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RESUMO

CARAPETO, Priscila Viana. Consequéncias da dieta rica em frutose parental, ou s6
materna, ou s6 paterna no metabolismo hepatico da prole adulta de machos. 2018.
72 f. Dissertacéo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2018.

O estudo teve como objetivo avaliar as consequéncias da dieta materna e
paterna rica em frutose (HFR) sobre a prole adulta de machos. Os progenitores
foram alimentados com dieta HFR ou dieta controle (C) por oito semanas antes do
acasalamento até o desmame da prole. Apdés o desmame, proles (identificados
primeiro pela dieta da méae, depois pela dieta do pai) s6 receberam dieta C até os
trés meses de idade. Progenitores: a pressao arterial (PA) foi maior no grupo HFR,
em comparagdo com seus controles (pai +27%, mée +35%, P <0,0001). Os
progenitores HFR apresentaram massa hepatica maior (pai +15%, mae +18%, P =
0,0290), maior triglicerideo hepatico (Pai +89%, mae +41%, P <0,0001 ),
hipercolesterolemia (pai + 25%, mae +24%, P = 0,0158), hipertrigliceridemia (pai
+45%, mae +39%, P <0,001), leptina aumentada e menor adiponectina no plasma
(Leptina: pai +68% méae +55%, P <0,0001; Adiponectina: pai -6%, P = 0,018, mae -
21%, P <0,0001). Proles: em comparagdo com o grupo C/C, o grupo HFR/HFR
apresentou aumento da pressao arterial sistémica; os grupos C/HFR, HFR/C e
HFR/HFR mostraram maior acido urico e leptina e menor adiponectina no plasma. O
grupo HFR/HFR mostrou maiores marcadores de inflamagdo hepatica (NFk-B,
SOCS3, JNK, TNF-alfa, IL1-beta e IL-6). O grupo HFR/HFR mostrou aumento de
SREBPB1c e FAS. Em conclusdo, o estudo demonstra que tanto a mae quanto o
pai, individualmente ou em combinacéao, alimentados com dieta HFR podem afetar o
metabolismo e o figado da prole macho adulta. A combinagéo da dieta HFR materna
e paterna aumentou os efeitos adversos na saude da prole e teve outras
consequéncias na programagdo da prole que a mée e o pai sozinhos né&o
expressaram.

Palavras-chave: Programacgéao paterna. Programacao materna. Dieta rica em frutose.

Figado. Inflamac&o.



ABSTRACT

CARAPETO, Priscila Viana. Consequences of the fructose rich diet parental, or only
maternal, or only paternal in the hepatic metabolism of adult male offspring. 72p.
Dissertation (Master's Degree in Human and Experimental Biology) - Roberto
Alcantara Gomes Biology Institute, The University of the State of Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, Brazil, 2018.

The study aimed to evaluate the consequences of feeding high-fructose diet
(HFR) to mother or father, and to both mother and father, on progeny. Parents
received HFR or control diet (C) for eight weeks before mating until weaning. After
weaning, pups (identified first by the mother’'s diet, then by the father’s diet) only
received C diet until three months of age. Parents: blood pressure (BP) was higher in
HFR parents, compared to their controls (father +27%, mother +35%, P < 0.0001).
The HFR parents, had an enlarged liver (father +15%, mother +18%, P = 0.0290),
greater hepatic triacylglycerol content (father +89%, mother +41%, P < 0.0001),
hypercholesterolemia (father +25%, mother +24%, P = 0.0158), hypertriglyceridemia
(father +45%, mother +39%, P < 0.001), higher plasmatic leptin and lower
adiponectin (Leptin: father +68%, mother +55%, P < 0.0001; Adiponectin: father -6%,
P = 0.018, mother -21%, P < 0.0001). Offspring: compared to C/C, HFR/HFR had
high BP; C/HFR, HFR/C, and HFR/HFR showed higher uric acid and leptin, and
lower adiponectin. HFR/HFR showed higher liver inflammation markers (NFk-B,
SOCS3, JNK, TNF-alpha, IL1-beta, and IL-6). HFR/HFR showed an increase of both
SREBPB1c and FAS. In conclusion, the study can demonstrate that both mother and
father, individually, or in combination fed a HFR diet may affect the metabolism and
liver in the adult male progeny. The combination of mother and father HFR enhanced
the adverse effects on the offspring health and had other consequences in the
offspring programming than the mother and father alone.

Keywords: Father programming. Mother programming. High-fructose diet. Liver.

Inflammation.
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INTRODUGAO

A frutose é uma hexose de férmula quimica semelhante a glicose, encontrada
nos alimentos na forma de acucar simples ou como um componete da sacarose
(glicose — frutose) (Tappy et al., 2010). A sacarose manteve-se o edulcorante quase
exclusivo a ser consumido até a deécada de 1960, quando a industria alimenticia
desenvolveu e colocou em uso tecnologias que permitiram a extracdo do amido de
milho, isolamento da glicose e conversao de parte da glicose na frutose através da
isomerizagao enzimatica (Johnson et al., 2009; Abdelmalek et al., 2010).

O isolamento industrial da frutose fez com que seu prego reduzisse
drasticamente e incentivou a introdu¢ao comercial de xaropes de milho ricos em
frutose nos alimentos processados. De todos os acgucares, a frutose tem o maior
poder edulcorante, além de ser um bom umectante e contribuir para dar cor e aroma
agradavel aos alimentos. Estas caracteristicas unidas ao baixo custo de produgéao
tornaram-se atrativos para a sua utilizagdo em larga escala na industria alimenticia
(Bray et al., 2004).

Os efeitos adversos do consumo de acgucar para a saude tém sido uma
questao de grande interesse publico e cientifico. Durante décadas, observou-se que
uma alta ingestdo de agucar estaria associada ao desenvolvimento de obesidade,
diabetes tipo 2 (DM2) e doencas cardiovasculares (Johnson et al., 2009). Dado os
diferentes destinos metabdlicos que diferenciam a frutose da glicose, a atengao
recente tem focado na frutose como protagonista na etiologia dessas doencgas
cronicas (Tappy et al., 2010).

Achados recentes mostram que o consumo agudo de frutose modula os
niveis plasmaticos de lipidios em individuos saudaveis, além de provocar aumento
significativo de liproteina de alta densidade (HDL, high density lipoprotein) com um
aumento simultdneo da lipoproteina de baixa densidade (LDL, low density
lipoprotein) em comparagdo com glicose e sacarose (Jameel et al., 2014).
Adicionalmente, o consumo crénico de frutose esta relacionado ao desenvolvimento
de comorbidades associadas a sindrome metabdlica, como o estresse oxidativo,
disfungcdo endotelial e doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica ou DHGNA
(Johnson et al., 2009).
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Explicagbes para estes achados se devem em parte ao metabolismo da
frutose ser distinto da glicose. Antes de convergir com a via glicolitica, o
metabolismo inicial da frutose envolve a fosforilagdo da frutose em frutose-1-fosfato
(F1F) pela frutoquinase que, ao contrario da glucoquinase, é especifica e nédo é
limitada. A absor¢do maciga e posterior fosforilagdo da frutose no figado também
leva a uma diminuigdo de adenosina trifosfato (ATP, trifosfato de adenosina)
intracelular, ocasionando um consequente aumento de acido urico, culminando com
complicagbes metabdlicas (Abdelmalek et al., 2010).

Adicionalmente, o excesso da ingestdo de frutose gera um aumento da
producao de acetil-coenzima A (acetil-CoA) que acaba ndao sendo metabolizado pelo
ciclo tricarboxilico e ira se acumular no citoplasma. Este excedente de acetil-CoA
servira como um substrato para a lipogénese de novo, sendo convertida em malonil-
(Lim et al., 2010).

Embora ocorra esta associagao da frutose com ativagao da via da lipogénese,
0s mecanismos moleculares subjacentes a transicdo do consumo de frutose e
progressées na DHGNA ndo sdo completamente compreendidos.

DHGNA é a atual causa mais comum de doenga hepatica cronica para
adultos no mundo (Younossi et al., 2011) e sua prevalencia tem aumentado entre as
criangas. O primeiro caso relatado da doenga no grupo pedriatrico foi em 1983
(Moran et al., 1983) e atualmente é a forma mais prevalente de doenga hepatica
cronica na infancia e na adolescéncia, afetando aproximadamente 10% a 20% desta
faixa etaria (Temple et al.,, 2016). A historia natural da DHGNA em pediatria &
desconhecida, sugerindo que eventos pré-natais estao relacionados a progressao da
doenca e a consequente evolugéo para a esteatohepatite ndo alcodlica ou EHNA na
vida adulta.

O processo pelo qual os fatores atuantes no inicio da vida influenciam a
saude da prole na idade adulta é definido como programacdo metabdlica, e é
considerado um mecanismo chave para a instalagao de fenétipos adversos na prole
(Barker, 1995; Langley-Evans, 2009). Assim, afim de entender e demarcar os
mecanismos associados a alteragdes fetais, diversos modelos experimentais séo
utilizados, nos quais o ambiente hormonal e metabdlico durante o periodo pré-natal

ou pos-natal é alterado através de mudancas do estado nutricional materno.
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Estudos com roedores demonstraram que a mudanga no metabolismo
gestacional da mae pode afetar o desenvolvimento placentario e embrionario,
resultando em maior influxo de nutrientes via placenta para o feto, fato que influencia
0 seu crescimento e resulta em adaptagdes irreversiveis na estrutura e fungcéo de
orgaos e sistemas, como figado (Bruce et al., 2009; Gregorio et al., 2010; Volpato et
al., 2012).

Pesquisadores documentam que a administragdo neonatal de dieta
hiperlipidica promove aumento no tamanho e acumulo de goticulas de gordura no
figado, configurando o quadro de DHGNA (Bayol et al., 2010; Oben et al., 2010).
Embora essa caracteristica seja inicialmente benigna e assintomatica, a esteatose
hepatica representa a lesdo primaria para o desenvolvimento de entidades
patolégicas mais graves como a cirrose hepatica e o hepatocarcinoma (Paredes et
al., 2012).

A maioria dos estudos epidemioldgicos e experimentais concentram suas
atengdes para a influéncia materna sobre a saude da prole. No entanto,
experimentos recentes realizados com roedores também demonstraram a influéncia
paterna na programacao metabdlica da prole adulta (Ng et al., 2010).

Em 2010, um estudo esperimental com progenitores alimentados com dieta
restrita em proteinas, identificou que a expressado hepatica de genes envolvidos na
proliferacdo e na biossintese do colesterol nas proles é sensivel a dieta paterna e
que tais alteragbes poderiam ser explicadas pela epigenética, uma vez que
constatou-se modificagdo na cromatina e no empacotamento do genoma no
esperma (Carone et al., 2010). Entretanto os mecanismos que possam elucidar a
influéncia paterna sobre a descendéncia ainda nao sao totalmente conhecidos.

Adicionalmente, no ambito epidemioldgico, uma investigagao realizada com a
populacdo base de um estudo denominado Framingham Offspring Study
demonstrou a importancia da saude paterna na prgramacgao fetal, sugerindo que os
pais poderiam transmitir suas caracteristicas com forca similar das maes. As
conclusdes do estudo apontaram para taxas de risco equivalente tanto para a
programag¢ao materna como para a programacgao paterna no desenvolvimento de
DM2 nos filhos (Meigs et al., 2000).

Diante do grande consumo de produtos industrializado ricos em xarope de
milho com alto teor de frutose por criangas e adolescentes, pesquisas mais atuais

tem avaliado os efeitos da exposi¢cdo a dieta rica em frutose em fase inicial de
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desenvolvimento e durante gestagdo. Os resultados incluem hipertrigliceridemia,
hipertensdo arterial sistémica (HAS), hiperinsulinemia e infiltrados de gordura
hepatica (Rodriguez et al., 2016a; Rodriguez et al., 2016b; Tain et al., 2016). Porém,
pouco se sabe sobre alteragdes hepaticas dos filhotes relacionadas ao consumo
cronico de frutose, sobretudo no que concerne a programagdo paterna e a
programacao parental (relativa a ambos os progenitores).

Diante do exposto, a hipétese deste trabalho € que uma dieta rica em frutose
administrada desde o periodo de pré-acasalamento afetara o metabolismo e o

desenvolvimento do figado na prole adulta de machos.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Programacéao Fetal

1.1.1. Estudo cronoldgico

O século XX testemunhou grandes mudangas nos padrées de mortalidades
em todo o mundo, com reducdes de mortes por doengas infecciosas e um aumento
de doengas crdnicas nao transmissiveis (Barker, 1989). Com isso, cresceu o numero
de estudos epidemiolégicos com o objetivo de caracterizar as causas para as
mudancgas observadas. Sugeriu-se que muitos fatores ambientais e de nutricdo do
passado estariam relacionados com efeitos permanentes na morfologia, funcédo e
metabolismo de 6rgédos e que se manifestariam durante o presente.

No final da década de 60, um estudo demonstrou um risco aumentado de
sobrepeso tardio na infancia de criangas nascidas de maes diabéticas, o que
confirmou uma relagdo entre ambiente materno e saude da prole (Farquhar, 1969).
Em sequéncia, na década de 70, foi observado que o diabetes materno também era
capaz de aumentar o risco de tolerancia a glicose e desenvolvimento de diabetes na
prole (Amendt et al., 1976). Posteriormente, estudos demonstraram que o DM2 é
predominantemente transmitido ao longo das geragdes através de linhas maternas,
mas nao paternas, uma vez que a incidéncia de DM2 na avdé materna de
descendentes de terceira geracdo com diabetes juvenil foi significativamente maior
em comparagao com as suas homologas paternas (Dorner et al., 1987).

Seguindo os achados, na década de 80, estudos retrospectivos observaram
que municipios noruegueses mostravam uma correlagao positiva significativa entre
as taxas de mortalidade por doengas cardiacas em pessoas com idade entre 40 e 69
anos e taxas de pobreza e desnutricdo na infancia e adolescéncia dos mesmos
(Forsdahl, 1977). Estes achados sugeriram que o acometimento da desnutricao
durante a fase de desenvolvimento era um fator de risco na saude cardiovascular

em fase adulta.
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Na década de 90, observagdes dos registros de nascimentos no Reino Unido,
indicaram correlagdo geografica entre mortalidade infantil e maior prevaléncia de
obesidade e sindrome metabdlica nas regides mais desfavorecidas (Barker e
Osmond, 1986). Estes dados corroboraram com achados anteriores e levaram a
conclusdo que o desenvolvimento de doencas crbnicas na idade adulta estaria
influenciado pelo periodo inicial de vida, especialmente através da nutrigdo
inadequada disponivel durante a vida intrauterina (Barker, 1995).

A partir de entdo, consolidou-se a “Hipotese da Programacgao Fetal” (ou
“Programacao Intrauterina para Doengas da Vida Adulta” ou ainda “Hipdtese de
Barker”), definida como fenédmeno através do qual insultos durante um periodo
critico do desenvolvimento resultam em alteragdes morfoldgicas, fisioldgicas e
metabdlicas permanentes (Barker, 1995).

Como explicacdo para os dados observados, postulou-se que quando o
suprimento nutricional fetal € menor que a demanda, o feto se adapta para a
sobrevivéncia durante a gestagdo, resultando em uma redistribuicdo do fluxo
sanguineo para poupar o cérebro a custa de outros 6rgaos, que por sua vez alteraria
a estrutura, o metabolismo, a fisiologia e 0 ambiente hormonal das areas afetadas
de forma a programar um aumento de doenga cronica apés o nascimento (Barker,
1995).

Seguidamente, a hipotese foi aplicada em estudos de casos do “Inverno da
Fome Holandés”, um embargo de sete meses de alimentos imposto pela Alemanha.
Resultados observados permitiram caracterizar consequéncias de insultos maternos
nas diferentes fases de gestagdo, avangando com as teorias de programagéo.
Assim, quando a mae foi exposta a fome durante o primeiro e o segundo trimestre
de gestagao, os filhos quando adultos apresentaram obesidade, perfil lipidico
aterogénico e alto risco de doenga cardiovascular (Ravelli et al.,, 1999).
Inversamente, a desnutricio materna no terceiro trimestre foi correlacionada com
baixo peso na prole adulta e intolerancia a glicose (Roseboom et al., 2001).

Como retratado, a desnutrigio materna durante a gravidez foi um fator bem
estudado como insulto da programacao fetal. No entanto, o crescente fardo global
da obesidade no inicio do século XXI representou um grande desafio para a saude
publica (Jehn e Brewis, 2009), redirecionando as pesquisas.

Por conseguinte, estudos epidemioldégicos e experimentais concentraram

suas atengdes nas consequéncias da obesidade materna durante a gestacdo e
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lactagdo sobre a saude da prole. Resultados de pesquisas demonstraram que os
sistemas fetais mais vulneraveis a programacao nociva foram o sistema nervoso
central e o sistema cardiometabdlico (um fendmeno denominado “impressao
metabdlica") (Sullivan et al., 2011), contribuindo para a retratada epidemia de
obesidade infantil e disturbios metabdlicos em idade adulta (Heerwagen et al., 2010).

Embora a programacao do desenvolvimento de disfungdes na prole pela méae
seja amplamente aceita, ao longo das ultimas duas décadas se tornou cada vez
mais evidente que a programacao paterna também pode acontecer. Esta
compreensao partiu do consenso de que a obesidade masculina altera os hormonios
sexuais, a composi¢cao molecular e a fungdo dos espermatozoides (Kasturi et al.,
2008), conduzindo pesquisadores a presumirem impactos fetais.

Em vista disto, estudos epidemioldgicos concluiram que além da interrupgéo
do desenvolvimento embrionario e do progresso da gravidez precoce, pais obesos
sdo mais propensos a ter filhos obesos (Whitaker et al., 1997). Em roedores, a
obesidade paterna induzida por alto teor de gordura na dieta foi capaz de alterar
permanentemente a resisténcia a insulina da prole feminina através da alteragao
epigenética da funcao das células beta (Ng et al., 2010).

Em conjunto, ha evidéncias claras de que os fatores nutricionais paternos séo
capazes de residir em espermatozoides portadores de informacéo epigenética,
programando as células germinativas que serdo transmitidas aos descendentes,
resultando em padrbes modificados de expressao fenotipica mais tarde na vida
(Chong et al., 2007).

O epigenoma do espermatozoide era tradicionalmente considerado
insignificante, uma vez que se postulava que o seu perfil de metilagdo do acido
desoxirribonucleico (DNA, deoxyribonucleic acid) era apagado imediatamente apds a
fecundagao. No entanto, nos ultimos anos, tem havido um aumento no numero de
casos notificados de heranga epigenética aparente através da linha germinal
masculina, sugerindo que este epigenoma pode transmitir informagdes entre as
geracdes (Chen et al., 2012; Gapp et al., 2014).

Em fungdo dos crescentes achados, a hipotese da programacgao foi
atualizada, postulando que genes maternos e paternos podem influenciar o esperma
maturante, o odcito e, posteriormente, o embrido/feto, levando a sua alteragao

epigenética (Hocher, 2014). Logo, o fendtipo observado da prole pode ser alterado
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por genes maternos e/ou paternos independentes do genoma fetal (Ornellas et al.,
2017).

1.1.2. Requlacao placentaria

As alteragcbes na nutricdo e no metabolismo dos progenitores, o fluxo
sanguineo uteroplacentario restrito e perturbagdes no compartimento materno
podem perturbar os periodos criticos de desenvolvimento fetal, resultando em maior
susceptibilidade ao desenvolvimento de doencas na infancia e na vida adulta
(Jansson e Powell, 2013). Neste contexto, a placenta desempenha um papel critico
na modulagédo da alocagao de recursos materno-fetal, afetando assim o crescimento
€ a saude da prole.

A placenta € um tecido enddcrino dinamico que constitui a interface ativa
entre as circulagbes de sangue materno e fetal e é responsavel por uma
multiplicidade de fungbes criticas para o desenvolvimento do feto, incluindo o
transporte de nutrientes, a produ¢cao de horménios e o fornecimento de uma barreira
imunoldgica (Nugent e Bale, 2015). Evidéncias sugerem que disturbios na fisiologia
materna influenciam a estrutura e a fungao da placenta, levando a mudangas em
fluxos sanguineos uteroplacentarios e umbilicais, na area de troca disponivel,
espessura de barreira, metabolismo placentario, gradientes de concentracéo e
expressao/atividade do transportador na barreira placentaria (Carter, 2009). Assim, a
placenta responde e modula perturbacbées no ambiente materno, desempenhando
um papel fundamental na transmissao dos estimulos de programacgao para o feto.

Os capilares placentarios fetais sédo tipicamente continuos, o que permitiria a
passagem irrestrita de moléculas do tamanho da glicose e aminoacidos através de
espacos intercelulares, e restringiria a transferéncia de grandes moléculas, como
imunoglobulinas (Gaccioli et al., 2013). No entanto, o sinciciotrofoblasto (ST),
funciona como principal barreira que limita a transferéncia de moléculas. Em
humanos, ST é formado por duas camadas de membrana de plasma polarizadas:
uma membrana microvilar (MVM, microvillous plasma membrane) voltada para a
mae, e outra membrana plasmatica basal (BPM, basal plasma membrane) orientada

para a circulagao fetal (Gaccioli et al., 2013); fundamentais para o desenvolvimento
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e crescimento do feto — a medida que determinam o suprimento nutricional fetal e
secretam uma série de horménios e moléculas de sinalizagdo na circulagdo materna
(Jansson e Powell, 2006).

Um grande numero de transportadores de glicose, aminoacidos, acidos
graxos, ions e micronutrientes sdo expressos e ativos em MVM e BPM (Lager e
Powell, 2012).

A restricdo de nutrientes em humanos e modelos animais diminui os niveis
circulantes de fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-l), leptina e
insulina e aumenta as concentragcdes séricas de adiponectina no soro. Em
contrapartida, concentracdo inversas foram observados em casos de obesidade
materna. Assim, os niveis desses hormdnios na circulagdo materna transmitirdo
informacgdes criticas para a placenta em relagcdo a capacidade da linha de
suprimento materno para alocar nutrientes ao crescimento fetal (Jansson e Powell,
2013).

De uma maneira geral, os receptores da maioria desses hormdnios sao
altamente expressos na MVM do ST e, portanto, diretamente acessiveis ao sangue
materno, sugerindo regulagdo materna. Diante do exposto, foi proposto o “modelo de
oferta materna” (Barker et al., 2010; Gaccioli et al., 2013) para justificar o trinbmio
mae-placenta-feto.

Segundo este modelo, o crescimento fetal € compativel com a capacidade de
suprimento materno para alocar recursos para o feto. Assim, os transportadores de
nutrientes sao regulados em resposta a um evento primario, provocando mudangas
no crescimento placentario e contribuindo diretamente para alteracbes no
crescimento fetal. Os sinais maternos que transportam informagdes nutricionais para
a placenta podem incluir horménios metabdlicos como insulina, cortisol, leptina e
adiponectina, que sao conhecidos por serem influenciados pela nutricdo materna e
por regular o transporte placentario (Jansson e Powell, 2006; Gaccioli et al., 2013).

Por outro lado, o modelo de demanda fetal, realizado sobretudo em roedores,
postula que a placenta é principalmente controlada pela demanda do feto. Sendo
assim, em resposta a subnutricdo materna, o feto sinaliza para a placenta regular o
crescimento placentario e o transporte de nutrientes (Sibley et al., 2010). No entanto,
os transportadores de placenta para aminoacidos, lipidios e ions sdo, em geral,

regulados para baixo em modelos de restricdo de crescimento intrauterino humano,
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0 que é inconsistente com um modelo de demanda homeostatica ou fetal para a
regulagéo do transporte placentario (Jansson e Powell, 2013).

Por fim, atualmente é proposto um modelo integrado (Figura 1), em que a
placenta integra uma multiplicidade de sinais nutricionais maternos e fetais para
equilibrar a demanda mae-filho através da regulagdo da fisiologia materna,
crescimento placentario e transporte de nutrientes (Gaccioli et al., 2013). Como
modelo, € observado que o crescimento fetal em resposta a subnutricdo materna,
produzira uma prole que, apesar de menor em tamanho, ira sobreviver e podera se
reproduzir. Este crescimento fetal reduzido apresenta-se como uma alternativa para
nao extrair os nutrientes necessarios para o crescimento normal de uma mae ja

privada; potencializando a sobrevivéncia materna e fetal.

Figura 1 — Modelo integrado de detec¢cdo de nutrientes pela placenta e demanda
fatal

Irausing g

Deteccdo da placenta Demanda fetal a
E Cosani 1 E =
g bdporactna ¥ | e i + 3 5
: IGF-1 . — T —— E 4

de mutrientes

Lmpéing g

Fangien
Ll

Materma
HOFEN

Sabrenidricie Subautricic

saqualnU ap

apEpguodsp apep)iaucdsn

Legenda: Sinais maternos que transportam informagdes para a placenta, como cortisol, adiponectina,
IGF-1, insulina e leptina, s&o influenciados pelo estado nutricional materno e irdo regular o
crescimento placentario, o transporte de nutrientes (deteccdo de nutrientes) e as func¢des
enddcrinas. Paralelamente, o feto sinaliza a placenta para regular o crescimento placentario
e suas fungdes em resposta a disponibilidade de nutrientes.

Fonte: Adaptado de Gaccioli et al., 2013.

1.1.3. Mecanismo epigenético

Desde o estabelecimento do Mendelismo, os genes tém sido considerados
como a unica forma pela qual as caracteristicas biolégicas podem ser transmitidas
através de sucessivas geracdes. Entretanto, hoje existem varias evidéncias
moleculares da existéncia de uma heranga nao genética. Estudos mostram que
variagbes epigenéticas adquiridas durante a vida de um organismo podem

frequentemente ser transmitidas para os descendentes (Chango e Pogribny, 2015).
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O termo “epigenética” tem origem do grego, onde “ep/” significa “acima, perto,
a seguir’, e estuda as mudancgas nas fungdes dos genes, sem alterar as sequéncias
de bases (adenina, guanina, citosina e timina) da molécula de DNA. Estas
alteragbes podem ocorrer na propria molécula de DNA ou em proteinas chamadas
histonas; e para que os sinais epigenéticos tenham reflexos, eles precisam alcangar
um compartimento crucial da célula - o nucleo (Heard e Martienssen, 2014).

O nucleo tem a principal fungédo de abrigar o DNA. No entanto, a molécula de
DNA é infinitamente maior do que o proprio nucleo. Logo, para caber dentro do
nucleo, a molécula de DNA precisa ser empacotada pelas proteinas nucleares
denominadas histonas, dando origem a uma estrutura chamada de nucleossomos
(Carneiro et al., 2014).

Para que o0s genes possam ser expressos, a molécula de DNA precisa,
portanto, ser parcialmente desempacotada, para que os genes figuem acessiveis a
acao de proteinas (fatores de transcricdo). Entretanto, diferentes genes sao
expressos em diferentes momentos e, naturalmente, estao localizados em diferentes
regides da molécula de DNA (ou nos cromossomos). Nesse sentido, partes da
molécula de DNA sado constantemente desenroladas e enroladas — o que se
conhece por “remodelamento dos cromossomos” (Chango e Pogribny, 2015).

Assim, epigenética significa a forma como a informacdo genética é
organizada, mantida e lida. As modificagdes epigenéticas incluem (Estampador e
Franks, 2014):

a) Metilagéo de citosinas;
b) Modificagdes de histonas; e

C) RNAs néo codificantes

A metilacado corresponde as modificagdes quimicas a partir da adicao de um
grupo metila (-CH3, ou seja, um atomo de carbono ligado a trés atomos de
hidrogénio) na posigao 5 do anel de citosina, catalisada pelas metiltransferases de
DNA (DNMT, DNA methyltransferase), levando a formagdo de 5-metilcitosina
(Gaudet et al., 2003). A maioria da metilagdo do DNA ocorre em regides chamadas
ilhas citosina-fosfato-guanina (CpG), que corresponde a regides genémicas com
muitos dinucleotideos CpG; Cerca de 55% dessas ilhas estdo nas regides

promotoras de aproximadamente 40% de genes de mamiferos. A hipermetilagcado de
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regides promotoras ricas em dinucleotideos tem um papel significativo na perda de
expressao génica (Gao et al., 2014).

O segundo mecanismo epigenético bem estudado e mais complexo que
regula a estrutura da cromatina e a acessibilidade e atividades transcricionais dentro
de uma célula envolve modificagdes nas proteinas das histonas. As caudas amino-
terminais das histonas estdo sujeitas a pelo menos oito tipos de modificagdes,
incluindo acetilagao e metilagdo (Kouzarides, 2007).

As histonas 3 e 4 sdo comumente estudadas, e a acetilagcédo é a principal
modificagdo epigenética considerada; ocorre na lisina e arginina e neutraliza a carga
positiva de residuos basicos. A enzima histona acetilase adiciona grupo acetila (-
COCHz5;) aos residuos de histona e acredita-se que as histonas acetiladas tém uma
afinidade reduzida com o DNA, estando relacionadas ao silenciamento de genes
deixando a cromatina em um estado relaxado e transcricionalmente ativo. Em
contraste, a desacetilagdo de residuos de lisina da histona, catalisada por varias
classes diferentes de histona desacetilases, esta associada ao silenciamento de
genes (Ropero e Esteller, 2007).

Recentemente, estudos extensivos indicaram a existéncia e a importancia de
outro mecanismo de regulacado epigenética da funcao genética mediada por acido
ribonucleico (RNA, ribonucleic acid) ndo codificante, ou seja, que nao é traduzido em
proteina. Atualmente, os micro-RNAs (miRNA) sdo reconhecidos como principais
reguladores de genes que codificam proteinas no genoma humano. Eles sao
pequenos RNAs nao codificantes que funcionam principalmente como reguladores
de genes negativos no nivel pos-transcrigdo. Os miRNAs podem induzir a clivagem
do RNA mensageiro (RNAm) se a complementacao for perfeita ou a repressédo de
tradugao se a complementacéao for imperfeita (Chango e Pogribny, 2015).

De uma forma geral, todos os componentes do epigenoma celular (isto é,
metilagcdo do DNA, modificagdes das histonas e miRNAs) estdo conectados de forma
forte e interdependente (Figura 2). Por exemplo, a metilagdo do DNA depende do
padrao de modificacbes das histonas e do funcionamento das proteinas
modificadoras das histonas. Do mesmo modo, o estado das modificagcdes das
histonas depende da metilacdo do DNA. Da mesma forma, a expressao de muitos
miRNAs é regulada epigeneticamente pela metilagdo do DNA ou modificagdes nas
histonas (Denis et al., 2011). Por outro lado, varios miRNAs direcionam diretamente

DNMTs e outros genes que modificam a cromatina.
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Figura 2 — Principais alteragdes epigenéticas na programacao fetal
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Legenda: A metilacdo do DNA em regibes promotoras especificas, na maioria das vezes, impede a
transcricdo génica, inativando o gene em questdo. Quanto as modificagbes em histonas, a
hipermetilacdo favorece a condensagao da cromatina, dificultando o acesso de proteinas
reguladoras que promovem a transcricdo. Enquanto histonas n&do metiladas, geralmente,
garantem a cromatina descondensada, favorecendo a transcricdo génica. A acetilacdo de
histonas abre a cromatina, permitindo acoplagdo do maquinario transcricional.

Fonte: Adaptado de Ornellas e al., 2017.

1.1.4. Programacio da funcio hepatica

O figado desempenha papel central no controle da homeostase glicémica e
esta sujeito a uma regulagdo complexa por substratos, insulina e outros horménios
(Musso et al., 2009). A dieta hiperlipidica materna durante periodos criticos do
desenvolvimento resulta no surgimento de alteragdes morfologicas e estruturais no
figado, o que pode culminar em prejuizo da sua funcdo em longo prazo. A
administracdo neonatal de dieta hiperlipidica promove aumento no tamanho do
figado e acumulo de goticulas de gordura, configurando uma condigdo patolégica
conhecida como esteatose hepatica (Gregorio et al., 2010; Oben et al., 2010;
Alfaradhi et al., 2014).

A esteatose hepatica ou DHGNA é um termo clinico dado a mudancgas
estruturais, que podem evoluir para esteatohepatite ndo alcodlica, progredindo para
fibrose, carcinoma hepatocelular e faléncia hepatica (Charlton, 2004; Torres e

Harrison, 2015). A incidéncia de DHGNA pediatrica aumentou dramaticamente nos
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ultimos 30 anos, paralelamente ao seu aumento em adultos (Schwimmer et al.,
2006; Barshop et al., 2009). Logo, evidéncias crescentes indicaram que a
fisiopatologia pode estar associada a uma programacao de disfungao hepatica fetal.

Imediatamente apds o nascimento, a pressao de oxigénio do sangue arterial
aumenta de 25 para 100 mmHg e a temperatura ambiental diminui repentinamente
do utero para a as condi¢gdes atmosféricas externas (Sato et al., 2004). Além disso,
os nutrientes no colostro ainda s&o insuficientes para manter o desenvolvimento
neonatal e a maturagdo. Desta forma, o recém-nascido deve estar pronto para
superar o estresse causado pela elevagcdo da pressdo de oxigénio, queda da
temperatura, desidratagdo e fome (Sato et al., 2004). Para isto, mudancas
significativas no metabolismo fetal ocorrem sistematicamente para permitir a
adaptacgao e sobrevivéncia no ambiente extrauterino.

Todos os 6rgéos sado remodelados por suas células constituintes para se
adaptarem a grandes mudangas em seu ambiente durante o periodo perinatal. O
figado € um centro de hematopoese durante o periodo fetal, mas torna-se um centro
metabdlico para desintoxicagdo e manutencdo da homeostase apds o nascimento.
Assim, durante a gestacdo, o desenvolvimento do figado fetal esta constantemente
em grandes mudangas na determinacdo e populagcdo de células, bem como
mudancas mais refinadas nos fenoétipos metabdlicos celulares (Sato et al., 2004).

O acumulo de lipidios é fundamental para o desenvolvimento normal do feto;
no entanto, o excesso de lipidios pode ser citotdxico e induzir disfungao metabdlica.
Durante o inicio da gestagédo, o fluxo lipidico placentario € minimo e aumenta
exponencialmente com posterior aumento da lipdlise materna e transporte lipidico
placentario, coincidindo com o desenvolvimento do tecido adiposo fetal (Bernstein et
al., 1997). Portanto, se o0 excesso de exposigao lipidica fetal ocorrer no inicio ou no
meio da gestagao, ira utilizar o figado e outros 6rgdos em desenvolvimento como
sitios ectdpicos de deposicao lipidica na auséncia de tecido adiposo.

A sobrecarga de lipidios durante a gravidez cria um gradiente de
concentracdo que dirige a um aumento do transporte de lipidios placentarios. No
entanto, o excesso de influxo de lipidios no figado fetal, particularmente antes do
desenvolvimento do tecido adiposo fetal, pode resultar em acumulos, o que poderia
promover disfungao metabdlica, estresse celular e inflamagdo em um 6rgao ainda

nao competente no manejo de uma sobrecarga desse substrato (Sato et al., 2004).
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O figado adulto é um regulador principal da homeostase lipidica e, como tal,
realiza multiplos processos metabdlicos, incluindo lipogénese de novo e
processamento de acidos graxos para a sintese de ATP através de B-oxidacdo. A
lipogénese de novo é limitada no feto, assim como a oxidagao lipidica, fazendo com
que a glicose seja o principal combustivel metabdlico (Haggarty, 2010). Assim, a
exposi¢ao ao excesso de lipidios maternos e a esteatose hepatica resultante podem
promover disfungdo mitocondrial hepatica fetal, dano oxidativo e inflamacéo, levando
a uma maior suscetibilidade aos insultos poés-natal necessarios para
desenvolvimento e progressdo da DHGNA.

Como resultado da disfungdo mitocondrial, o excesso de lipidios no figado
pode promover a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs), levando a
peroxidacao lipidica e inflamacgéo (Perez-Carreras et al., 2003; Serviddio et al.,
2008).

A inflamagéo é outro componente importante na fisiopatologia da DHGNA. A
obesidade, e particularmente, a obesidade materna, aumenta os marcadores de
inflamacéo sistémica (Grant et al., 2011). Numerosos modelos animais de obesidade
materna demonstraram alteragdes inflamatérias no figado de descendentes adultos,
correspondendo a progressédo da DHGNA, incluindo niveis aumentados de TNFa e
IL-1B8 (Ashino et al., 2012), proteinas de sinalizacdo de insulina hepatica alteradas e
aumento da fibrogénese hepatica. No entanto, dado que todas essas mudancas
ocorreram com o desenvolvimento concomitante da obesidade descendente, fica
dificil distinguir apenas o impacto relativo das alteracdes pro-inflamatérias no dtero.

Embora a obesidade seja o fator de risco mais comum para DHGNA, estilo de
vida sedentario, aumento da circunferéncia da cintura, alto consumo de frutose,
diminuicdo da ingestdo de acidos graxos poli-insaturados, resisténcia a insulina e
sindrome metabdlica também estdo associados ao aumento do risco e/ou gravidade
da doencga (Mager et al., 2010). Além disso, os polimorfismos genéticos associados
ao metabolismo lipidico, citocinas inflamatdrias, mediadores fibréticos e estresse
oxidativo também parecem desempenhar um papel tanto na susceptibilidade quanto

na severidade da doencga (Day, 2010).
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1.2. Frutose

Ao longo do século passado, ocorreram mudangas importantes na
composi¢ao alimentar das dietas ocidentais, em termos de acidos graxos essenciais
e consumo de agucar, e em particular frutose.

A frutose € um monossacarideo naturalmente presente nas frutas e no mel.
No entanto, a principal fonte de frutose em todo o mundo é a sacarose, ou agucar de
mesa (Tappy et al., 2010). A sacarose é um dissacarideo que consiste em 50% de
frutose e 50% de glicose. Apos a ingestédo, a sacarose € degradada no intestino,
liberando frutose e glicose que sdo entdo absorvidas. Além da sacarose, a outra
fonte principal de frutose é o xarope de milho, que foi introduzido no inicio da década
de 70 como adocgante.

Estudos na década de 50 observaram que dietas ricas em sacarose podem
induzir rapidamente caracteristicas da sindrome metabdlica, incluindo hiperglicemia,
resisténcia a insulina, dislipidemia, HAS e hiperuricemia. Adicionalmente, estudos
posteriores documentaram que estas alteragdes metabdlicas foram devido ao
grande consumo de frutose (Tappy et al., 2010).

Apos ser consumida, a frutose é absorvida no intestino delgado e
transportada para os enterdcitos através de seus receptores de transporte de glicose
(GLUT, glucose transporter) 5, localizados no polo apical da célula. GLUT5 é um
transportador especifico que ndo é dependente da insulina. Uma vez dentro do
enterdcito, a frutose se dirige para a circulagdo porta através de seus receptores
GLUT2 na superficie basolateral do enterdcito (Douard e Ferraris, 2008), sendo,
entado, conduzida ao figado onde rapidamente sera fosforilada nas posi¢des carbono
1 (mediada por frutoquinase), formando frutose-1-fosfato (F1F), ou carbono 6
(mediada por uma hexocinase), formando frutose-6-fosfato (F6F).

A fosforilagao da frutose em F1F é capaz de ativar SREBP-1c via co-ativador
do ativador de proliferagdo peroxissomal gama (PGC, peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator) -13. E, através da conversao em F6F, ha a
ativacdo de ChREBP via proteina fosfatase 2A (PF2A). Como SREBP-1c e ChREBP
sao fatores de transcrigdo que ativam enzimas lipogénicas, como a ATP citrato liase
(ACL), acetil-CoA carboxilase (Gaccioli et al., 2013), acido graxo sintase (FAS, fatty

acid synthase) e estearoil coenzima-A desaturase, a frutose é capaz de ativar a
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lipogénese de novo. Consequentemente, a concentracdo de malonil-CoA é
aumentada no interior do hepatécito, inibindo CPT1 e posteriormente a B-oxidagao
(Denechaud et al., 2008; Koo et al., 2009).

A maioria da frutose é fosforilada no carbono 1 e acumula-se rapidamente no
figado, onde é hidrolisada em 2 trioses: dihidroxiacetona e gliceraldeido-fosfato.
Essas 2 trioses podem seguir 3 caminhos diferentes: 1) participar na via glicolitica
produzindo piruvato, que é convertido em acido latico em condi¢gbes anaerodbicas ou
entrar no ciclo do acido citrico como acetil CoA em condi¢cdes aerodbicas, liberando
energia; 2) o fosfato de dihidroxiacetona pode ser reduzido a glicerol-3-fosfato, o que
€ necessario para a sintese de lipidios incluindo triglicérides (TG) e fosfolipidos; e 3)
dihidroxiacetona fosfato pode ser condensado para formar fructose-1,6-difosfato,
formando glicose ou glicogénio. Consequentemente, produz-se piruvato, lipidio e
glicogénio (Tappy et al., 2010).

Para a fosforilagdo de frutose em F1F, ha a entrada de um fosfato proveniente
de ATP, que passa entdo a ser adenosina difosfato (ADP, adenosine diphosphate).
A frutoquinase nao € inibida por ADP ou por concentragdes de citrato e, portanto,
nao é regulada pelo estado energético celular. Neste ponto, a frutose difere da
glicose, ja que tanto o ADP quanto as concentragcdes de citrato exercem um
feedback negativo sobre as enzimas dos passos iniciais da glicolise (Lim et al.,
2010).

Por ser extremamente instavel, ADP é rapidamente convertido em adenosina
monofosfato (AMP, adenosine monohosphate). A rapida conversao de frutose em
FAF ira gerar um desequilibrio, aumentando a razdo AMP/ATP. O destino deste
AMP ¢é definido por duas enzimas: a proteina quinase ativada por AMP (AMPK,
AMP-activated protein kinase) e a xantina desidrogenase. Quando a xantina
desidrogenase € mais ativa que a AMPK, o AMP é convertido em acido urico (Figura
3), gerando hiperuricemia (Abdelmalek et al., 2010).

Apesar da sua designagao precoce como antioxidante (Nieto et al., 2000), o
acido urico agora € conhecido por ter propriedades pré-oxidativas (Sautin et al.,
2007). Estas incluem liberagédo de substancias inflamatérias (Rao et al, 1991),
indugédo de quimiotaxia de mondcitos (Zare et al., 2006), inibicdo de proliferagédo e
migragao de células endoteliais (Kang et al., 2005), estresse oxidativo em adipdcitos
através da ativacao de fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NADPH,

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) oxidase e uma redugdo na
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concentracdo de 6xido nitrico. Além disso, altas concentragdes de acido urico sao
observadas em uma ampla variedade de doencas metabdlicas, o que suporta a
hipétese de que a hiperuricemia € um fator causal na progressao de sindrome
metabdlica (Choi e Ford, 2007).

Por provocar diminuicdo na concentragao de 6xido nitrico, 0 aumento de
acido urico provoca vasoconstricdo e subsequente aumento da presséao arterial. De
fato, estudos em modelos experimentais (Farah et al., 2006; Sanchez-Lozada et al.,
2006; Dianat et al., 2015) e em humanos (Nguyen et al., 2009; Kell et al., 2014).
demonstraram associacdo entre dietas ricas em frutose e hipertensao arterial
sistémica (HAS).

Os mecanismos pelos quais a frutose causa HAS sado considerados
multifatoriais e muitos nao séo totalmente conhecidos. No entanto, sabe-se que a
eliminacdo ndo enzimatica de intermediarios da glicdlise, na qual a frutose participa,
gera aumento da producao de metilglioxal (Liu et al., 2011). Este composto € um
aldeido altamente toxico capaz de gerar espécies reativas de oxigénio e reagir com
os grupos sulfidricos das proteinas, alterando suas fung¢des. Além disso, também
pode alterar a funcdo de canais de calcio, levando a um aumento do calcio
intracelular que gera resisténcia vascular em células musculares lisas (Vasdev et al.,
2004).

Além do aumento da producédo de acido urico e formacado de metilglioxal,
outros fatores que relacionam consumo de frutose com HAS foram propostos como
a atenuacao do barorreflexo e aumento da atividade do sistema nervoso simpatico,
elevacdo das catecolaminas circulantes, aumento da atividade do sistema renina-
angiotensina, aumento da reabsorgéo de sodio e disfungdo endotelial (Dornas et al.,
2015).
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Figura 3 — Absorcgao de frutose e formacao de acido urico. A frutose é absorvida no
enterdcito pelo seu receptor GLUTS, localizado no polo apical da célula

Ma+ -

Frutose ——

Legenda: Em seguida se drige para a circulagdo porta através de seus receptores GLUT2 na
superficie basolateral do enterdcito. Ao entrar no hepatécito pelos seus receptores GLUT2,
a frutose é rapidamente fosforilada a frutose-1-fosfato (F1F) por agdo da frutoquinase. A
grande atividade da frutoquinase frente ao excesso de frutose absorvido leva a um aumento
na relaggo AMP/ATP. O AMP ira ser preferencialmente metabolizado pela xantina
desidrogenase, formando acido urico.

Fonte: A autora, 2018.
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2. OBJETIVOS

2.1. Gerais

Investigar se a dieta materna e/ou paterna rica em frutose administrada desde
o periodo de pré-acasalamento afeta diferentemente o metabolismo e a estrutura

hepatica de proles de camundongos machos em idade adulta.

2.2. Especificos

a) Acompanhar a evolugdo da massa corporal, ingestdo alimentar e
ingestao hidrica dos progenitores (pais e maes);

b) Acompanhar a evolugdo da massa corporal, ingestdo alimentar,
ingest&o hidrica das proles machos durante os trés meses de idade.

c) Verificar a pressao arterial dos progenitores e das proles machos aos
trés meses de idade (pré-acasalamento e antes do sacrificio, respectivamente)

d) Verificar o comportamento glicémico e o perfil lipidico dos progenitores
e proles;

e) Estudar a estrutura hepatica, assim como a expressdo genica e
proteica dos componentes da lipogénese, beta-oxidagao e inflamagao no figado

das proles de machos aos trés meses de idade.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais e dieta

Todos os cuidados e procedimentos experimentais realizados seguiram as
diretrizes atuais estabelecidas no guia convencional para a experimentagado com
animais (Publicacdo NIH N°. 85-23, revisado em 1996). O protocolo experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(numero de protocolo CEUA 021/2016, Anexo 1).

Camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6 foram alocados no biotério
do Laboratério de Morfometria, Metabolismo e doenga Cardiovascular (LMMC) em
gaiolas ventiladas sob condigbes controladas de temperatura (21£2°C) e umidade
(60£10%) no sistema NexGen (Allentown Inc., PA, EUA), com livre acesso a comida
e a agua. O ambiente foi submetido a ciclos de 12/12h claro-escuro e de renovagéao
de ar (15 min/h).

Camundongos machos e fémeas com quatro semanas de idade foram
aleatoriamente divididos em dois grupos (n=20 em cada grupo) e alimentados ad
libitum com uma dieta controle (C) ou com uma dieta rica em frutose (HFR).

Os animais receberam dieta propria para roedores para a fase de
crescimento, gestacdo e lactagdo (AIN-93G); sendo as dietas C e HFR
isoenergéticas - normoglicidica (64% kcal carboidrato/Kg dieta), normoproteica (19%
kcal proteina/Kg dieta) e normolipidica (17% kcal lipidios/Kg dieta). Ressalta-se que
para confecgao da dieta HFR, uma parte do amido foi substituido por frutose (45%
kcal frutose/Kg dieta). O aporte de vitaminas e minerais foi idéntico nas duas dietas,
seguindo as normas preconizadas para roedores do American Institute of Nutrition
(Reeves et al., 1993). As dietas experimentais foram confeccionadas pela empresa
PragSolugdes (Jau, SP, Brasil), sendo a composi¢ao nutricional detalhada na Tabela
1.
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Tabela 1 - Composigcao das dietas experimentais

Nutrientes (g/kg) C HFR
Caseina 190,00 190,00
Amido de milho 399,00 48,00
Amido de milho dextrinizado 133,00 40,00
Sacarose 100,00 100,00
Frutose - 444,00
Oleo de soja 70,00 70,00
Fibra (celulose microcrista) 50,00 50,00
Mistura de vitaminas™ 10,00 10,00
Mistura de minerais** 35,00 35,00
L-Cistina 3,00 3,00
Cloreto de colina 2,50 2,50
Antioxidante 0,01 0,01
Total (g) 1.000 1.000
Energia (kcal/kg) 3.950 3.950
Carboidratos (% Energia) 64 64
Frutose (% Energia) - 45
Proteinas (% Energia) 19 19
Lipidios (% Energia) 17 17

Legenda: Mistura de vitaminas* e de minerais** segundo a recomendacao da AIN-93G (Reeves et al.,
1993). Abreviagdes: C: dieta controle, HFR: dieta frutose.

Os pais foram removidos das gaiolas logo apdés o aparecimento do plug
vaginal, considerado o primeiro dia de gestacdo. Ao nascer, os filhotes foram
identificados por sexo de acordo com a distancia anogenital (Wolterink-Donselaar et
al., 2009). A seguir, os filhotes foram pesados separadamente. No dia 0, o tamanho
da ninhada foi ajustado para seis filhotes por lactante (trés fémeas e trés machos,
quando possivel), a fim de garantir nutricdo adequada e igualada para todas as
ninhadas (Langley-Evans, 2009).

Os pais e as maes foram sacrificados apdés o desmame das proles. Aos 21

dias, um filhote macho de cada ninhada foi aleatoriamente separado para compor os
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grupos experimentais, mantidos separados e alimentados com dieta C (AIN-93G) até
a idade de 12 semanas (trés meses) quando foram sacrificados.

Consequentemente, quatro grupos de proles foram formados, identificados de
acordo com a dieta materna (primeira sigla) e dieta paterna (segunda sigla): C/C (de
mae C e pai C), C/HFR, (de mae C e pai HFR), HFR/C, (de m&e HFR e pai C) e
HFR/HFR (de méae HFR e pai HFR). A Figura 4 ilustra o desenho experimental e os
diferentes grupos formados.

Figura 4 — Desenho esquematico dos grupos experimentais

Legenda: Os circulos representam o sexo feminino, e os quadrados representam o sexo
masculino. Abreviaturas: HFR: dieta rica em frutose, C: dieta controle, M: mae, P: pai.
Mae C cruzou com pai C e nasceram os filhotes C/C machos; mae C cruzou com pai
HFR e nasceram os filhotes C/HFR machos; mae HFR cruzou com pai C e nasceram
os filhotes HFR/C machos; mae HFR cruzou com pai HFR e nasceram os filhotes
HFR/HFR machos.

3.2. Massa corporal, ingestao alimentar e ingestao hidrica

A massa corporal dos progenitores e filhotes foi mensurada semanalmente
por meio de balanga digital (modelo BL3200A) de precisao 0,01g. As ingestdes
alimentar e hidrica foram monitoradas diariamente (sempre no mesmo horario, as
12h), mediante subtragdo entre a quantidade total ofertada e a quantidade
remanescente. As dietas experimentais eram renovadas diariamente descartando a

ragao nao ingerida.
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3.3. Pressao arterial

A pressao arterial (PA) sistélica foi aferida no periodo de pré-acasalamento
(nos pais) e antes do sacrificio (nas proles), sempre aos trés meses de idade. Os
animais foram submetidos por duas semanas as condi¢cbes para a afericdo da PA
como forma de treinamento a fim de minimizar o estresse dos animais. A PA foi
aferida por pletismografia da artéria caudal (Letica LE 5100, Panlab, Barcelona,

Espanha). Os animais foram mantidos conscientes durante todo o procedimento.

3.4. Glicemia de jejum e Teste oral de tolerancia a glicose

O TOTG foi realizado dois dias anteriores ao acasalamento nos progenitores,
e nos filhotes, ao completarem trés meses de idade. Para tal, apds o jejum de 6
horas (1a.m.-7a.m.), foi administrada, por gavagem orogastrica, uma solugao
contendo glicose (25% em solugdo salina estéril, NaCl a 0,9%) na dosagem de
1g/kg. Posteriormente, o sangue da veia caudal foi coletado apos os tempos 0, 15,
30, 60 e 120 minutos apds a administracao da glicose, sendo a determinagao dos
niveis de glicose sanguinea (em mgl/dL) obtida com o glicobmetro (Accu-Chek,
Roche, Alemanha).

Os valores de glicose no tempo zero foram considerados como valores de
glicemia de jejum e para a avaliacdo da intolerancia a glicose foi considerada a area
sob a curva (Paschos e Paletas), mensurada a partir da utilizacdo do software

Prisma (versao 7.03 para Windows, software GraphPad, San Diego, CA, USA).

3.5. Eutanasia

Como mencionado, pais e maes foram sacrificados apds o desmame da

prole, enquanto as proles foram sacrificadas aos trés meses de idade. Para tal, os

animais foram submetidos a jejum durante seis horas. No momento da eutanasia os
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animais receberam heparina (200mg/kg) e foram anestesiados com injecao
intraperitoneal de pentobarbital sédico (150mg/kg).

Em seguida o térax foi aberto expondo o coragdo e amostras de sangue
foram obtidas rapidamente por pungao cardiaca (atrio direito). O sangue foi coletado
e o plasma foi separado por centrifugagéo (120g, 15 min a temperatura ambiente). O
plasma foi estocado a temperatura de -80°C até a realizagado da analise bioquimica.

Em seguida o figado foi dissecado, seu volume foi determinado pelo método
de Scherle (Scherle, 1970) e foram obtidos fragmentos de todos os seus lobos.
Esses fragmentos foram congelados a -80°C para analises futuras. Adicionalmente,
os depdsitos de gordura genital, inguinal e perirrenal de proles foram removidos e
pesados em balangca (modelo AY220) de precisdao 0,0001g. A gordura intra-
abdominal presente na porgao inferior do abdémen, conectada aos epididimos foi
considerada gordura genital epididimaria. O tecido adiposo subcutaneo entre a parte
inferior da caixa toracica e a coxa foi considerado como gordura inguinal, enquanto a
gordura conectada a parede abdominal posterior na vizinhanga dos rins e a porgao
abdominal dos ureteres foi tida como perirrenal. O somatério da gordura genital com

a gordura perirrenal deu origem a gordura visceral.

3.6. Analises bioquimicas do figado

50mg de tecido hepatico congelado foi colocado em um processador ultra-
sbénico (com 1 mL de isopropanol). O homogenato foi centrifugado a 2000g e 5ul do
sobrenadante foram coletados para medicdo de TG hepaticos pelo método
enzimatico colorimétrico utilizando espectrofotbmetro automatico (Bioclin System II,
Quibasa Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil) e o seu respectivo kit para analise
(Quibasa Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil).
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3.7. Anadlises plasmaticas

As concentragbes plasmaticas de colesterol total (CT) e TG foram analisados
nos progenitores. O acido urico, CT e TG foram medidos nas proles de trés meses
de idade. As analises foram quantificadas por método enzimatico colorimétrico
usando um espectrofotdmetro automatico e kits comerciais conforme as instrugdes
preconizadas (Bioclin System Il, Quibasa Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil).

As concentragbes plasmaticas de insulina, leptina e adiponectina dos
progenitores e das proles foram mensuradas em duplicata, utilizando kits de teste

imuno-enzimaticos da Merck KGaA e suas afiliadas (Darmstadt, Alemanha):

a) Insulina #EZRMI-13K Kit ELISA (% precisdo - Inter-ensaio: 6.0-17.9,

Intra-ensaio: 0.9-8.4);

b) Leptina #EZML-82K Kit ELISA (% precisao - Inter-ensaio: 3.0-4.6, Intra-

ensaio: 1.1-1.8);

c) Adiponectina #MADP-60K | Kit ELISA (% preciséo - Inter-ensaio: 1,4-
10,8, Intra-ensaio: 3,8-8,2).

3.8 Western blot (WB)

A proteina total do figado foi extraida com auxilio de tampao de lise e
inibidores de protease. Posteriormente, o homogenado obtido foi centrifugado duas
vezes durante 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi recolhido. A concentracéo de
proteina foi determinada usando ensaio de proteina BCA kit (Thermo Scientific,
Rockford, IL, EUA). Apdés a desnaturacdo, as proteinas foram separadas por
eletroforese em um gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA). As
membranas foram bloqueadas com 5% de albumina de soro bovino (BSA), ambos
diluidos em tampao salino com Tris (TBS-T, 20 mmol/L Tris/HCI, pH 7,4 e 500
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mmol/L de NaCl) a temperatura ambiente por 2 horas para evitar a ligagdo nao
especifica.

Sequencialmente, a membrana foi incubada durante aproximadamente 12
horas a 4°C com os seguintes anticorpos primarios: beta-actina (B-actina) (43 kDa;
Santa Cruz Biotechnology, sc-130300); Proteina ligante a elemento responsivo ao
carboidrato_(ChREBP) (62 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-33764); Interleucina-1
beta (IL-1B) (17 kDa; Santa Cruz, sc-52012); Interleucina-6 (IL-6) (26 kDa; Abcam,
AB-7737); c-Jun N-terminal kinase total (JNKt) (54 kDa; Santa Cruz Biotechnology,
sc-7345); c-Jun N-terminal kinase fosforilada (JNKp) (49 kDa; Santa Cruz
Biotechnology, sc-12882); Fator nuclear Kappa B (NFkB) (65 kDa; Santa Cruz
Biotechnology, sc-109); Receptor ativador de proliferagdo peroxissomal alfa (PPAR-
a) (55k Da; Biotecnologia Santa Cruz, sc-9000); Receptor ativador de proliferacéo
peroxissomal gama (PPAR-y) (67 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-773); Proteina
supressora de sinalizagdo de citocina 3 (SOCS3) (30 kDa; Santa Cruz
Biotechnology, sc-7009); Proteina ligante de elemento regulador de esterol-1c
(SREBP-1c) (68 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-367); Fator de Necrose Tumoral
alfa (TNF-a) (26 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-1350).

Apo6s incubagdo com o anticorpo primario, a membrana foi incubada com o
anticorpo secundario especifico durante 1 hora a temperatura ambiente. A
expressao das proteinas foi detectada por meio de um sistema de deteccao de
quimiluminescéncia com ECL e as imagens das bandas foram obtidas com o
sistema ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A intensidade das bandas
quimioluminescentes foi quantificada utilizando o software Imaged, versao 1.47 (NIH,
imagej.nih.gov/ij, EUA). O complexo de ligacdo do anticorpo foi desfeito e a
membrana foi remarcada com beta-actina (45 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-

81178) como proteina constitutiva para normalizar os dados obtidos.

3.9. Isolamento de RNA e PCR em temo real

A expressdao do RNAm no figado foi medida por reacdo em cadeia da
polimerase com transcriptase reversa em tempo real (RT-qPCR).
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O RNA total do figado foi extraido com reagente TRIzol (Invitrogen, CA, EUA).
Posteriormente, foram adicionados 200uL de cloroférmio, seguido de centrifugagao
(11.200 rpm, durante 10 minutos a 4°C) e a porgao correspondente ao extrato de
RNA foi reservada. A essa porcao foram adicionados 500uL de isopropanol que
reagiu por 10 minutos para que o RNA precipitasse e logo apos foi centrifugado
(11.200 rpm, durante 10 minutos a 4°C). O isopropanol foi retirado, o pellet formado
foi ressuspendido com 500uL de etanol 75% e, logo apés centrifugado (11.200 rpm,
durante 5 minutos a 4°C). O etanol foi retirado e o pellet ressuspendido em 20uL de
agua deionizada (MilliQ). As amostras foram submetidas ao banho seco (50°C por 5
min) e quantificadas no sistema Nanovue (GE Life Sciences). O produto final, ja
quantificado, foi diluido na proporcao 1:100 em agua MilliQ.

Posteriormente, para transcricdio do RNA em DNA complementar (DNAc),
1,0ug de RNA foi tratado com DNAse | (Invitrogen, CA, EUA), e a primeira cadeia de
DNAC foi sintetizada utilizando os iniciadores oligo (Amendt et al., 1976) para RNAm
e o kit SuperScript Il (Invitrogen, CA, EUA). O RT-gPCR foi realizado utilizando
termociclador BioRad CFX96 e mix SYBRGreen (Invitrogen, CA, EUA).

As reagdes de amplificacdo seguiram as seguintes condi¢cdes: pré-
desnaturacao e ativagdo da polimerase (95°C durante 4 minutos), depois 44 ciclos,
cada um a 95°C durante 10 segundos e 60°C durante 15 segundos. A especificidade
da amplificagao foi determinada por meio de curvas de fusao (60 a 95°C, com uma
taxa de aquecimento de 0,1°C/s). A expressao génica da beta-actina foi realizada
em todas as amostras, sendo entdo utilizada como controle enddégeno para
normalizacdo do RNAm. Os sinais foram quantificados utilizando o método AACt
para estimar a diferenga entre 0 niumero de ciclos dos genes-alvo e do controle
enddgeno. Os primers para RT-qPCR (gene, 5-3 ', primer) sdo detalhados na Tabela
2.
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Tabela 2 - Primers utilizados no RT-gPCR e suas respectivas seguéncias

Gene Sequéncia forward 5'—3' Sequéncia reverse 5'—3'

B-actina GACCTTCAACACCCCAGCCA CGTAGTGGGCACAGTGTGGGTG

ChREBP CACTCAGGGAATACACGCCTAC  ATCTTGGTCTTAGGGTCTTCAGG

CPT1 GCAGAGCACGGCAAAATGA GGCTTTCGACCCGAGAAGAC
FAS TCGAGGAAGGCACTACACCT CACCCACTGGAAGCTGGTAT
IL-1B ACGGATTCCATGGTGAAGTC CTCACAAGCAGAGCACAAGC
IL-6 AGTTGCCTTCTTGGGAGTGA ACAGGTCTGTTGGGAGTGGT
PPAR-y ACGATCTGCCTGAGGTCTGT CATCGAGGACATCCAAGACA
SREBP-1c AGCAGCCCCTAGAACAAACA TCTGCCTTGATGAAGTGTGG

Abreviagdes: B-actina: beta-actina, ChREBP: proteina ligante a elemento responsivo ao carboidrato,
CPT1: carnitina palmitoil transferase 1, FAS: acido graxo sintetase, IL-1(3: interleucina 1
beta, IL-6: interleucina 6, PPAR-y: receptor ativador da proliferagdo peroxissomal gama,
SREBP-1c: proteina de ligagdo ao elemento de regulagéo de esterol -1c.

3.10. Analise estatistica

Os dados foram testados para a curva de distribuicdo normal (teste de
D'Agostino-Pearson) e homogeneidade de variancia (teste de Browne-Forsythe),
sendo expressos como média e desvio padrao. As diferengas entre os grupos foram
analisadas por andlise de variancia de um fator (Younossi et al., 2011) seguida do
pos-teste de Holm-Sidak (GraphPad Prism v.7.03 para Windows, GraphPad
Software, La Jolla, CA, EUA). Em todos os casos, P < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS

4.1. Dados dos progenitores

4.1.1. Massa corporal, ingestio alimentar e ingestao hidrica

Os progenitores toleraram bem a dieta oferecida. Ndo houve diferencga
significativa na massa corporal inicial dos progenitores C e HFR, sendo este achado
mantido durante todo o periodo de pré-acasalamento. A ingestao alimentar durante
todo o periodo do experimento ndo foi diferente entre os grupos; logo, ndo houve
diferenca em relagdo ao consumo de energia. No entanto, no que diz respeito a
ingestao hidrica, pais e maes HFR apresentaram maior consumo de agua quando
comparados ao grupo C (pai +106%, méae +86%, P < 0,0001, Tabela 3).

4.1.2. Pressao arterial

No periodo de pré-acasalamento, ou seja, apds oito semanas de dieta
experimental, os pais e as maes HFR apresentaram incremento da PA (pai +27%,

mae +35%, P <0,0001, Tabela 3) em comparagao com os progenitores C.

4 .1.3. Glicemia de jejum e Teste oral de tolerancia a glicose

Resultados da glicemia de jejum e do TOTG nao mostraram diferengas entre

os progenitores C e HFR (Tabela 3).
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4.1.4. Massa hepatica e analises bioguimicas do figado

Os progenitores HFR apresentaram um incremento na massa hepatica (pai
+15%, mae +18%, P = 0,0290) quando comparado com o figado de progenitores do
grupo C. Além disso, as analises de TG hepatico demonstraram um conteudo
significativamente aumentado em pais e maes HF (pai +89%, mae +41%, P <

0,0001) em comparagao com seus controles. Resultados apresentados na tabela 3.

4.1.5. Analises plasmaticas

Dados da analise de insulina plasmatica mostraram n&o haver diferencas
significativas entre os grupos de progenitores C e HFR. No entanto, pais e maes
HFR, em comparagdo com C, apresentaram hipercolesterolemia (pai +25%, méae
+24%, P = 0,0158) e hipertrigliceridemia (pai +45%, méae +39%, P < 0,001).

A leptina plasmatica mostrou-se aumentada e a adiponectina plasmatica
diminuida em progenitores do grupo HFR em comparagcdo com os grupos C
(Leptina: pai +68%, mae +55%, P < 0,0001; Adiponectina: pai -6%, P = 0,018, mae -
21%, P <0,0001) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Dados biométricos e bioquimicos dos progenitores

Dados Pai Mae
Cc HFR C HFR

Massa corporal (g) 23,5+2,7 24,4415 19,2+1,3 18,6+1,1
Ingestao alimentar (g/dia/animal) 2,6+0,5 2,6+0,3 2,3x0,4 2,4+0,3
Ingestao hidrica (mL/dia/animal) 2,1+0,6 4,4+09 1 2,3+0,8 43109 ¢
Presséo arterial (mmHg) 153,8+7,1 196,04+5,4 T 145,2+17,7 196,616,5
Glicemia de jejum (mmol/L) 9,5+0,5 6,9+0,8 6,2+3,3 6,5+1,8
TOTG (mmol/L/min"") 25,8424 23,7+0,7 16,4+0,8 16,7121
Massa hepatica (g) 1,0+0,1 1,2£0,1 T 0,9+0,1 1,2¢0,1 £
TG hepatico (mg/dL) 78,5+2,6 148,648,5 83,8+1,7 118,015,0
TG plasmatico (mg/dL) 49,8+17,9 72,3:13,4 t 46,9+12,3 65,0£16,4
Colesterol total (mg/dL) 78,2115,2 98,016,4 67,7+4,4 83,9140
Insulina (pg/mL) 655,3+64,6 621,3+51,1 461,5+73,7 530,0+56,2
Leptina (pg/mL) 1217,0+6,2 2050,0+3,7 t 1666,0+3,7 2581,0£3,5 ¢
Adiponectina (10¢ pg/mL) 97,110,4 91,045,3 100,040,5 79,1+3,7

Os dados sao expressos como média e desvio padrao e analisados por ANOVA de um fator e pos-teste de Holm-Sidak. P < 0,05 quando: 1 comparado com
pai C e ¥ comparado com mae C. Abreviagdes: HFR: dieta rica em frutose, C: dieta controle, TOTG: teste oral de tolerancia a glicose, TG: triglicérides.
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4.2 Proles

4.2.1. Massa corporal, ingestio alimentar e ingestdo hidrica

Ao longo do experimento, os diferentes grupos de proles ndo apresentaram
diferenga significativa nos parametros de massa corporal, ingestdao alimentar e

ingest&o hidrica. Resultados estao apresentados na Tabela 4.

4.2.2. Pressao arterial

A PA, em comparagao com o grupo C/C, foi 13% maior no grupo HFR/HFR (P
< 0,0001), 10% maior no grupo C/HFR (P < 0,0001) e 9% maior no HFR/C grupo (P
<0,0001, Tabela 4).

4.2.3. Glicemia de jejum e Teste oral de tolerancia a glicose

Assim como nos progenitores, nao foi observado diferenga significativa entre

0s grupos de proles para glicemia de jejum e tolerancia a glicose (Tabela 4).

4.2.4. Massa hepatica e analises bioguimicas do figado

Ao contrario dos dados de massa hepatica dos progenitores, os resultados
para as proles ndo demonstraram diferencga significativa entre os diferentes grupos.

A analise bioquimica de TG hepatico também se mostrou inalterada entre os
grupos de proles (Tabela 4).
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4.2.5. Gorduras visceral e subcutinea

Nao foi observado diferengca estatistica em relagdo a massa de gordura
subcuténea entre os diferentes grupos de proles. No entanto, em relagdo a gordura
visceral, foi observado um incremento de 25% no grupo de proles HFR/HFR quando
comparado ao grupo C/C (P =0,0038, Tabela 4).

4.2.6. Analises plasmaticas

Proles nao apresentaram diferencgas significativa entre os grupos em relagao
a analises de insulina, CT e TG plasmaticos.

A leptina, em comparagédo com o grupo C/C, foi 25% maior no C/HFR (P =
0,0022), 25% maior no grupo HFR/C (P = 0,0022) e 50% maior no HFR/HFR grupo
(P < 0,0001). A leptina também foi maior no grupo HFR/HFR em comparagdo com
C/HFR (+21%, P = 0,0022) e HFR/C (+20%, P = 0,0022).

A adiponectina, em comparagdo com o grupo C/C, foi 43% menor no grupo
C/HFR (P < 0,0001), 45% menor no grupo HFR/C (P < 0,0001) e 47% menor no
grupo HFR/HFR (P < 0,0001).

O &cido urico, em comparagao com o grupo C/C, foi 29% maior no grupo
C/HFR (P =0,0397), 34% maior no grupo HFR/C (P =0,0171) e 38% maior no grupo
HFR/HFR (P = 0,0083, Tabela 4).



Tabela 4 — Dados biométricos e bioquimicos das proles

Dados Cc/C C/HFR HFR/C HFR/HFR
MC inicial (g) 1,210,0 1,11£0,0 1,1£0,0 1,210,0

MC ao desmame (g) 7,717 8,21+1,7 7,2+1,6 6,5%+1,3

MC aos 3 meses (g) 21,5+0,7 22,1+0,8 21,4+1,3 21,2+0,7
Ingestao alimentar (g/dia/animal) 2,7+0,5 2,9+0,4 2,91+0,5 2,8+0,5
Ingestao hidrica (mL/dia/animal) 29,2+4 2 30,6+3,6 26,8+4,8 27,3+4.8
Pressao arterial (mmHg) 167,6+2,5 171,6+7,2 173,1+£9,5 189,6+18,3 11§
Glicemia de jejum (mmol/L) 4,8+0,9 5,4+1,1 4,2+0,3 4.1+0,6
TOTG (mmol/L/min"") 20,2+1,7 22,1£1,9 23,3+2,8 21,0£2,6
Massa hepatica (g) 0,9+0,0 0,8+0,3 0,9+0,0 0,8+0,1
Gordura Subcutanea 0,19+0,04 0,18+0,02 0,19+0,02 0,19+0,02
Gordura visceral 0,29+0,04 0,35+0,05 0,34+0,03 0,370,041
TG hepatico (mg/dL) 87,0+15,2 89,8+10,6 87,116,3 90,2+9,8

TG plasmatico (mg/dL) 58,7+15,6 51,5+9,0 56,1+8,1 49,5+11,6
CT (mg/dL) 55,0+3,1 55,616,3 57,1£3,8 50,3+7,7
Insulina (pg/mL) 1532+53,7 1470+81,3 1551+43,4 1563+46,1
Leptina (10° pg/mL) 35,1+3,0 43,8£1,9 t 44,0£3,2 1 52,9+4,3 11§
Adiponectina (108 pg/mL) 25,0+0,4 14,240,7 t 13,7£0,7 t 13,3+0,5 t
Acido drico plasmatico (mg/dL) 2,1+0,3 2,7+0,4 1 2,840,2 T 2,9+0,5 1
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Legenda: Os dados sédo expressos como média e desvio padrdo e analisados por ANOVA de um fator e pés-teste de Holm-Sidak. P < 0,05 quando: t

comparado com proles C/C, ¥ comparado com proles C/HFR e § comparados com proles HFR/C. Abreviagdes: C/C: prole de mae e pai controles,
C/HFR: prole de méae controle e pai HFR, HFR/C: prole de mae HFR e pai controle, HFR/HFR: prole de pai e mae HFR, HFR: dieta rica em frutose,

C: dieta controle,

MC: massa corporal, TOTG: teste oral de tolerdncia a glicose, TG:

triglicérides, CT: colesterol

total.
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4.2.7. WB e RT-gPCR

4.2.7.1. Marcadores de inflamacgao

A expressao da proteina NFkB foi maior no grupo HFR/C em comparagéo ao
grupo C/C (+ 61%, P = 0,0001) e ao grupo C/HFR (+ 43%, P = 0,0008). No grupo
HFR/HFR, a expressao da proteina NFkB foi maior que em comparagdo com 0s
grupos de proles C/C (+ 63%, P =0,0001) e C/HFR (+ 46%, P = 0,0007) (Fig. 5A).

A expressao da proteina SOCS3, em comparagao com o grupo C/C, foi
aumentada nos grupos C/HFR (+ 61%, P <0,0001), HFR/C (+ 109%, P <0,0001) e
C/HFR (+30 %, P = 0,0006). A expressdo de SOCS3 foi +111% maior no grupo
HFR/HFR quando comparado com grupo C/C (P < 0,0001) e + 31% quando
comparado com C/HFR (P = 0,0006) (Fig. 5B).

A expressao de JNK fosforilada, em comparagao com o grupo C/C, foi maior
no grupo HFR/HFR (+69%, P < 0,0001), no grupo C/HFR (+ 47%, P <0,0001) e no
grupo HFR/C (+ 67%, P <0,0001) (Fig. 5C). A expressdo de TNF-a no grupo
HFR/HFR foi 84% maior do que em comparagao com o grupo C/C (P = 0,0009), 54%
superior ao grupo C/HFR (P = 0,0080) e 41% superior ao HFR/C (P = 0,0244) (Fig.
6A).

A expressao da proteina IL-6, em comparagdo com o grupo C/C, foi maior no
grupo C/HFR (+45%, P < 0,0001) e no grupo HFR/C (+53%, P < 0,0001). A
expressao da proteina IL-6 foi maior no grupo HFR/HFR: +114% do que C/C (P <
0,0001), + 48% do que C/HFR (P < 0,0001) e +40% do que HFR/C (P < 0,0001) (Fig.
6B). A analise de RNAm de IL-6 se comportou da mesma forma que sua expressao
proteica (Fig. 6C). As expressdes proteicas e genicas de IL-13 variaram como |L-6
(Figuras 7A-B).
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Figura 5 — Marcadores de inflamacgao
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Legenda: . (A) expressao proteica de NFkB, (B) expressédo proteica de SOCS3, (C) expresséo

proteica de JNKp e (D) bandas representativas (expressas em unidades arbitrarias, u.a.).
[B-actina foi utilizada como controle endégeno para normalizar as expressdes proteicas.
JNKTtotal foi utilizado para normalizar a expressao de JNKp. Resultados apresentados
como média * desvio padrdo. ***P < 0.001 (ANOVA de um fator e pds-teste de Holm—
Sidak).NFkB: fator nuclear-kB, SOCS3: proteina supressora de sinalizagédo de citocina 3,
JNKp: c-Jun N-terminal kinase fosforilada, JNKt: c-Jun N-terminal kinase total, C/C: prole
de mée e pai controles, C/HFR: prole de mée controle e pai HFR, HFR/C: prole de mae
HFR e pai controle, HFR/HFR: prole de pai e mae HFR, HFR: dieta rica em frutose, C:
dieta controle
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Figura 6 — Marcadores de inflamacgao
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Legenda: (A) expresséao proteica de TNF-a, (B) expressao proteica de IL-6, (C) expressao de RNAm
de IL-6 e (D) bandas representativas (expressas em unidades arbitrarias, u.a.). B-actina foi
utilizada como controle endégeno para normalizar as expressdes. Resultados apresentados
como média * desvio padrdo. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 (ANOVA de um fator e
pos-teste de Holm-Sidak). TNF-a: fator de necrose tumoral-a, IL-6: interleucina-6, C/C:
prole de mae e pai controles, C/HFR: prole de mae controle e pai HFR, HFR/C: prole de
mae HFR e pai controle, HFR/HFR: prole de pai e mde HFR, HFR: dieta rica em frutose, C:
dieta controle.

Figura 7 — Marcadores de inflamacéao
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Legenda: (A) expressao proteica de IL-1B com bandas representativas (expressas em unidades
arbitrarias, u.a.) e (B) expressdao de RNAm de IL-1B. B-actina foi utilizada como controle
enddgeno para normalizar as expressdes. Resultados apresentados como média + desvio
padrdo. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 (ANOVA de um fator e pds-teste de Holm—
Sidak). IL-1[3: interleucina-1B3, C/C: prole de mé&e e pai controles, C/HFR: prole de mae
controle e pai HFR, HFR/C: prole de m&e HFR e pai controle, HFR/HFR: prole de pai e
mae HFR, HFR: dieta rica em frutose, C: dieta controle.
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4.2.7.2. Marcadores de lipogénese

A proteina SREBP-1c, em comparagcdo com o grupo C/C, foi mais expressa
no grupo HFR/HFR (+102%, P = 0,0006, Fig. 8A), bem como a sua expresséo de
RNAmM - aumentada no grupo HFR/HFR (+179%, P < 0,0001), no grupo C/HFR
(+152%, P < 0,0001) e no grupo HFR/C (+89%, P = 0,0011) (Fig. 8B). ChREBP e
PPAR-y ndo mostraram diferencas significativas entre os grupos (Figuras 8C-D, 9A-
B). A expressao do gene FAS foi maior no grupo HFR/HFR: +136% do que no grupo
C/C (P = 0,0001), +78% do que no grupo C/HFR (P = 0,0017) e +49% do que no
HFR/C grupo (P = 0,0152) (Fig. 9C).

Figura 8 — Marcadores de lipogénese
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Legenda: . (A) expressao proteica de SREBP-1c com bandas representativas (expressas em
unidades arbitrarias, u.a.), (B) expressdo de RNAm de SREBP-1c, (C) expressao proteica
de ChREBP com bandas representativas (expressas em unidades arbitrarias, u.a.) e (D)
expressdo de RNAm de ChREBP. B-actina foi utilizada como controle endégeno para
normalizar as expressdes. Resultados apresentados como média + desvio padréo. **P <
0.01, ***P < 0.001 (ANOVA de um fator e pés-teste de Holm—Sidak). SREBP1c: proteina
ligante de elemento regulador de esterol-1c, ChREBP: proteina ligante a elemento
responsivo ao carboidrato, C/C: prole de méae e pai controles, C/HFR: prole de mae
controle e pai HFR, HFR/C: prole de mae HFR e pai controle, HFR/HFR: prole de pai e
mae HFR, HFR: dieta rica em frutose, C: dieta controle.
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Figura 9 — Marcadores de lipogénese
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Legenda: (A) expresséao proteica de PPAR-y, (B) expressdo de RNAm de PPAR-y, (C) expresséo de
RNAm de FAS e (D) bandas representativas (expressas em unidades arbitrarias, u.a.). 8-
actina foi utilizada como controle endégeno para normalizar as expressdes. Resultados
apresentados como média = desvio padrdo. **P < 0.01, ***P < 0.001 (ANOVA de um fator e
pos-teste de Holm—Sidak)._PPAR-y: receptor ativador de proliferagdo peroxissomal-y, FAS:
acido graxo sintetase, C/C: prole de mae e pai controles, C/HFR: prole de mae controle e
pai HFR, HFR/C: prole de mae HFR e pai controle, HFR/HFR: prole de pai e mae HFR,
HFR: dieta rica em frutose, C: dieta controle.

4.2.7.1. Marcadores de beta-oxidacao

A expressao da proteina PPAR-a e a expressao do gene CPT-1 ndo mostraram

diferencgas significativas entre os grupos (Figuras 10A-B).



56

Figura 10 — Marcadores de beta-oxidagao
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. (A) expresséo proteica PPAR-a com bandas representativas (expressas em unidades

arbitrarias, u.a.) e (B) expressdo de RNAm de CPT1.). B-actina foi utilizada como
controle enddgeno para normalizar as expressdes. Resultados apresentados como
média * desvio padrao. PPAR-a: receptor ativador de proliferacdo peroxissomal-a, CPT-
1: carnitina palmitoil transferase 1, C/C: prole de mae e pai controles, C/HFR: prole de
mae controle e pai HFR, HFR/C: prole de mae HFR e pai controle, HFR/HFR: prole de
pai e mae HFR, HFR: dieta rica em frutose, C: dieta controle.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo relacionou os efeitos do consumo crbénico de uma dieta
rica em frutose sobre o metabolismo e o figado da prole adulta de machos. Foi
observado que pais e maes alimentados com dieta HFR ao longo da vida sédo
capazes de programar a prole para um quadro de inflamagao hepatica independente
de alteragdes na lipogénese e na beta-oxidacdo. Sobretudo, a dieta parental (em
ambos os progenitores) HFR potencializou alguns efeitos na prole, permitindo a
expressao fenotipica de comorbidades que ndo puderam ser observadas quando
apenas um dos progenitores foi alimentado com dieta HFR. Desta forma, a
expressao de determinados marcadores inflamatoérios foi maximizada em proles do
grupo HFR/HFR em comparacdo com os demais grupos. Além disso, proles
HFR/HFR demonstraram efeitos deletérios na via de lipogénese, demonstrando um
insulto mais agressivo da programagao parental.

Considerando que ambas as dietas C e HFR eram isoenergéticas, ndo foram
observadas diferengas na massa corporal dos progenitores. Este achado torna-se
importante na dissociacdo do consumo de frutose com obesidade. A frutose esta
relacionada com ganho de peso devido a fontes alimentares na qual é adicionada,
sobretudo produtos industrializados e bebidas adogadas, que tendem a ser
hipercaldricas (Schultz et al., 2015). Logo, pode-se imaginar que em muitos
experimentos que envolvem condigdes hipercaldricas, os efeitos observados sejam
uma consequéncia do ganho de massa corporal gerado, ao invés de
especificamente serem atribuidos a frutose.

Previamente, nosso grupo demonstrou que uma dieta rica em frutose pode
induzir desordens metabdlicas independente do sobrepeso ou obesidade (Schultz et
al., 2013; Magliano et al., 2015). Portanto, o aumento pronunciado na massa
hepatica, nos niveis plasmaticos de colesterol e triglicérides, além do aumento de
TG hepatico nos progenitores ja sao suficientes para sugerir um quadro de DHGNA
e sindrome metabdlica.

Dados da analise plasmatica das proles demonstraram que pai e/ou mae HFR
programam a prole um quadro de hiperuricemia. Portanto, basta apenas um dos
progenitores receber dieta HFR para observarmos um incremento de acido urico a



58

nivel plasmatico. O acido urico € um produto formado naturalmente durante o
metabolismo de frutose, a partir da degradacao de AMP (Abdelmalek et al., 2010). O
aumento do acido urico intracelular € seguido por aumento agudo na circulagéao,
provavelmente devido a sua liberagao do figado.

Estudos recentes sugerem que este evento paralelo de formacdo de acido
urico na via metabdlica da frutose pode ser critico para 0 mecanismo com o qual a
frutose induz a sindrome metabdlica (Abdelmalek et al., 2010). O acido urico, ao
alcancar niveis plasmaticos, ira estimular o aumento na atividade de NADPH
oxidase e na producdo de EROS em adipdcitos maduros. Consequentemente,
estudos retratam a formacédo de marcadores inflamatorios, como IL-6 e TNF-a, além
de diminuigdo na sintese de adiponectina, um importante anti-inflamatério (Kang e
Ha, 2014).

Adicionalmente, o presente estudo mostrou que a dieta HFR parental é capaz
de provocar um remodelamento de tecido adiposo branco (TAB) nas proles
HFR/HFR, com incremento da gordura visceral independente de aumento da massa
corporal. Estudos anteriores reportaram que o consumo de dieta HFR contribuiu
para o aumento lipidico no TAB visceral e promoveu inflamacé&o (Bargut et al., 2017).

O tecido adiposo € um 6rgéao enddécrino que secreta adipocinas que atuam na
homeostase da glicose, regulagdo da presséo arterial, angiogénese, inflamagéo,
sensibilidade a insulina e na regulagdo do balango energético através do controle da
saciedade (Ouchi et al., 2012). O aumento do TAB visceral observado, em conjunto
com aumento pronunciado de leptina, diminuicdo de adiponectina e aumento de
citocinas pré-inflamatérias como TNF-a e IL-6, sugerem um quadro de hipertrofia do
tecido adiposo (Berg et al., 2002).

A hipertrofia do tecido adiposo esta relacionada a uma mudanca do fenétipo
de macrofagos locais. Assim, ocorre polarizagdo de macrofagos do tipo M2,
presente principalmente no TAB saudavel, para o tipo M1. Macréfagos M1 sao
capazes de produzir citocinas pro-inflamatorias, caracterizando um quadro
inflamatorio (Fujisaka et al., 2009).

O TAB é conhecido por ser a maior fonte de citocinas inflamatérias presentes
no plasma. Devido ao aumento do estado inflamatério do TAB, os niveis plasmaticos
também aumentam e acabam por influenciar a fungao e estrutura de outros 6rgaos,
como o figado. Além disso, ha uma intima relagao entre o TAB e o figado, uma vez

que as vias de sinalizacdo entre eles se inter-relacionam, tanto no metabolismo
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quanto no processo imune (Wree et al., 2011). Desta forma, acredita-se que o
aumento da expressdo de TNF-a e IL-6 pelos adipdcitos possivelmente sera
direcionado para o figado da prole, sobretudo no grupo HFR/HFR.

TNF-a é uma citocina inflamatdéria conhecida por regular a fisiologia dos
hepatdcitos. Desta forma, pode ser tanto um agente citotoxico (induzindo morte
celular), quanto um agente protetor (através da ativagdo de NFkB) (Papa et al.,
2009). No entanto, o efeito mais proeminente de TNF-a é a inducdo de NFkB
(Wullaert et al., 2007), cuja expressao se mostrou aumentada em proles de méaes
HFR, seja no grupo HFR/C ou HFR/HFR, quando comparadas com o grupo C/HFR.
Portanto, resultados mostram que a mae tem um papel substancial na programagao
de NFkB nas proles.

Em contrapartida, TNF-a também é capaz de induzir proteino-quinases
ativadas por mitégenos (MAP-quinases), entre elas a familia JNK e caspases (Papa
et al., 2009). Enquanto a ativagdo de NFkB controla a sobrevivéncia celular, JNK e
caspases sao conhecidos por induzir morte celular quando fosforiladas por TNF-a.
Portanto, a ativagcado de JNK completa o estagio critico de morte celular. O aumento
na expressdao de JNKp observado em proles HFR/HFR estd de acordo com o
esperado para o grupo.

Por sua vez, o aumento de expressdao de IL-6 estimula a expressao de
SOCS3, caracterizando o quadro de inflamacao hepatica (Wullaert et al., 2007).
NFkB e SOCS3 foram mais expressos no grupo HFR/C e HFR/HFR, quando
comparados com grupo de proles dos quais apenas o pai recebeu dieta HFR. Assim,
mais uma vez o resultado demonstra uma maior participagdo materna da
programacao de insultos inflamatérios.

Diante do exposto, os resultados mostram um incremento nos parametros
inflamatdrios sem a instalacdo da DHGNA, contradizendo a hipétese de “two-hits”, o
modelo classico de patogénese da esteatohepatite e evolugdo da esteatose
(Paschos e Paletas, 2009).

De acordo com a teoria de “two-hits”, a esteatose hepatica é principalmente
causada pelo acumulo de lipidios no tecido adiposo (first hit), evoluindo entdo para a
EHNA devido aos efeitos do estresse oxidativo, EROs, peroxidagao lipidica e/ou
presenga de citocinas pro-inflamatérias (second hit). Portanto, segundo esta teoria
classica, primeiramente ocorre um acumulo de gordura no figado, caracterizando a

esteatose, e segundamente, com a evolugdo do quadro, ocorre inflamacgao,
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caracterizando a esteatohepatite (esteatose + inflamagédo) (Paschos e Paletas,
2009).

Porém, os resultados apresentados estdo de acordo com a recente hipotese
de multiplos efeitos paralelos “multiple hits” (Tilg e Moschen, 2010), a qual propde
que a EHNA pode refletir uma doenga em que a inflamagédo €& seguida pela
esteatose. Desta forma, muitos “hits” paralelos, derivados do TAB podem promover
a inflamacgao do figado.

Evidencias recentes sugerem que o consumo de frutas ndo produz os
mesmos efeitos metabdlicos adversos que a frutose isolada provoca. Isto se deve a
presenca de antioxidantes naturais e/ou fibras alimentares presentes nas frutas, que
as tornam benéficas a saude. Portanto, é a frutose isolada industrialmente,
sobretudo xaropes de milho ricos em frutose, que sao rapidamente absorvidos e
direcionados imediatamente aos hepatdcitos pelos receptores GLUT 2 (Douard e
Ferraris, 2008). Esta frutose industrial tem se mostrado tdo danosa a saude, que
muitos dos efeitos deletérios observados nas proles deste estudo estado relacionados
ao metabolismo da frutose ingerida pelos progenitores ao longo da vida.

No figado, a maior parte da frutose absorvida é fosforilada em F1F pela
frutoquinase, com consumo de ATP e consequente formagcao de ADP e AMP. Pelo
fato da frutoquinase nao ser regulada por concentragdes de ADP, virtualmente toda
frutose consumida sera absorvida. Este mecanismo justifica a maioria dos efeitos
deletérios observados nos progenitores que consumiram HFR, programando o feto
para fendtipos adversos, mesmo a prole sé ingerindo dieta controle para roedor
(Tappy et al., 2010).

A acao da frutoquinase também ira impactar a saude cardiovascular da prole
HFR/HFR através da hipertensao arterial herdada pela programagao parental. Além
da contribuicdo do acido urico para o aumento da pressao arterial, através da
inibicao de 6xido nitrico — um importante vasodilatador, a propria fosforilacdo da F1F
também ira contribuir para este quadro de HAS. Quando a F1F é fosforilada, ocorre
a formagado de gliceraldeido-3-fosfato (GA3P) e diidroxiacetona-fosfato (DHAP),
compostos intermediarios de metilglioxal (Liu et al., 2011).

Metilglioxal é um aldeido altamente toxico, sendo capaz de gerar EROS e
reagir com os grupos sulfidricos das proteinas, alterando suas fungdes. Ele também
pode alterar a funcdo de canais de calcio, levando a um aumento do calcio
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intracelular que gera resisténcia vascular em células musculares lisas (Vasdev et al.,
2004).

As EROS sao produzidas de forma continua pelas células como parte de seus
processos metabdlicos. Sua produgao € equilibrada pela remogdao dos mesmos
através de mecanismos de defesa antioxidantes presentes nas células (Valko et al.,
2007). Porém, quando ocorre um desequilibrio entre a formacado de EROS e a sua
remogao — decorrente da diminuicdo dos antioxidantes enddgenos ou ainda do
aumento da geracao de espécies oxidantes — ocasiona o processo conhecido como
estresse oxidativo.

Os resultados apresentados sugerem uma maior produgdo de EROS nas
proles de pais e/ou maes alimentados com dieta HFR, uma vez que sua produgao
acompanha o incremento de acido urico. Este quadro € prejudicado pelo aumento de
citocinas inflamatdérias e diminuicdo de citocina anti-inflamatéria, como a
adiponectina. Estudos prévios relacionam o aumento da producdo de EROS com
danos hepatocelulares através de muitos mecanismos como a inibicdo da Na+/K+
ATPase da membrana, inibicdo da cadeia respiratoria de mitocdndria, inativagao dos
canais de sbédio da membrana plasmatica e mediacdo da liberacdo de citocinas
inflamatdrias pelas células de Kuppfer, prejudicando ainda mais a fungdo hepatica
(Valko et al., 2007).

O estresse oxidativo hepatocelular gerado pelo excesso de EROS associado
a inflamagao, leva a maturacao e secrecao da citocina pré-inflamatéria IL-1 e uma
maior fosforilagdo de JNK. Interessantemente, a expressao genica de IL-1B foi maior
em proles do grupo C/HFR quando comparadas com grupos HFR/C e C/C,
enfatizando a importancia da nutricdo paterna nos paradmetros epigenéticos da
programacao fetal.

A F1F também tem papel na ativagdo de SREBP-1c via PGC-13 e através de
sua conversdo em F6F pode ativar o ChREBP via PF2A. Tanto o SREBP-1c¢ quanto
o ChREBP séo fatores de transcricdo que ativam enzimas lipogénicas como ACL,
acetil-CoA carboxilase (Gaccioli et al.) e FAS. Os resultados de expressao proteica e
genica mostraram um aumento de SREBP-1c e FAS somente em proles do grupo
HFR/HFR, sem alteragdes na expressao de ChREBP (Figura 11)

Portanto, a dieta parental rica em frutose é capaz de ativar a lipogénese de
novo e consequentemente a concentracdo de malonil-CoA seria aumentada no

interior do hepatdcito, inibindo a CPT1 e posteriormente a B-oxidagao (Denechaud et



62

al., 2008), (Koo et al., 2009). Porém, proles adultas de machos do presente estudo
nao foram capazes de expressar diferencas nos marcadores hepaticos de beta-
oxidagao. Logo, é plausivel de se concluir que o acumulo lipidico seria o proximo

passo apos a inflamacao hepatica, com preservagao da beta-oxidagao.

Figura 11 - Mecanismo hipotético pelo qual a dieta parental rica em frutose pode
programar proles adultas masculinas
-.* . - i I.,

Legenda: A quantidade aumentada de gordura visceral contribui para a producao de IL-6 e TNF-q,
que sao direcionados para o figado. No figado, a IL-6 contribui para a superexpressao de
SOCS-3 e TNF-a contribui para a superexpressao de JNK e NFkB, caracterizando a
inflamacéo hepatica. Além disso, o consumo de dieta com alto teor de frutose pelos pais
afeta algumas vias relacionadas ao metabolismo hepatico da frutose na prole, mesmo que
a prole tenha consumido apenas dieta de controle. Portanto, o acumulo plasmatico de
acido Urico é encontrado devido ao excesso de AMP, que é formado a partir da
fosforilagdo do ATP. A redugdo da ATP gera EROS, contribuindo para o aumento da
pressao arterial. Além disso, MG é produzido por suas subunidades GA3P e DHAP,
contribuindo ainda mais para de EROS e hipertensdo. O acumulo hepatico de EROS esta
associado a superexpressdao de JNK e IL-1beta, somando a inflamag&o. Finalmente,
devido ao metabolismo da frutose, ha uma ativagdo do SREBP-1c, um fator de transcricao
relacionado a lipogénese de novo, ativando FAS. AMP: Adenosina monofosfato; ATP:
adenosina trifosfato, DHAP: fosfato de dihidroxiacetona, FAS: acido graxo sintase, GA3P:
gliceraldeido-3-fosfato, IL: interleucina, JNK: c-jun N-terminal kinase; MG: metilglioxal,
NFkB: fator nuclear-kB, EROS: espécies reativas de oxigénio, SOCS3: proteina
supressora de sinalizagdo de citocina 3, SREBP-1c: Proteina ligante de elemento
regulador de esterol-1c, TNF-a: fator de necrose tumoral-a.

Fonte: A autora, 2018.
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CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a dieta materna e a dieta paterna,
individualmente ou em combinagao, rica em frutose pode afetar o metabolismo e o
figado da prole adulta de machos.

A dieta paterna e a dieta materna rica em frutose administradas durante todo
o periodo pré-gestacional até o final da lactagdo causa nas proles de machos, aos
trés meses de idade: manutencdo da massa corporal, manutencido do metabolismo
glicidico, aumento dos niveis plasmaticos de leptina e redugdo de adiponectina,
hiperuricemia e inflamagao hepatica significativa.

A combinagdo da dieta materna e paterna rica em frutose maximizou os
efeitos adversos sobre a saude da prole. Além disso, a dieta parental foi capaz de
expressar consequéncias na programacao fetal que ndao puderam ser observadas
em proles das quais apenas o pai ou apenas a mae recebeu a dieta rica em frutose,
como hipertensao arterial sistémica, aumento da gordura visceral e ativagdo da via

da lipogénese.
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