prazo
durante a lactagdo, com uma droga antagonista colinérgica, o butilbrometo de
escopolamina, poderd impedir o desenvolvimento da obesidade e suas consequéncias

induzidas por dieta rica em gordura na vida adulta.
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2. Materiais e métodos
2.1 Animais e condi¢oes experimentais

Ratos Wistar (Rattus norvegicus) fémeas com 70 dias de idade (n=18) e machos
com 80 dias (n=6) de idade fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de
Maringéd (UEM) foram postos para cruzamento na propor¢ao de trés fémeas para cada
macho no Biotério Setorial do Laboratério de Biologia Celular da Secrecdo, onde foi
realizado o acompanhamento dos animais. Constatada a prenhes através do esfregaco
vaginal e a presenga de espermatozoide, as fémeas permaneceram em caixas individuais.
Apbés o nascimento os filhotes foram divididos em 2 grupos experimentais (n=8
filhotes/ninhada): animais que receberam inje¢do intraperitoneal de solugdo butilbrometo
de escopolamina na dose de 0,5 mg/Kg de peso corporal (Malta et al. 2016), o grupo
tratado (T) e os animais do grupo controle (C) que receberam solugdo salina 0,9% no
mesmovolume durante os 12 primeiros dias de vida. Os filhotes permaneceram com as
maes até os 21 dias de vida para entdo serem desmamados. Foi padronizado o niimero de 4
ratos machos por caixa de polipropileno (45 cm / 30 cm / 15 cm) para todos os grupos, a
fim de garantir as mesmas condigdes de acesso a comida e dgua. Os ratos foram mantidos
sob condi¢des controladas de luz (12 horas claro/12 horas escuro, com mudanga de ciclo as
7h e 19h), temperatura (22 + 2°C), 4gua e ragdo a vontade.

Dos 60 aos 90 dias de idade metade dos animais de cada grupo recebeu uma dieta
hiperlipidica (5,8 kcal/g, 35% de banha de porco) ou normolipidica (3,8 kcal/g (Nuvital®,
Curitiba/PR, Brasil). A dieta hiperlipidica foi produzida como previamente descrito por
Barella e colaboradores (Barella, et al. 2012). O que resultou nos seguintes grupos

experimentais:
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(1) Grupo controle que recebeu dieta normolipidica (C-NL);

(2) Grupo controle que recebeu dieta hiperlipidica (C-HL);

(3) Grupo tratado que recebeu dieta normolipidica (T-NL);

(4) Grupo tratado que recebeu dieta hiperlipidica (T-HL);

Aos 91 dias de vida foram realizados os procedimentos experimentais. Todos os
procedimentos seguiram as normas da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual de Maringa.

As misturas de sais minerais e vitaminas utilizadas na confeccdo da dieta seguem as
recomendacdes do American Institut of Nutrition. A dieta normolipidica consiste na dieta

comercial para ratos (Nuvital®, Curitiba/PR, Brasil) (Tabela 1).

2.2 Avaliagdo do peso corporal, ingestdo alimentar

A evolucdo do peso corporal (PC) e a ingestdo alimentar foram registrados a cada
dois dias durante todo o periodo experimental (de Oliveira, et al. 2011) e apresentada
semanalmente. Ao final dos procedimentos experimentais, os ratos foram eutanasiados e os
estoques de gordura retroperitoneal e mesentérica foram removidos e pesados. Cada
estoque de gordura avaliado foi correlacionado com o PC de cada rato e calculado com

g/100g PC.

2.3 Avaliagdo dos pardmetros bioquimicos
Ap6s 12 horas de jejum, amostras de sangue foram coletadas para avaliarmos os
valores plasmaticos de glicose e insulina aos 91 dias de vida. Sob anestesia, os animais

foram decapitados.
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2.4 Teste de tolerdncia a glicose intravenosa (TTGiv)

Aos 91 dias de idade, um grupo de animais foi pesado e anestesiado com uma
mistura de Cetamina/Xilazina 75mg + 15mg/kg de peso corporal via intramuscular. Em
seguida foram submetidos a cirurgia para o implante de uma canula de silicone na veia
jugular externa direita. Através de uma incisdo na regido cervical anterior, proceder-se-a a
disseccdo dos tecidos até a visualizacdo da veia, em seguida, a canula de silicone foi
inserida dentro da veia, com o auxilio de uma agulha adaptada. A céanula foi fixada ao
musculo peitoral maior através de uma sutura simples com fio de algoddo. A canula foi
preenchida com solu¢do de heparina a 10% (Liquemine[]) diluida em salina (0,9% de
NaCl) para evitar a entrada de sangue na canula e a consequente formagao de coagulos no
seu interior. Apds o procedimento cirurgico, os animais permaneceram no biotério em
caixas individuais e ficaram em jejum por 12 horas antes da realizacdo do 77Giv que
ocorreu 24 horas apos os procedimentos cirargicos. Antes do inicio do 77Giv os animais
foram pesados para se estabelecer a dose de glicose a ser administrada. Para iniciar o 77Giv
foi feita uma primeira retirada de sangue (400uL) pela canula que corresponde ao tempo
zero. Em seguida infundir-se-4 uma solug¢do de glicose na dose de 1g/kg de PC. Apds a
administracdo da solu¢do de glicose foram retiradas amostras de sangue (400uL) nos
tempos 5, 15, 30 e 45 minutos. Apos cada retirada de sangue a canula foi preenchida com

solucdo de heparina.
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2.5 Andlise dos niveis plasmaticos de glicose, insulina e lipidios.

A glicose plasmatica serd dosada através do método enzimatico-colorimétrico
(GoldAnalisa®; Belo Horizonte, Brasil). O reagente de cor foi adicionado as amostras de
plasma e incubado por 10 min a 37°C em banho-maria para determinacdo da glicose
plasmatica (BERGMEYER, 1974). As leituras de absorbancia das amostras foram feitas em
espectrofotometro (Analisador bioquimico semi-automatico, BIO 200FL, Bio Plus®, Sao
Paulo/SP, Brasil). Para a determinagdo da insulinemia durante o 77Giv foi utilizado o
método de radioimunoensaio (RIA) (TRINDER, 1969).

Amostras sanguineas em estado de jejum referente ao tempo zero do teste de 77Giv
foram coletadas para posteriores dosagens dos niveis plasmaticos, de glicemia e
insulinemia através dos métodos enzimaticos-calorimétricos, radioimunoinsaio (RIA) e
respectivamente.

Niveis plasmaticos de colesterol total, triglicérides, lipoproteinas de alta densidade
(HDL-c), lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c) e lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL-c) foram avaliados através de kit comercial para testes laboratoriais
Linha BIOLiquid® (SIMOES, MARQUES et al. 2007).

Os valores de LDL-c e VLDL-c foram calculados por meio do célculo de
Friedewald:

LDL-c (mg/dL) = Colesterol total +(Triglicérides/ 5) — HDL-c

VLDL-c (mg/dL) = Triglicérides/ 5.
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2.6 HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment)
Os niveis de glicose e insulina em jejum foram utilizados para calcular a avaliacdo
da resisténcia a insulina pelo modelo de homeostasia (HOMA-IR) usando a seguinte

equagde: [HOMA-IR = glicemia de jejum (mg / dL) X insulina em jejum (ng/ L) /22,5].

2.7 Secrecdo de insulina

Um outro grupo de animais foram utilizados para avaliarmos a secre¢ao de insulina
em ilhotas pancreéticas. Para a retirada do pancreas, os animais foram decapitados (De
Oliveira, et al. 2013). Feito isso, as ilhotas foram isoladas pelo método da colagenase,
adotando-se uma metodologia previamente descrita (Fritschy, et al. 1992). Para avaliarmos
a fun¢do dos receptores muscarinicos, outro lote de 4 ilhotas/poco, de ambos os grupos
experimentais, foi incubado por 60 min em solu¢do Krebs-Ringer contendo glicose 8,3
mmol/L e/ou glicose 8,3 mmol/L mais acetilcolina 10 pumol/L. (ACh) e neostigmina (10
umol/L). Além disso o antagonista muscarinico ndo seletivo Atropina 10 umol/L (Atr) foi
utilizado a fim de bloquear a acdo da ACh. Para a a¢do bloqueadora seletiva dos receptores
muscarinicos do subtipo M2 e M3, as ilhotas também foram incubadas com metroctamina 1
pumol/L  (MTT) e 4-difenilacetoxi-N-metilpiperidina 100 pmol / L (4-damp),
respectivamente. Ao final da incubagdo o sobrenadante foi recolhido para a dosagem da

insulina pelo método RIA.
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2.8 Atividade elétrica dos nervos Vago e Simpdtico

Aos 91 dias de idade, um outro grupo de animais foram utilizados para a realizacao
do registro da atividade eletrofisiologica do ramo superior cervical do nervo vago e
simpatico na regido esplancnica, Para isso os ratos foram anestesiados intraperitonealmente
com Tiopental (50 mg/ kg de MC) e imediatamente submetidos a procedimentos cirtirgicos
para fazer uma pequena incisdo na regido ventrocervical e dissecagdo dos tecidos e
musculos que recobrem a traqueia, com o uso de tesouras e pingas oftalmoldgicas. Em
seguida com o auxilio de cotonetes os tecidos adjacentes a artéria cardtida foram dissecados
até que o ramo superior do nervo vago seja visto paralelamente a artéria cardtida. Apos a
visualizacdo do nervo os procedimentos foram realizados com auxilio de uma lupa
estereoscopica. O nervo foi totalmente isolado dos tecidos circundantes e entdo sobreposto
em um par de eletrodos de prata no interior de uma gaiola metalica (Gaiola de Faraday).
Conectado a um sistema de amplificagdo e filtragem de sinais elétricos de alta impedancia
(Bio-Amplificator, Insight®), com capacidade de captacdo de frequéncias de sinais em um
espectro de (1 a 80kHz), modificado de (Leon-Quinto, et al. 1998) a atividade elétrica foi
contabilizada pela taxa de despolarizagdo e repolarizagdo do nervo, e armazenada em HD
através de um Software (Monitor Bio-Amplificator, Insight®, Ribeirdo Preto/ SP, Brasil)
que a registrou graficamente. A contagem do nimero de despolarizagdes no intervalo de
cinco segundos foi aleatoriamente padronizada para contabilizar apenas os picos que
ultrapassarem a linha do zero milivoltes (OmV) nos registros graficos armazenados pelo
Software Monitor Bio-Amplificator, Insight®. O isolamento e registro do ramo simpatico,
regido na esplancnica seguiu a mesma metodologia descrita acima para o nervo vago.

2.9 Analise Estatistica dos Dados
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Os resultados foram apresentados como média £+ erro padrdo da média (EPM) e
submetidos ao teste de normalidade D’ Agostino Person. Os dados foram submetidos a
analise de varidncia (ANOVA) de duas vias seguido de pos teste de Tukey ou teste t-
Student quando necessario. P<0.05 foi considerado significante considerando os fatores
tratamento com antagonista colinérgico, Buscopan, (B); dieta (D) e interagdo (I) entre os
fatores B e D e para as diferencas entre os grupos. Os testes foram realizados através do

programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc. San Diego, CA, USA).
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3. Resultados

3.1 Parametros bioquimicos

De acordo com a tabela 2, o grupo T-NL ndo apresentou diferencga significativa na
glicemia em jejum quando comparado C-NL. O consumo de dieta hiperlipidica aumentou
em 32% (P<0,05) a glicemia em jejum do grupo controle quando comparado ao grupo C-
NL. Enquanto que ndo houve diferenga significativa na glicemia de jejum entre T-NL e T-
HL, os animais T-HL apresentou uma glicemia de 23% menor que o grupo C-HL (P<0,05).
Em relagdo a insulinemia de jejum, os animais C-HL sdo hiperinsulinémicos em rela¢do ao
grupo C-NL (92%, P<0,01). O grupo T-NL apresenta menor insulinemia em relagdo ao C-
NL (81% P<0,01). E o tratamento com buscopan reduziu em 60% (P<0,001) a insulinemia
dos animais T-HL, em relagdo aos animais C-HL. O grupo C-HL apresentou um aumento
no indice HOMA-IR de 150% em relagdo ao C-NL (P<0.01). Enquanto que o grupo T-NL
apresentou uma reducdo no indice em 80% comparado ao grupo C-NL indicando um efeito
do tratamento com buscopan (Pg<0,0001) e o grupo T-HL exibiu uma redu¢do de 69% em
comparacao ao grupo C-HL (P<0,0001).

Em relacdo ao perfil lipidico, o consumo da dieta hiperlipidica aumentou em 54%
(Pp<0,001) o colesterol total do grupo C-HL em relagdo ao seu controle C-NL. O grupo T-
NL nao apresentou diferenca significativa no colesterol total em relacio ao C-NL, no
entanto o grupo T-HL apresentou maiores niveis de colesterol total comparado ao T-NL.
Nao foram observadas diferengas entre os grupos T-HL e C-HL. Quanto aos triglicerideos,
consumo da dieta rica em gordura aumentou esse parametro em 32% (P<0,05) no grupo C-

HL em relagdo ao C-NL. Nao houve diferenga significativa entre os grupos T-NL
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comparado ao C-NL. No entanto, o grupo T-HL apresentou uma reducao nos triglicerideos
de 20% comparado ao C-HL indicando uma interacdo dos fatores B vs D (P1<0.05). Os
animais tratados com buscopan que receberam dieta hiperlipidica apresentaram aumento de
52% (P<0,01) no colesterol HDL em relacdo ao grupo C-HL. Nao houve diferenca
significativa neste parametro entre os grupos C-HL comparado ao C-NL assim como entre
os grupos T-NL comparado ao C-NL. Em relagdo ao colesterol LDL, ndo se observou
diferengas significativas entre os grupos. Quanto ao colesterol VLDL, a dieta hiperlipidica
aumentou em 28% esse parametro no grupo C-HL comparado ao C-NL(P<0.05), enquanto
que ndo se observou diferenca entre os grupos T-NL comparado ao C-NL e T-HL

comparado ao C-HL.

3.2 Evolugdo do peso corporal e consumo alimentar

O tratamento com butilbrometo de escopolamina reduziu em 11% (p<0,0001) o
peso corporal do 0 aos 60 dias de vida (Figura 1-A), assim como a ingestdo alimentar no
mesmo periodo em 5% (p<0,05) como mostra a ASC (figura 1-B). Quanto a evolugdo do
peso corporal dos 60 aos 90 dias (figura 1-C) o grupo C-HL apresentou aumentou de peso
corporal de 11% (P<0,01) em relag@o ao seu controle C-NL. Enquanto que os grupos T-NL
e T-HL apresentaram uma diminui¢do de 9% e 14% (P<0,05; P<0,0001) em relagdo aos
grupos C-NL e C-HL respectivamente. A ingestdo da dieta hiperlipidica nesse periodo
diminuiu o consumo alimentar tanto dos animais tratados, quanto dos controles em 37%
(P<0,001 em ambos) comparados aos seus controles. Os grupos que consumiram a dieta

normolipidica ndo apresentaram diferenca estatistica entre eles (figura 1-D).
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3.3 Acumulo de tecido adiposo branco
A figura 3 A mostra que o consumo de dieta hiperlipidica provocou no grupo C-HL
um aumento de 48% e 66% nos estoques de gordura mesentérica e retroperitoneal
respectivamente comparado ao C-NL (P<0,0001). Enquanto isso, os animais tratados com
buscopan apresentam menores estoques de gordura. O grupo T-NL exibiu uma reducao de
aproximadamente 30% nos estoques de gordura em relacdo ao grupo C-NL e os animais T-
HL apresentou uma reducao de 19% e 16% nas gorduras mesentérica e retroperitoneal

comparado com o grupo C-HL (P<0.01).

3.4 Concentragdo plasmatica de glicose durante o TTGiv
O grupo controle que ingeriu dieta hiperlipidica na vida adulta (C-HL) apresentou
aumento de 34% (P<0,0001) na glicemia plasmatica durante o teste quando comparado ao
grupo C-NL, como observado na ASC. Foi observado um aumento de 17% (P<0,01) na
glicemia plasmatica do grupo T-NL quando comparado ao seu controle C-NL. Entretanto, o
grupo tratado com buscopan que recebeu dieta rica em gordura na vida adulta (T-HL)
apresentou uma diminui¢do de 13% (P<0,01) na glicemia comparado ao grupo C-HL

(figura 4).

26



335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

3.5 Secregdo de insulina pelas ilhotas pancredticas

A figura 4 A apresenta o efeito insulinotropico de diferentes concentragdes de
glicose (5.6, 8.3 e 16.7 mmol/L) em ilhotas pancreaticas isoladas. Observa-se aumento na
secre¢do de insulina dose-dependente em todos os grupos. No entanto, o grupo C-HL
apresentou aumento na secre¢do de insulina comparado ao grupo C-NL quando estimulado
por todas as concentracdes de glicose (P<0,05). O grupo T-NL apresentou maior secre¢ao
de insulina nas concentragdes 5.6 ¢ 8.3mmol/L comparado ao C-NL (P<0,05) entretanto, o
grupo T-HL apresentou diminui¢do da secrecdo de insulina em todas as concentracdes de
glicose comparado ao seu controle C-HL (P<0,01), observando uma interagdo entre os
fatores tratamento com buscopan e dieta hiperlipidica (Pinteracio<0,05)

A figura 4 (B) apresenta a porcentagem de secre¢do de insulina pelas ilhotas
pancredticas na presenga do agonista muscarinico acetilcolina (ACh). O grupo C-HL
apresentou um aumento na secrecdo de insulina quando estimulado por ACh comparado
grupo C-NL (P<0,0001). Os animais do grupo T-NL apresentaram uma potencializacao da
secrecao de insulina semelhante ao grupo C-NL, enquanto o grupo T-HL uma menor a¢do
insulinotrépica da ACh, em relacdo ao grupo C-HL (P<0,0001).

O antagonista muscarinico Atr provocou um bloqueio na secre¢do de insulina de
38%, 25%, 27% e 39% nos grupos C-NL, C-HL, T-NL e T-HL respectivamente (P<0,01).
(figura 4-C).

O antagosnista muscarinico seletivo 4-DAMP provocou bloqueio de 38%, 75%,
60% e 22% na secrecdo de insulina nas ilhotas pancreaticas do grupo C-NL, C-HL, T-NL e

T-HL respectivamente. (figura 4-D).
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A figura 4 E apresenta a secre¢do de insulina pelas ilhotas pancredticas na presenca
deo antagosnista seletivo metroctamina (MTT). Enquanto o grupo controle apresentou
aproximadamente 100% de aumento na secrecao de insulina, os grupos C-HL, T-NL e T-

HL apresentaram 26%, 8% e 14%.

3.6 Atividade elétrica dos nervos Vago e Simpdtico

A figura 5 apresenta a atividade elétrica dos nervos Parassimpatico e Simpatico. O
grupo C-HL apresentou um aumento de 73% (P<0,01) na atividade elétrica do nervo vago,
quando comparado ao grupo C-NL. O grupo T-NL ndo apresentou diferenca significativa
comparado ao C-NL (Figura 5A). enquanto que o grupo tratado com buscopan que recebeu
dieta hiperlipidica na vida adulta apresentou a atividade elétrica do nervo vago diminuida
em 32% (P<0,05) em relacdo ao C-HL. Nao houve diferenca significativa na atividade do
nervo simpatico entre os grupos, no entanto observa-se interacao entre os efeitos tratamento

com buscopan e dieta (Pinteragao<0,05).
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4. Discussao

Este trabalho mostra pela primeira vez que o tratamento com o butilbrometo de
escopolamina no inicio da lactagdo foi capaz de atenuar a obesidade na vida adulta e as
disfun¢des metabodlicas induzidas pela dieta hiperlipidica.

Enquanto que a dieta rica em gordura na vida adulta causa obesidade e disfuncdes
metabolicas, como previamente descrito (Barella et al. 2012; Salimi, et al. 2016; Tofolo et
al. 2015), os animais que receberam o tratamento durante a lactacdo e submetidos a dieta
HL na vida adulta apresentaram reduzidos niveis de insulina, melhora no perfil lipidico,
menor peso corporal, menores estoques de gordura, sensibilidade a insulina, melhor
tolerancia a glicose e baixa atividade parassimpdtica. Interessantemente, os animais T-NL
também apresentam menor peso corporal, menores estoques de gordura, hipoinsulinemia e
sensibilidade a insulina. Esses resultados podem sugerir um papel importante da atividade
colinérgica para o tratamento e prevengao da obesidade.

O sistema colinérgico central e periférico desempenham um papel importante no
metabolismo da glicose/insulina, acimulo de gordura e ingestdao alimentar (Kiba 2004). O
sistema nervoso autonomo (SNA) influencia em muitas fungdes do corpo, incluindo o
pancreas. O sistema nervoso parassimpatico (SNP) e o simpatico (SNS) tém efeitos opostos
na secre¢do de insulina pelas ilhotas pancreaticas, o SNP estimula a secre¢do de insulina,
enquanto que a atividade neural simpatica inibe a secre¢do de insulina (Kiba 2004). Estudos
vém relacionando a alta atividade parassimpatica e a hiperinsulinemia persistente a
obesidade e problemas metabolicos (Aynsley-Green et al. 1997). Em contrapartida, um

fenotipo magro, hipoinsulinemia parece estar associado a menor atividade vagal, como
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observado em ratos que receberam uma dieta de restricdo proteico calorica durante a
lactacdo (de Oliveira et al. 2012).

O grupo C-HL neste trabalho apresenta elevados niveis de insulina em jejum, maior
secrecao de insulina, alta atividade parassimpatica, perfil lipidico alterado, maior peso
corporal e estoques de gordura, como descreve a literatura (Higa, et al. 2014; Salimi et al.
2016). De forma oposta, os animais tratados com o butilbrometo de escopolamina
apresentam menor peso corporal e ingestdo até os 60 dias de vida como ja observado
(Malta et al. 2016). J& os animais tratados que foram expostos a dieta HL apresentam
menor peso corporal, menor deposicdo de gordura, melhora no perfil lipidico e menor
atividade vagal. Ainda, trabalhos anteriores apresentam que animais obesos vagotomizados
possuem menores estoques de tecido adiposo branco (Balbo, et al. 2007). Estes resultados
sugerem que os menores estoques de gorduras e melhora no perfil lipidico podem estar
relacionados a uma melhora na fun¢do pancreatica relacionada a secre¢do de insulina e a
menor atividade do nervo vago.

A agdo da atividade do SNP ¢ mediada pela ACh (Kiba 2004). Este
neurotransmissor exerce suas funcdes ao se ligar em receptores de membrana do tipo
nicotinicos € muscarinicos. Os receptores Muscarinicos compreendem 5 subtipos (M1 ao
M5), e estdo acoplados a diferentes tipos de proteina G e sdo encontradas nas membranas
celulares tanto central quanto perifericamente em varios 6rgaos (Gautam et al. 2006; lismaa
et al. 2000; Wess, et al. 2007). Os receptores muscarinicos dos subtipos M1, M3 e M5
apresentam-se acoplados preferencialmente as proteinas das familias Gq e G11 e a ativagao
induzida pelo agonista ACh leva a uma cascata de respostas bioquimicas e fisioldgicas

como o aumento das concentragdes de calcio intracelular e producdo de segundos
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mensageiros como o diacilglicerol e inositol trifosfato. A natureza dessas respostas e os
efeitos fisiologicos resultante estd associada a localizagdo celular dos receptores. Ja os
receptores muscarinicos dos subtipos M2 e M4 quando ativados pela ACh apresentam, de
modo geral, diminui¢do da ativacdo dos canais de cdlcio voltagem-dependentes, menores
concentragdes de adenilil ciclase ¢ cAMP (Gautam et al. 2006; Wess et al. 2007). Nas
cé¢lulas beta pancreaticas esses receptores podem atuar potencilizando (M1 e M3) a
secre¢do de insulina ou inibindo a potencializagdo (M2 e M4), através da acetilcolina
(Maresca and Supuran 2008).

A ingestdo de uma dieta hiperlipidica causou nos animais controles disfun¢do na
secre¢do de insulina. Esses animais apresentam elevada secrecdo de insulina na presenga de
diferentes concentragdes de glicose, como também frente a agonistas e antagonistas
muscarinicos. Diante disso, sugerimos que esses animais possam apresentar maior
expressdo dos receptores muscarinicos do subtipo M3 em ilhotas pancredticas e reduzida
expressdo do subtipo M2 devido maior resposta na secrecao de insulina frente ao agonista
ACh e ao antagonista MTT como também observado em outros modelos de obesidade em
ratos, o qual suporta a ideia de que a composicao e/ou funcdo dos receptores muscarinicos
em ilhotas pancredticas pode estar associada a disfun¢@o na secre¢do de insulina em obesos
(Malta et al. 2016; Miranda, et al. 2014).

Ja os animais T-HL apresentam menor secrecdo de insulina frente a diferentes
concentragdes de glicose como também menor resposta de secre¢ao frente ao agonista ACh
e antagonista 4-Damp quando comparados com os animais C-HL. No entanto, quando as
ilhotas foram incubadas com o antagonista geral Atr, observa-se um bloqueio eficaz da

secrecdo de insulina. Nossos resultados sugerem que as ilhotas pancreaticas do grupo T-HL
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apresentam uma composic¢ao alterada de receptores muscarinicos. Tem sido mostrado que
a menor secrecdo de insulina em ilhotas pancreaticas e menor resposta de agentes agonistas
e antagonistas muscarinicos estdo associados a menor expressdo dos receptores
muscarinicos M3 e maior expressdo dos receptores muscarinicos M2 (de Oliveira et al.
2011; Malta et al. 2016). Ainda, a melhor resposta a Atr pode indicar um importante papel
do receptor muscarinico do subtipo M1 na secrecdo de insulina (Miranda et al. 2014).
Dessa forma, sugerimos que o tratamento com o antagonista colinérgico butilbrometo de
escolpolamina no inicio da vida pode ter modulado a expressdo e/ou funcao dos receptores
muscarinicos nas células beta pancreaticas o que pode refletir em a uma menor, porem
eficaz secrecao de insulina frente a demanda caldrica observado no grupo T-HL.

A insulina ¢ um hormoénio anabodlico, regulador periférico chave da ingestdo
alimentar e adiposidade corporal. Sendo também o principal regulador do metabolismo da
glicose (Leibiger et al. 1998). Os niveis de insulina plasmatica se correlacionam
diretamente com peso corporal e com a adiposidade (Barazzoni, et al. 2018). Modelos
experimentais de roedores obesos e humanos apresentam elevados niveis de insulina basal e
secretam mais insulina em resposta a glicose do que em individuos magros. Ainda, a
intolerancia a glicose associada a resisténcia a insulina observada contribui para maior
acimulo de gordura nos casos de obesidade (Balbo et al. 2007; Franco, et al. 2017).
Hipoinsulinemia de jejum, menores estoques de gordura associado a menores niveis de
triglicerideos, melhora no colesterol HDL, menor peso corporal associado a menor ingestao
alimentar, melhor tolerancia a glicose e sensibilidade periférica a insulina como estimado
pelo indice HOMA-IR foi observado nos animais tratados com o antagonista muscarinico

durante a lactacdo ap6s a oferta da dieta hiperlipidica comparado com animais nao tratados.
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A sensibilidade periférica a insulina observada nesses animais pode ser um fator
chave para a resisténcia ao desenvolvimento da obesidade. Por mecanismos nao descritos,
foi observado aumento da sensibilidade a insulina em humanos obesos e magros que
receberam infusdo aguda do antagonista muscarinico Atropina durante o teste clamp
euglicémico hiperinsulinémico (Svensson, et al. 2011). Em outras condi¢gdes experimentais,
como restrigdo caldrica durante a lactagdo em ratos, também tem associado o aumento na
sensibilidade a insulina com a resisténcia ao desenvolvimento da obesidade induzida por
uma dieta hipercalorica (Palou, et al. 2011).

Em diversas espécies animais, as influéncias ambientais podem atingir o feto
através da mae/placenta ou o neonato através da lactagdo, promovendo adaptacdes
fisiologicas que aumentam a chance do individuo sobreviver naquele meio, esse modelo se
encaixa no conceito DOHaD e foi chamado de respostas adaptativas preditivas (Gluckman
and Hanson 2004a). A resposta adaptativa preditiva sugere que o organismo em
desenvolvimento tem a capacidade de prever o ambiente no qual crescera. Se a previsao for
correta, o risco para futuras doengas ¢ baixo, do contrario hd um aumento para esses riscos
(match or mismatch) (Gluckman and Hanson 2004b). Os resultados deste trabalho
reafirmam a importancia do periodo lactacional para a formacdo do organismo. Seguindo o
modelo das respostas adaptativas preditivas, esperava-se que os animais tratados com
bloqueador muscarinico no inicio da lactacdo apresentassem na vida adulta graves
problemas metabodlicos relacionados a obesidade frente a uma abundancia calorica
(mismatch). Contudo, nossos resultados mostram que esses animais foram capazes de
atenuar a obesidade e os efeitos causados por uma dieta hipercalorica, propondo que o

organismo ¢ capaz de sofrer modula¢des, mesmo quando as circunstancias previstas no
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inicio da vida sdo diferentes da encontrada na vida adulta. O conceito DOHaD tem nuances
que foram explorados pelo presente trabalho. Uma vez que a lactagdo como janela de
programacdo pode mostrar um efeito adverso frente a abundéancia calodrica. Serd que
conseguimos mostrar uma contestagao ou refor¢o ao conceito DOHaD?

Por ser um composto polar e derivado da amonia quaternaria o butilbrometo de
escopolamina ndo consegue atravessar a barreira hematoenceflica (BHE) (Tytgat 2007;
Wildiers, et al. 2009). Em mamiferos a BHE ¢ funcional logo ap6s o nascimento. Durante o
desenvolvimento pos-natal, os mecanismos da barreira sdo modulados dinamicamente para
fornecer um microambiente necessario para o cérebro em desenvolvimento. Nos roedores a
BHE ¢ imatura no nascimento em comparagdo com outras espécies de mamiferos (Schmitt,
et al. 2017). Por isso, podemos considerar que o composto pode estar atravessando a
barreira e dessa forma causando efeitos sob a homeostase metabélica. E preciso considerar
ainda que o tratamento com o butilbrometo de escopolamina pode afetar outros tecidos, que
eventualmente poderiam contribuir para os efeitos observados, porém nao foi investigado
nesse estudo.

Dessa forma concluimos que o tratamento com um antagonista colinérgico durante
a lactacdo, protege os animais do desenvolvimento da obesidade e suas disfunc¢des
metabodlicas na vida adulta, induzidas por dieta hiperlipidica. Estes efeitos podem estar
associados a modulagao da fungdo e/ou expressdao dos receptores muscarinicos nas células
beta, a uma melhora na fungdo pancreatica, elevada sensibilidade a insulina e reduzida
atividade parassimpdtica. No entanto, devemos considerar que futuros estudos precisam ser

realizados para elucidar os mecanismos envolvidos nessa protecao.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1 — Evolucio do peso corporal e ingestdo alimentar. Peso corporal do 0 aos 60
dias (A) e 60 aos 90 dias de vida (C) e ingestdo alimentar dos 21 aos 60 dias (B) e 60 aos
90 dias de vida (D). Valores expressos como média £ EPM de 20 a 25 ratos de 4 ninhadas
diferentes. O grafico em barras em cada figura representa a area sob a curva (ASC).
*P<0,05 e ****P<(0,0001 para diferenca avaliada pelo teste t-Student. Dados foram
submetidos a analise de varidncia ANOVA de duas vias considerando os fatores: (B)
Tratamento com Buscopan, (D) dieta e (I) interagdo entre os fatores B e D. ¢ P<0,05, ¥
2p<0,0001 para analise entre os grupos C vs T nas mesmas condi¢des e **P<0,01,
##P<0,0001 para analise entre NL vs HL nas mesmas condi¢des analisados pelo pds-teste
de Tukey. C: grupo controle, T: grupo tratado, NL: racdo normolipidica, HL ragdo

hiperlipidica. ns: resultado ndo significativo.

Figura 2 — Acumulo de tecido adiposo branco. Acumulo de gordura mesentérica (A) e
retroperitonial (B). Valores expressos como média + EPM de 20 a 25 ratos de 4 ninhadas
diferentes. Dados foram submetidos a andlise de varidncia ANOVA de duas vias
considerando os fatores: (B) Tratamento com Buscopan, (D) dieta e (I) interacdo entre os
fatores B e D. “ P<0,01para para analise entre os grupos C vs T nas mesmas condi¢des e
##P<0,0001 para analise entre NL vs HL nas mesmas condi¢des analisados pelo pds-teste
de Tukey. C: grupo controle, T: grupo tratado NL: racdo normolipidica, HL ragdo

hiperlipidica. ns: resultado ndo significativo.
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Figura 3 — Concentracio plasmatica de glicose durante o TTGiv. Valores expressos
como média =+ EPM de 12 al5 ratos de 3 ninhadas diferentes. O grafico em barras
representa a area sob a curva (ASC). Dados foram submetidos a andlise de variancia
ANOVA de duas vias considerando os fatores: (B) Tratamento com Buscopan, (D) dieta e
(I) interacdo entre os fatores B e D. **!P<(0,001 para andlise entre os grupos C vs T nas
mesmas condi¢des e “#P<0,0001 para anélise entre NL vs HL nas mesmas condi¢des
analisados pelo pos-teste de Tukey. C: grupo controle, T: grupo tratado, NL: racdo

normolipidica, HL: ra¢@o hiperlipidica. ns: resultado ndo significativo.

Figura 4 — Secrecio de insulina pelas ilhotas pancreaticas. Secrecdo de insulina
estimulado por diferentes concentra¢des de glicose (mmol/L): 5.6, 8.3 e 16.7 (A). Secrecao
de insulina estimulada por 8,3 mmol/l de glicose e potencializada por 10 umol/l de ACh na
presenca de 10umol/L de neostigmina (B). Inibicdo ou estimulagdo do efeito
insulinotrépico da ACh pelo antagonista muscarinico nao seletivo Atr, 10umol/L (C); pelo
antagonista muscarinico seletivo para o subtipo M3, 4-DAMP (100 pmol/I) (D); pelo
antagonista muscarinico seletivo para o subtipo M2, MTT (1 pmol/l) (E). As barras
representam a média = EPM da secrecdo de insulina em ilhotas pancreéticas de 6 ratos de
trés ninhadas diferentes. A linha 0 (B a E) representa 100% de secrecdo de insulina
induzida por 8,3 mmol/l de glicose e potencializada por 10 umol/l ACh; barras acima ou
abaixo da linha 0 representa o aumento ou diminui¢ao da secrecdo de insulina na presenca
de agonistas ou antagonistas muscarinicos. Dados foram submetidos a andlise de variancia

ANOVA de duas vias considerando os fatores: (B) Tratamento com Buscopan, (D) dieta e
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(I) interagdio entre os fatores B e D. ©®P<0,05, **P<0,01 ***?p<(,0001 para anélise entre
os grupos C vs T nas mesmas condi¢des e “##P<0,0001 para analise entre NL vs HL nas
mesmas condi¢des analisados pelo pds-teste de Tukey. C: grupo controle; T: grupo tratado,

NL: ragdo normolipidica, HL ragdo hiperlipidica. ns: resultado ndo significativo.

Figura 5 — Atividade elétrica dos nervos vago (A) e simpatico (B). Valores expressos
como média + EPM de 12 a 15 ratos de trés ninhadas diferentes. Dados foram submetidos a
analise de variancia ANOVA de duas vias considerando os fatores: (B) tratamento com
Buscopan, (D) dieta e (I) interacdo entre os fatores B e D. ©P<0,05 para analise entre os
grupos C vs T nas mesmas condi¢des e **P<0,01 para anélise entre NL vs HL nas mesmas
condi¢des analisados pelo pos-teste de Tukey. C: grupo controle, T: grupo tratado, NL:

racdo normolipidica, HL: racdo hiperlipidica. ns: resultado ndo significativo.
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TABELA 2: Efeitos do tratamento com butilbrometo de escopolamina nos parametros bioquimicos de animais que

receberam dieta hiperlipidica na vida adulta.

Parametros Fatores

C-NL C-HL T-NL T-HL B D 1
Glicemia em jejum (mg/dl) 84,3£3.6 111,4+11,2% 84,5+2,9 85,5+3,1¢ * * *
Insulinemia em jejum (ng/ml) 0.27+0.01 0.52£0.07*  0.05£0.019?  0.2+0.0799< R A ns
Indice HOMA IR 1,48+0,07 3,71+0,62% 0,27+0,05 1,1540,390¢ HoHEH HoHk ns
Colesterol total (mg/dl) 60,5+5,65 85,6+5,04"  65,9+4,33 94,6:+£5,53 < R ns
Triglicerideos (mg/dl) 62,7+5,56 82,5+2,69% 80,5+7,46 73,3+6,59 ns ns *
Colesterol - HDL (mg/dl) 34,943,65 39,7+6,13 36,1£3,69 49,144,119 SRS ns ns
Colesterol - LDL (mg/dl) 21,9+4,5 27,3+4,3 22,3+5,7 27,2448 ns ns ns
Colesterol - VLDL (mg/dl) 13.1£1,05 16,5+0,56" 16,1+1,49 14,68+1,31 ns S g

Valores expressos como média = EPM. de 20 a 30 ratos de pelo menos 3 ninhadas diferentes. Dados foram
submetidos a analise de varidncia ANOVA de duas vias considerando *P<0,05, ***P<0,001 e ****P<0,0001 para
analise dos fatores: (B) Tratamento com Buscopan, (D) dieta e (I) interagdo entre os fatores B € D. ¢ P<0,05, ¢
2P<0,01 e ¥ 92p<0,001 para analise entre C vs T nas mesmas condigdes e “P<0,05, #P<0,01, **P<0,001 para
analise entre NL vs HL nas mesmas condi¢des analisados pelo pos-teste de Tukey. C: grupo controle, T: grupo

tratado, NL: racdo normolipidica, HL: ra¢@o hiperlipidica. ns: resultado ndo significativo.
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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