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RESUMO

AJACKSON, Matheus Barros Lima. A suplementacdo materna de melatonina mitiga a
doenca hepética gordurosa ndo alcodlica na prole de camundongos obesos. 2023. 53 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Este estudo teve como objetivo investigar, no figado da prole adulta do sexo
masculino, os possiveis efeitos da suplementacdo de melatonina nas progenitoras obesas
durante a gestacdo e lactacdo. A partir da 4% semana de vida, fémeas C57BL/6 foram
alimentadas com dieta controle (C) ou high-fat (HF) e suplementadas com melatonina (Mel)
na dose de 10 mg/Kg/dia (s.c.) durante a preconcepcdo, gestacdo e lactacdo, formando os
grupos: C, CMel, HF e HFMel. Ap6s o desmame até os trés meses de idade, as proles
receberam apenas a dieta C. As progenitoras HF e suas proles apresentaram maior massa
corporal (MC) do que as progenitoras C e suas proles. No entanto, aos 3 meses de idade, a
MC foi reduzida na prole HFMel vs. HF. Além disso, os marcadores plasmaticos e hepéaticos
do metabolismo de lipideos aumentaram na prole HF vs. C, mas foram reduzidos na prole
HFMel vs. HF. O conteddo lipidico hepético foi reduzido em 50% na prole HFMel vs. HF.
Além disso, os genes do metabolismo lipidico, pro-inflamatério e de estresse do reticulo
endoplasmaético (RE), tais como 11-6, Tnfa, Chop e Atf4, foram mais expressos na prole HF vs.
C, mas reduzidos na prole HFMel vs. HF. Contrariamente, os genes da beta-oxidacdo e das
enzimas antioxidantes — Ppara, Cpt-1b, Gpx, Gsr e Sod — foram menos expressos na prole HF
vs. C, mas melhoraram na prole HFMel vs. HF. Por fim, os genes da via AMPK/mTOR,
inicialmente desregulados na HF, foram restaurados na prole HFMel. A progenitora obesa
leva a alteracGes hepaticas na prole. Os achados atuais demonstraram os efeitos da
suplementacdo de melatonina durante a gestacdo e lactacdo no figado da prole adulta. Os
efeitos observados foram a atenuacédo das vias da lipogénese, inflamacéo, estresse oxidativo e
estresse do RE, e a restauracdo das vias AMPK beta-oxidacdo, o mitigou a doenca hepatica
gordurosa nao alcoolica na prole.

Palavras-chave: Obesidade materna. Programacdo fetal. Inflamac&o. Esteatose hepatica.



ABSTRACT

AJACKSON, Matheus Barros Lima. Maternal melatonin supplementation mitigates non-
alcoholic fatty liver disease in the offspring of obese mice. 2023. 53 f. Dissertacdo (Mestrado
em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

This study aimed to investigate, in the liver of adult offspring, the possible effects of
melatonin supplementation in the obese mother during pregnancy and lactation. C57BL/6
females were fed with a control (C) or a high-fat (HF) diet and supplemented with melatonin
(Mel) at a dose of 10 mg/kg/day (s.c.) during the pregnancy and lactation, forming the groups:
C, CMel, HF, and HFMel. After weaning until three months old, the offspring only received
the C diet. The HF mothers and their offspring showed higher body weight (BW) than the C
mothers and offspring. However, at 3-mo-old, BW was reduced in HFMel vs. HF offspring.
Also, plasmatic and liver lipid markers increased in HF vs. C offspring but were reduced in
HFMel vs. HF offspring. Liver lipid content was lessened in HFMel vs. HF offspring by 50
%. Also, lipid metabolism, pro-inflammatory and endoplasmic reticulum (ER) stress genes
were higher expressed in HF vs. C offspring but reduced in HFMel vs. HF offspring.
Contrarily, beta-oxidation and antioxidant enzyme genes were less expressed in HF vs. C
offspring but improved in HFMel vs. HF offspring. Finally, AMPK/mTOR pathway genes,
initially dysregulated in the HF, were restored in the HFMel offspring. The obese mother
leads to liver alterations in the offspring. Current findings demonstrated the maternal
melatonin supplementation during pregnancy and lactation in adult offspring's liver.
Consequently, the effects were seen in mitigating the liver's AMPK/mTOR pathway genes,
lipogenesis, beta-oxidation, inflammation, oxidative stress, and ER stress, preventing liver
disease progression in the offspring.

Keywords: Maternal obesity. Fetal programming. Inflammation. Liver steatosis.
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INTRODUCAO

A influéncia da nutricdo e do metabolismo materno sobre seus descendentes remontam
os estudos iniciados por Barker, realizados nas décadas de 1980 e 1990, que incorporaram aos
fatores de risco para doencas cronicas ndo-transmissiveis (DCNTs) a interagdo do
metabolismo e o estado nutricional maternos com o feto em desenvolvimento (1-3). Nesse
periodo, foram realizados uma série de estudos retrospectivos em diferentes regifes do
continente europeu que sofreram com restrigdes dietéticas. No Pais de Gales e na Inglaterra,
observou-se um aumento da incidéncia na mortalidade por doenga cardiaca isquémica em
adultos durante os anos de 1968-78 e uma forte correlacdo geografica foi estabelecida com a
mortalidade infantil pela mesma causa em 1921-25 (2). Ambos os eventos foram atribuidos a
ma nutri¢do pré-natal, neonatal e pos-natal.

Adicionalmente, em outro estudo, observou-se o efeito da desnutri¢do intrauterina e o
risco para DCNTSs na vida adulta, no contexto historico da restricdo da entrada de alimentos a
Leningrado — atual S&o Petesburgo, Rlssia — durante trés anos, imposto pela Alemanha
durante a Segunda Guerra Mundial (4). Esses individuos apresentaram risco maior de
obesidade e hipertenséo arterial sistémica na vida adulta em comparagdo com 0s ndo expostos
a desnutricdo, ou ainda, os que foram expostos apenas no periodo pds-natal. Ainda nesse
contexto histérico, durante a chamada fome holandesa, a populacdo dos territorios invadidos
na Holanda apresentou uma dréastica reducédo da ingestao energética por uma duracao de cinco
meses e na libertagdo por tropas americanas tiveram um acesso de abundancia alimentar (5).

Nos diferentes estudos supracitados, houve um insulto intrauterino por desnutrigdo
energético-proteica, o que foi determinante para a concepcdo da hipdtese do fendtipo
poupador. Essa hipdtese relaciona a fisiopatogenia do diabetes mellitus tipo 2 (DM2) com o
baixo peso ao nascer (6), sugerindo que a desnutricdo materna leva a um crescimento fetal
insuficiente, adaptado ao ambiente intrauterino nutricionalmente depletado resultando, entre
outras coisas, em uma disfungdo da célula beta pancreatica e a uma capacidade reduzida de
responder a insulina que se estende para a vida adulta (7,8). Alternativamente, desenvolveu-se
também a hipotese da insulina fetal, que propde que o baixo peso ao nascer e 0 DM2 da vida
adulta séo diferentes fenotipos do mesmo genotipo (6). Nesta hipdtese, foi proposto que a
resisténcia a insulina, determinada geneticamente e expressa desde a concepcdo, afeta o
crescimento intrauterino e explica as relagdes entre DM2 e baixo peso ao nascer observadas

em estudos epidemiologicos (9).
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Desde entdo, esses estudos tém sido conceitualmente expandidos para incluir os
periodos de pré-concepcédo e periconcepcao, outras exposicdes intrauterinas e desfechos apds
0 nascimento — como a explorada neste trabalho, com a melatonina —, e foi desenvolvido o
conceito chamado de Origens Desenvolvimentistas da Saude e da Doenca, do inglés
Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) (10).

A obesidade materna nos periodos criticos do desenvolvimento tem se tornado um
grande desafio, em vista da crescente incidéncia da doenca e de seu carater pandémico (11). A
obesidade é uma DCNT multifatorial que se origina de um balanco energético positivo capaz
de prejudicar a homeostase do tecido adiposo, especialmente quando o acumulo de
triacilglicerdis (TAGS) no tecido adiposo visceral supera o proprio limite de armazenamento
com a influéncia da resisténcia a insulina (12). Esse tecido passa a expressar um fendtipo mais
lipolitico e pro-inflamatdrio do que lipogénico e anti-inflamatorio, disponibilizando maior
quantidade de &cidos graxos livres (AGLs) e adipocinas pro-inflamatérias na circulacdo
sistémica, podendo impactar na saude do feto através da placenta (13).

A placenta € um 6rgdo transitorio composto por células epiteliais especializadas,
regulada por citocinas e hormdnios, que age como uma interface metabdlica materno-fetal e
responde a diferentes estimulos para manter a viabilidade fetal (14). O influxo de lipideos das
progenitoras para o feto € mediado pela placenta, apds a interacdo de complexos de AGLs
ligados a albumina e lipoproteinas com seus receptores de membrana nos microvilos
placentarios para serem hidrolisados e, em sequéncia, direcionados a circulacdo fetal (11).
Esses mecanismos estdo mais ativados em contextos de dislipidemia associada a obesidade, o
que aumenta a adiposidade e a resisténcia a insulina fetal, predispondo-os a doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica (DHGNA) na vida adulta (15).

A DHGNA é prevalente em aproximadamente um quarto de adultos ao redor do
mundo e é estabelecida como o componente hepético da sindrome metabdlica, apresentando
estreita relacdo com a obesidade e DM2 (16). Em estudos experimentais, a dieta high-fat
materna durante periodos criticos do desenvolvimento induz alteracbes morfologicas e
moleculares no figado de suas proles, o que pode culminar em prejuizo de sua funcdo em
longo prazo (17). Essas alteracGes envolvem aumento do tamanho do figado e acimulo de
goticulas de gordura, configurando uma condicao patologica analoga a esteatose hepatica em
humanos, o estagio inicial da DHGNA (18-20). A manutencao de insultos ao longo do tempo,
como o estado pro-inflamatério sistémico e a lipotoxicidade, podem suscetibilizar a

progressdo da esteatose para a esteatohepatite (21).
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Pela complexidade de sua fisiopatologia, a DHGNA tém sido alvo de discussdes em
torno do seu diagnostico, como o impacto do consumo de &lcool, e a proposicdo da
designacao da doenga como “doenga hepatica gordurosa associada a disfungdo metabdlica”
(22). Adicionalmente, sua etiologia pode ser entendida a partir da hipotese dos mdaltiplos hits
paralelos, que prop8e que as adipocinas pro-inflamatdrias oriundas do tecido adiposo
metabolicamente estressado se associam com componentes derivados da dieta e sua interacéo
com a microbiota intestinal como estressores da biologia celular do hepatdcito (23).

Progenitoras obesas podem dispor de mitocéndrias disfuncionais para suas proles,
contribuindo para o estabelecimento da esteatose e prejuizo da lipogénese e beta-oxidacao
(24,25). Além disso, a progressdo da DHGNA ¢é marcada por estresse oxidativo (26), estresse
do reticulo endoplasmatico (RE) (27) e desregulacéo das vias mTOR-AMPK (28).

Portanto, reduzir os efeitos da obesidade materna no metabolismo da prole é de grande
importancia. O papel da melatonina na gravidez esta emergindo, mas os efeitos a longo prazo
da suplementagdo materna de melatonina ndo estdo bem definidos (29). A melatonina (N-
acetil-5-metoxi triptamina), um hormonio pleiotrépico secretado pela glandula pineal, que nédo
estd apenas implicada no ritmo circadiano, mas também tem propriedades bioativas anti-
inflamatérias na regulacdo epigenética e no desenvolvimento fetal (30-32). Além de
neutralizar diretamente as espécies reativas de oxigénio, a melatonina e seus metabdlitos
podem modular muitas enzimas antioxidantes, como superéxido dismutase (SOD), Catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx), levando a uma reducdo no dano oxidativo as
mitocOndrias e outras organelas (33,34).

A melatonina tem papel protetor na fungdo hepatica na DHGNA, DM2 e fibrose
hepatica. Com base em uma meta-anélise, a suplementacdo de melatonina pode melhorar as
enzimas hepaticas, como aspartato aminotransferase, em pacientes com DHGNA (35). A
melatonina diminuiu atividade das enzimas lipogénicas hepaticas, incluindo o fator de
transcricdo de ligacdo ao elemento regulador de esterol 1 (SREBP1c) e &cido graxo sintase
(FAS) (36). Além disso, a melatonina tem um papel protetor no estresse do reticulo
endoplasmatico (37) e interage com a via mTOR/AMPK (38).

Essas evidéncias mostram que a suplementacdo de melatonina na gestacdo e lactacao
pode exercer um papel protetor para o figado na prole de progenitoras com obesidade. A
hipdtese deste trabalho foi testar se a suplementagdo materna de melatonina durante a
gestacdo e lactacdo em um modelo de obesidade induzida por dieta em camundongos

preveniria o desenvolvimento esteatose hepatica na prole masculina adulta.
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1 OBJETIVOS

1.1.  Obijetivo geral

Avaliar os efeitos da suplementacdo de melatonina em camundongas obesas durante
0s periodos criticos do desenvolvimento — preconcepcdo, gestacdo e lactacdo — na

programacao da esteatose hepatica de suas proles do sexo masculino.

1.2.  Obejtivos especificos

1.2.1. Descrever a massa corporal, ingestdo alimentar e energética das progenitoras e das
proles masculinas;

1.2.2. Analisar as concentracdes plasméaticas de marcadores de dano hepéatico e do
metabolismo lipidico nas progenitoras e das proles masculinas;

1.2.3. Avaliar no figado o remodelamento e dano hepético através de técnicas estereoldgicas,
nas proles masculinas;

1.2.4. Determinar a expressao relativa de RNA mensageiro (RNAm) de marcadores de
diferentes vias (lipogénese, beta-oxidagéo, inflamacéo, estresse oxidativo, estresse do
reticulo endoplasmatico) envolvidas na progressdo da DHGNA.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais, dieta e melatonina

O experimento foi realizado ap6s aprovacgdo da comissao de ética para o cuidado e uso
de animais experimentais da UERJ (Protocolo CEUA n° 003/2021; Anexo A) e conduzido de
acordo com diretrizes para experimentacdo animal — Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, 8th edition e Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments
(39,40). Para isso, camundongos da linhagem C57BL/6 foram mantidos em caixas ventiladas
de polipropileno sob condicdes controladas para experimentacdo (NexGen System, Allentown
Inc., PA, EUA, 21+2 °C) em um ciclo claro/escuro de 12/12h e com livre acesso a &gua e
dieta.

Camundongas fémeas com quatro semanas de vida, nomeadas de progenitoras, foram
agrupadas aleatoriamente de acordo com as dietas experimentais, um grupo recebeu dieta
hiperlipidica (em inglés, high-fat, HF) para induzir a obesidade, e outro grupo recebeu dieta
controle (C). Os camundongos machos de mesma idade, nomeados progenitores, foram
alimentados com dieta controle. As dietas foram produzidas pela empresa Pragsolucdes
Biociéncias (http://www.pragsolucoes.com.br/ Jad, SP, Brasil) de acordo com as
recomendacdes nutricionais para roedores em periodos de crescimento e desenvolvimento
estabelecidas pelo American Institute of Nutrition (AIN-93G), conforme descrito na Tabela 1
(39, 40).

Tabela 1 - Macronutrientes, valor energético e ingredientes das dietas experimentais de
acordo com a AIN-93G (American Institute of Nutrition) para roedores em
periodo de crescimento e desenvolvimento.

Macronutrientes Controle High-fat
Proteinas (energia %) 19 19
Lipideos (energia %) 17 49
Carboidratos (energia %) 64 32
Energia (kcal/g) 3,95 4,95
Ingredientes (g/Kg)

Amido de milho 539,5 299,5
Antioxidantes 0,014 0,028

Banha de porco - 200,0
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Caseina 190 230
Cistina 3,0 3,0
Colina 2,5 2,5
Fibra 50,0 50,0
Mistura de minerais 35,0 35,0
Mistura de vitaminas 10,0 10,0
Oleo de soja 70,0 70,0
Sacarose 100,0 100,0
Massa total (g) 1.000,0 1.000,0

Fonte: adaptada de (41).

Durante todo o experimento, a ingestdo alimentar (IA) diaria e a massa corporal (MC)
semanal foram registradas e a ingestdo energética (IE) foi calculada a partir do produto da IA
e o valor energético da respectiva dieta. ApOs seis semanas de exposicdo as dietas, as
progenitoras C e HF foram redivididas de acordo com a suplementacdo de melatonina (Mel)
ou veiculo, formando assim quatro grupos de estudo (n=10/grupo): Grupo C, as progenitoras
receberam dieta controle e veiculo; Grupo CMel, as progenitoras receberam dieta controle e
melatonina; Grupo HF, as progenitoras receberam dieta HF e veiculo; Grupo HFMel, as
progenitoras receberam dieta HF e melatonina.

A melatonina (M5250, Sigma, St. Louis, MO, EUA) foi administrada por via
subcutanea, na dose de 10 mg/Kg/dia, uma hora ap6s o inicio do ciclo escuro (42), em um
veiculo composto por uma solucdo alcodlica-salina (43), formando os grupos de progenitoras
CMel e HFMel. As progenitoras dos grupos C e HF receberam apenas o veiculo. Toda a
manipulagdo e administragio da melatonina foi realizada em ambiente com baixa
luminosidade e em recipientes envolvidos com papel aluminio, devido a fotossensibilidade da
melatonina (44). Durante esse periodo, a mensuracdo da massa corporal foi realizada
diariamente, considerando as varia¢@es inerentes ao periodo gestacional, para calculo da dose
por cada animal.

Na idade de 12 semanas, pares de camundongos, formados por uma progenitora e um
progenitor, foram alocados em uma nova caixa para acasalarem. Apds a confirmacdo da
copula por visualizagdo do plugue vaginal e/ou ganho ponderal, as progenitoras foram
alocadas individualmente em caixas com as respectivas dietas e com o0 esquema de
suplementacdo de melatonina ou de veiculo, para seguirem com a gestacdo de trés semanas.

Ao nascimento, o sexo das proles foi determinado pela distancia ano-genital (45) e a massa



23

corporal (MC) foi mensurada. As proles foram mantidas com suas respectivas progenitoras
em ninhadas de seis filhotes até o desmame.

A suplementacdo de melatonina foi realizada em um total de oito semanas: iniciada
duas semanas antes do acasalamento e mantida durante a gestacdo e até o fim da lactacédo (o
periodo de gestacdo e de lactacdo no roedor tem a duragdo de trés semanas cada). Os
progenitores e as progenitoras foram sacrificados uma semana ap6s o desmame dos filhotes.

Um macho de cada ninhada foi removido para formar os grupos experimentais (n =
10/grupo). As proles foram identificadas de acordo com a dieta e a suplementacdo materna, da
seguinte forma: C, CMel, HF e HFMel e receberam dieta controle até os trés meses, idade em
que foram sacrificados. As fémeas foram desconsideradas neste estudo. A Figura 1 mostra a
linha do tempo do experimento.

Figura 1 — Linha do tempo do experimento

C57BL/6 Melatonina (10 mg/kg/dia)

I I I
1 I P 1

Acasalamento  Nascimento Sacrificio das

|

12 sem. das proles p:ogemtoras
1
- | ]
Progenitoras: C ou HF Progenitoras: C, Desmame Sacrificio das proles
C-Mel, HF, HF-Mel C-Mel, 4
4 sem. ’ Proles C, C-Mel, HF e HF-Mel o
10 sem. 2 aom
Principais eventos das progenitoras Principais eventos das proles === 1 semana

Legenda: C, grupo controle; HF, grupo high-fat; Mel, suplementados com melatonina.

Nota: Progenitoras C57BL/6 foram agrupadas de acordo com as dietas C ou HF na 42 semana de vida.
Na 102 semana de vida, iniciou-se a suplementacdo de melatonina (10mg/Kg/dia) ou de veiculo
nas progenitoras. As progenitoras foram entdo reagrupadas da seguinte maneira: C, CMel, HF e
HFMel. A suplementacdo contemplou os periodos de preconcepcédo, gestacdo e lactacdo. Na
12% semana de vida, as progenitoras foram submetidas ao acasalamento. As proles nasceram
apos 3 semanas de gestacdo e pelas 3 semanas seguintes, ocorreu a lactacdo. Ao desmame, 0s
filhotes machos foram aleatoriamente agrupados de acordo com as respectivas dietas e
tratamento de suas progenitoras. Os filhotes na 122 semana de vida foram sacrificados.

Fonte: O Autor, 2022.
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2.2 Sacrificio

As progenitoras e os progenitores foram sacrificados uma semana ap6s o desmame da
prole. Os filhotes foram sacrificados na 12a semana de vida. Ap6s 6 horas de jejum, 0s
animais foram submetidos a sobredose anestésica intraperitoneal de Ketamina (240 pg/g) e
Xilazina (15 pg/g). Apos a auséncia de resposta a estimulos dolorosos, a cavidade toraxica foi
exposta para coleta de sangue atraves de puncéo cardiaca do ventriculo direito. As amostras
de sangue foram heparinizadas, o plasma foi separado por centrifugacdo em 712 x g por 15
min e entdo congelado a -80°C. Os figados foram dissecados, fragmentados e fixados em
formalina neutra tamponada 4 % (v/v; tampéao fosfato pH 7,2) em temperatura ambiente para

analise histologica ou congelados a -80°C para RT-qPCR.

2.3 Analises plasmaticas e hepaticas

As concentragdes plasmaticas de alanina transaminase (ALT) e aspartato transaminase
(AST) foram quantificadas pelo metodo cinético UV através de um espectrofotdmetro
semiautomatico (Kits K048 e K049, Bioclin System 1l, Quibasa Ltda, Belo Horizonte, MG,
Brasil). Da mesma forma, as concentracBes plasmaticas e hepaticas de colesterol total (CT) e
triacilglicerdis (TAG) foram determinadas (Kits K083 e K117). As concentracdes de IL-6
foram determinadas por imunoensaio multiplex (HMHEMAG-34K, Millipore, Billerica, MA,
EUA).

2.4 Analise histologica do figado

Os fragmentos de figado previamente fixados em formalina neutra tamponada foram
incluidos em Paraplast plus (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA). A secc¢do do material
foi realizada com espessura de Sum e a coloragdo feita com hematoxilina-eosina (HE). A
estereologia em imagens digitais, capturadas por uma camera digital (Infinity 1, Lumenera,

Ottawa, ON, Canada) acoplada ao microscopio de luz (Leica DMRBE, Wetzlar, Germany),
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foi utilizada para quantificar, através de um sistema-teste de 64 pontos sobrepostos as
fotomicrografias (n = 10/grupo), a densidade de volume de esteatose hepatica (VViesteatose,
figado]) determinada pela razdo entre os pontos parciais que tocaram as goticulas de gordura e

0s pontos totais da grade (Equacéo 1).

V/VEsteatose, figado] = Pp/PT 1)

2.5 Expresséo génica

Para analise quantitativa da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
gPCR), a extracdo de RNA do figado foi realizada a partir do método organico utilizando-se
do TRIzol (Invitrogen, Waltham, MA, EUA). A concentracdo de RNA foi determinada por
espectroscopia através do Nanovue (GE Life Sciences, Boston, MA, EUA) e 1 ug de RNA foi
tratado com 1pul DNAse I (Invitrogen, Waltham, MA, EUA). A sintese de cDNA foi realizada
a partir de primers Oligo dTs. Para realizar o protocolo do RT-qPCR, foi utilizado o
equipamento StepOnePlus (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA) e SYBR
Green mix (Invitrogen, Waltham, MA, EUA). A tata-box protein (Thp) foi o controle
enddgeno usado para normalizar a expressdo dos genes selecionados. Os padrbes de
termociclagem foram: pré-desnaturacdo de 50° C por 2 min e 95° C por 2 min, seguidos por
ciclos de 95° C por 15s e 60° C por 1 min, seguindo um programa de curva de fusdo de 50° C
a 95° C com taxa de aquecimento de 0,5° C por 10 s. Os controles negativos consistiram em
pocos em que o cDNA foram substituidos por 4gua deionizada. A razdo entre a expressao de
RNAm relativa (RQ) foi calculada pela equagdo 224°T, na qual -ACT representa a diferenca
entre 0 nimero de ciclos dos genes alvo e o controle endégeno (46,47). Os iniciadores estdo
descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Sequéncia dos iniciadores senso e antisenso utilizados para quantificar a expressao
de RNAm e suas vias correspondentes.

Iniciadores Sentido (5’ 2 3°) Antisentido (3’ 4 5’)
Gene constitutivo

Thp CAAACTCTGACCACTGCACC CTGCGGTACAATTCCAGAGC
Lipogénese

Fas TCGAGGAAGGCACTACACCT CACCCACTGGAAGCTGGTAT



Srebfl

Beta-oxidacao
Cptlb

Ppara

Inflamacéo
1l-1b

11-6

Tnfa

Estresse do RE
Atf4

Chop

Gadd45

Estresse oxidativo
Cat
Gpx
Gsr
Sod

Via AMPK
Acach
Chrebp
Nr1h3
Prkag?2
Sirtl

Tsc2

Ulk3

ViamTOR
Aktl

Eef2
Eifdebpl

Ir

Mtorcl
Mtorc2
Pik3c2a
Rps6kb1

GCAGTGGTGGTAGTGACTCT

GTCGCTTCTTCAAGGTCTGG
TCGGACTCGGTCTTCTTGAT

TGTAATGAAAGACGGCACACC

TTCTTGGGACTGATGCTGGT
CCACCACGCTCTTCTGTCTA

CCGAGATGAGCTTCCTGAAC
CTGCCTTTCACCTTGGAGAC
GCGAGAACGACATCAACATC

ACATGGTCTGGGACTTCTGG
GTCCACCGTGTATGCCTTCT

CACGACCATGATTCCAGATG
AACCATCCACTTCGAGCAGA

GTATACGGTGGAGGACGAG
CACTGAGTGTCCACCTGTCT
TAGAGAGGCTGCAACACACA
TCACCCAGACACTCCCATC
TCCACGGTGCTGAGGTATAC
ATGGTGTACTGCCTGGAACA
GCCTCCAGATCGTTCTCAGA

GCTGCTCAAGAAGGACCCT
GTGTTCGACGCCATCATGAA
TCTGATGGAGTGTCGGAACT

CAGGAATGGCTTGTTTGGTCTTA

CTCTTTGGCCTGGTGAACAC

ACAGCCAAGTCCTTCAGCAT
ATGGGACCAGTAGTTTGCCA
TGGATTGGTGGAGTTTGGGA

TCAGACACAGAAAGGCCAGT

CGAGGATTCTCTGGAACTGC
TCTTCCCAAAGCTCCTTCAA

TCTTCTTTGGGTATTGCTTGG
CAGGTCTGTTGGGAGTGGTA
CTGATGAGAGGGAGGCCATT

ACCCATGAGGTTTCAAGTGC
CGTTTCCTGGGGATGAGATA
GTTCGTCACCAGCACACAGT

CAAGTTTTTGATGCCCTGGT
TCTGCAGATCGTTCATCTCG
CAGCATAGACGCCTTTGACA
GGTCTCCAACATGCCTCTCT

CGCTTGATGTACTTCACCG
ACGTCGGTTCTCCATCTTGT
TGAATGGACGCTGCTCAAAG
CTCATCCACCACAGGCAAG
GCCACTGTCACTGTTACTGC
TGGCAGAAATGTGTGTGAGC
GCTCTAGAAGTCGCTGCAAC

CATACACATCCTGCCACACG
TCCTTGTCTTTGTCCTCGCT
CTAGTGACCCCAGGAATGGC

TGCAGTGCTATGGCACATTTGA

AGTTGGTGGACAGAGGGATG
CACAAACCTGTGCAACTGCT
GCCTGGATTTGTGCAGTGAT
TCGAGCTTCTTGTGTGAGGT

26

Legenda: Acach, Acetil-coa carboxilase beta; Aktl, Proteina quinase B 1; Atf4, Fator 4 ativador da transcrig&o;
Cat, Catalase; Chop, Proteina homologa a proteina ligadora do CCAAT/potenciador; Cptlb,
Carnitina palmitoil transferase-1b; Chrebp, Proteina de ligacdo ao elemento responsivo a
carboidratos; Eef2, Fator de alongamento eucariético 2; Eif4ebpl, Proteina 1 de ligacdo ao fator de
iniciagio da traducdo eucaridtica 4E; Fas, Acido graxo sintase; Gadd45, Genes de parada de

crescimento e dano ao DNA; Gpx, Glutationa peroxidase; Gsr, Glutationa

redutase; 1l-1b,

Interleucina-1b; 1I-6, Interleucina-6; Ir, Receptor de insulina; Mtorcl, Complexo 1 do alvo da
rapamicina em mamiferos; Mtorc2, Complexo 2 do alvo da rapamicina em mamiferos; Nrlh3,
Receptor nuclear subfamilia 1 grupo H membro 3; Pik3c2a, Polipeptideo alfa contendo o dominio
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C2 de fosfatidilinositol-4-fosfato 3-quinase; Ppara, Receptor ativador da proliferacdo peroxissomal
alfa; Prkag2, Proteina quinase ativada por AMP ndo-catalitico subunidade gama-2; Rps6kbl,
Proteina ribossémica s6 quinase B1; Sirtl, Sirtuina 1; Sod, Superdxido dismutase; Srebfl, Fator de
transcricdo de ligacdo ao elemento regulador de esterol 1; Tbp, Proteina de ligagdo TATA; Tnfa,
Fator de necrose tumoral alfa; Tsc2, Hamartina; Ulk3, Quinase 3 semelhante a unc-51.

Fonte: O autor, 2022.

2.6 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism v. 9.4.0 para
Windows (San Diego, CA, EUA). Os dados foram testados para normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk para pequenas amostras e para homoscedasticidade das variancias pelo teste de
Bartlett. Em seguida, os dados foram apresentados em média e desvio padréo e as diferengas
foram analisadas por teste T de Welch (em comparacdo de dois grupos) ou ANOVA de dois
fatores (em comparacdes de quatro grupos), seguida pelo pds-teste Tukey de comparacdes
maltiplas. A diferencga foi considerada estatisticamente significativa quando o P valor < 0,05
(48).



28

3 RESULTADOS

3.1 Progenitoras

Para descricdo dos dados relativos as progenitoras na Tabela 3, 0os marcos temporais
foram descritos a partir dos seguintes momentos: o inicio das dietas experimentais, na 42
semana de vida; o inicio da administracdo de melatonina, que ocorreu na 10% semana de vida;

e 0 acasalamento, que ocorreu na 122 semana de vida.

Tabela 3 - Massa corporal, ingestdo alimentar, dados plasmaticos e hepéticos das

progenitoras.
Dados Grupos

Antes do acasalamento C CMel HF HFMel

Antes da administracdo de melatonina

MC (g, n=20) 17,6+0,85 18,9+0,78 a

IA (g/animal/dia, n=20) 1,4+0,17 1,4+0,14

IE (kJ/animal/dia, n=20) 23,5+2,86 28,9+2,90 a

Ap6s a administracdo de melatonina

MC (g, n=10) 19,440,72 19,941,39 21,5+0,79 a 20,5+0,45

Apos o acasalamento

MC (g, n=10) 21,6+0,73 21,9+0,93 23,9+0,70a 22,3+0,80 b
TAG hepético (mg/dL/g, n=5) 1,8+0,21 2,140,22 2,5+0,62 a 1,6£0,24 b
TAG plasmético (mg/dL, n=5) 54,9+3,00 56,9+1,51 61,8+1,61 a 60,1+2,15
CT hepético (mg/dL/g, n=5) 0,97+0,01 0,95+0,03 1,02+0,02a  0,96%0,02 b
CT plasmatico (mg/dL, n=5) 99,7+1,10 102,4+2,14 1134+261a 111,3+1,10

Legenda: Dados apresentados como média + desvio padréo, analisados pelo teste t de Welch ou ANOVA de dois fatores, e
pos-teste de Tuckey. P<0.05, onde, a # C; b# HF. C, grupo controle; CT, colesterol total; HF, grupo high-fat;
IA, ingestdo alimentar; IE, ingestdo energética; MC, massa corporal; Mel, suplementados com melatonina;
TAG, triacilglicerol.

Fonte: O autor, 2022.

Antes do acasalamento e do inicio da administracdo de melatonina, a massa corporal
aumentou +7% na comparacdo HF vs. C. Adicionalmente, apesar de ndo haver diferenga na
ingestdo alimentar entre as progenitoras, a ingestdo energética aumentou +23% na
comparacdo HF vs. C, devido ao maior valor energetico atribuido a dieta high-fat. Apo6s o

inicio da administracdo de melatonina, a massa corporal das progenitoras manteve-se maior
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(+11%) na comparagdo HF vs. C. Contudo, ndo houve diferenca da massa corporal na
comparacdo HFMel vs. HF.

Ap0s o acasalamento, a massa corporal foi maior no grupo HF em comparagdo com o
grupo C (+11%) e menor no grupo HFMel em comparacdo com o grupo HF (-7%). Além
disso, marcadores do metabolismo de lipideos das progenitoras HF apresentaram-se
aumentados tanto a niveis plasmaticos (TAG +13%; CT: +14%) quanto hepaticos (TAG:
+39%; CT: +5%). Entretanto, nas progenitoras HFMel comparadas as HF, as concentracfes
hepaticas de TAG e CT se apresentaram diminuidas (TAG: -30%; CT: -10%), enquanto que o
TAG e TC plasmaticos ndo foram alterados.

3.2 Proles

A partir deste paragrafo e até o final desta secdo, todos os resultados descritos sao

relativos as proles machos. A massa corporal, ingestdo alimentar, dados plasmaticos e

hepaticos relativos as proles estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Massa corporal, ingestdo alimentar, dados plasmaticos e hepaticos das proles.

Grupos
Dados
C CMel HF HFMel

MC ao nascer (g, n=10) 1,20+0,03 1,40+0,04 a 1,50+0,05 a 1,40+0,03
MC ao desmame (g, n=10) 6,40+0,32 7,10+0,21 a 8,70+3,4 a 8,20+0,10
MC trés meses (g, n=10) 20,5+0,40 20,7+0,42 22,6+0,32 a 20,7+0,45b
IA (g/animal/dia, n=10) 1,50+0,04 1,50+0,07 1,70+0,02 a 1,50+0,05 b
IE (kJ/animal/dia, n=10) 24,20+0,70 24,30+1,10 27,80+0,30 a 25,0+0,81 b
Massa hepatica (g, n=10) 0,70+0,02 0,70+0,06 0,80+0,04 a 0,70£0,02 b
Massa hepatica/MC (%, n=10) 3,40+0,21 3,40£0,30 3,60+0,17 3,50+0,16
TAG hepético (mg/dL/g, n=5) 1,8+0,4 1,84+0,5 3,70+0,32 a 2,60+0,45 b
CT hepatico (mg/dL/g, n=5) 0,90+0,02 0,90+0,01 1,0£0,05 a 0,90+0,03 b
TAG plasmatico (mg/dL, n=5) 62,50+2,21 60,30+7,45 75,70+1,44 a 60,6+£2,2 b
CT plasmatico (mg/dL, n=5) 99,80+1,46 101,50+1,15 120,0+3,8a  100,10+0,72 b
AST plasmatica (U/L, n = 5) 98,6+16,0 129,8+43,5 206,2+18,6 a 130,5+£22,7 b



30

ALT plasmética (U/L. n = 5) 23,4+4,1 19,40+3,64 34,4+2,7 a 25,80+3,03 b

IL-6 plasmatica (pg/mL, n = 5) 7,10£1,20 8,50+2,00 13,60+2,00 a 7,60+1,17 b

Legenda: Dados apresentados como média + desvio padrdo, analisados pelo ANOVA de dois fatores e pos-teste
de Tuckey. P<0.05, onde, a# C; b# HF. ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato
aminotransferase; C, grupo controle; CT, colesterol total; HF, grupo high-fat; 1A, ingestdo
alimentar; IE, ingestdo energética; 11, interleucina; Mel, suplementados com melatonina; MC, massa
corporal; TAG, triacilglicerol.

Fonte: O autor, 2022.

3.2.1 A suplementacdo de melatonina nas progenitoras modula o ganho de massa corporal e

ingestdo alimentar das proles

Foram apresentadas as mensuragdes de massa corporal nos seguintes momentos: ao
nascer, ao desmame e aos trés meses de idade. Ao nascer, a massa corporal foi ligeiramente
maior na comparacdo do grupo CMel vs. grupo C (+17%) e acentuadamente maior na
comparacdo do grupo HF vs. Grupo C (+25%). Ao desmame, este padrdo da massa corporal
se manteve tanto na comparacdo do grupo CMel vs. grupo C (+11%), como na comparacao
do grupo HF vs. grupo C (+36%). Entretanto, aos trés meses de idade, ndo houve diferenca na
massa corporal das proles CMel vs. C. Além disso, apesar de ndo ter havido diferenca na
massa corporal na comparagdo do grupo HFMel vs. grupo HF ao nascer e nem ao desmame,
no terceiro més de idade, entretanto, houve uma reducéo de -8% na massa corporal no grupo
HFMel em comparacdo com o grupo HF.

A ingestdo alimentar foi aumentada (+13%) na comparagéo do grupo HF vs. grupo C e
reduzida (-12%) na comparacdo do grupo HFMel vs. grupo HF. A ingestdo energética foi
maior (+15%) na comparacdo dos grupos HF vs. C, e menor (-10%) no grupo HFMel vs.
grupo HF.

Foi notorio o aumento da massa hepatica (+14%) na comparacdo do grupo HF vs.
grupo C e houve reducdo (-13%) da massa hepatica no grupo HFMel vs. grupo HF.
Entretanto, quando foi considerada a razdo entre a massa hepética e a massa corporal, ndo

houve diferencgas entre os grupos estudados.
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3.2.2 A suplementacdo de melatonina nas progenitoras melhora o metabolismo lipidico e a

funcdo hepética das proles adultas

Em relacdo ao metabolismo lipidico, foram determinadas as respectivas concentragdes
hepéticas e plaméticas de TAG e CT. No figado, comparando o grupo HF vs. grupo C, ambos
se apresentaram aumentados (TAG: +106%; CT: +11%) e, comparando o grupo HFMel vs.
grupo HF, esses valores foram reduzidos (TAG: -30%; CT: -10%). No plasma, o TAG e CT,
comparando HF vs. C, ambos se apresentaram aumentados (TAG: +21%; CT: +20%) e,
comparando o grupo HFMel vs. grupo HF, esses valores foram reduzidos (TAG: -20%; CT: -
17%).

Para avaliar a funcdo hepatica, foram determinadas as respectivas concentracfes de
AST e ALT no plasma. Ambas se apresentaram aumentadas (AST: +109%; ALT: +47%) na
comparagdo do grupo HF vs. grupo C e reduzidas (AST: -37%; ALT: -25%) no grupo HFMel
vs. grupo HF. Adicionalmente, a 1L-6 plasmatica se apresentou aumentada (+92%) na

comparacédo do grupo HF vs. grupo C e reduzida (-44%) no grupo HFMel vs. grupo HF.

3.2.3 A suplementacdo de melatonina nas progenitoras reduz a esteatose hepdtica das proles

adultas

N&o foi observada esteatose hepatica significativa nos grupos C e CMel. Entretanto, na
comparacdo entre os grupos HF vs. C, houve um aumento de +215% na densidade de
esteatose hepética, VViesteatosey NO grupo HF. Houve também uma reducdo de -50% na
densidade de volume de esteatose hepética no grupo HFMel em comparacdo com o grupo HF
(Figura 2).
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Figura 2 - A suplementacdo de melatonina em progenitoras obesas reduziu a esteatose
hepatica nas proles adultas.
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Legenda: C, grupo controle; HF, grupo high-fat; Mel, suplementados com melatonina; Vv, densidade

de volume da esteatose hepatica.

Nota: A — Fotomicrografias do figado das proles adultas. Os cortes foram corados com hematoxilina-
eosina e as imagens foram capturadas com o mesmo aumento (40x). Os grupos estdo
identificados no canto superior esquerdo. O grupo HF apresenta esteatose bem pronunciada
(indicado pelas setas pretas), que foi reduzido no grupo HFMel (setas abertas). B — Estimativa
da densidade de volume da esteatose hepética (média + DP). Significancia estatistica:
**p<0,01; ***P<0,001.

Fonte: O Autor, 2022.

3.2.4 A suplementacdo de melatonina nas progenitoras melhora a expressdo génica de

marcadores do metabolismo lipidico no figado das proles adultas

A expressdo de RNAm relacionados ao metabolismo lipidico no hepatécito estdo
mostrados na Figura 3. Fas € um gene relativo a uma enzima lipogénica regulado por Srebfl,
e ambos se apresentaram respectivamente aumentados (+66%; +35%) na comparacdo do
grupo HF vs. grupo C e reduzidos no grupo HFMel vs. grupo HF (-44%; -45%; Fig. 3A-B).
Por outro lado, a expressdao de RNAm do Ppara e Cpt-1b, envolvidos na beta-oxidagéo, se
apresentaram respectivamente reduzidos (-57%; -97%) na comparacao entre o grupo HF vs.
grupo C e bastante aumentados no grupo HFMel vs. grupo HF (+232%; +4024%; Figura 3C-
D).
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Figura 3 - A suplementacéo de melatonina em progenitoras obesas reduziu a expressdo génica
de marcadores da lipogénese e aumentou a de marcadores da beta-oxidacdo no
figado das proles adultas.
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Legenda: C, grupo controle; Cptl, Carnitine palmitoyltransferase-1b; Fas, Fatty acid synthase; HF,
grupo high-fat; Mel, suplementados com melatonina; Ppara, Peroxisome proliferator-
activated receptor; Srebfl, Sterol regulatory element binding transcription factor 1.

Nota: Expressdo génica de Fas (A), Srebfl (B), Ppara (C) e Cptlb (D). Dados expressos em média £
DP. Significancia estatistica: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Fonte: O Autor, 2022.

3.2.5 A suplementacdo de melatonina nas progenitoras melhora a expressdo génica de

marcadores pro-inflamatorios e do estresse do reticulo endoplasmético no figado das proles

adultas

A expressdo de RNAm de marcadores pré-inflamatorios, Il-1b, 1I-6 e Tnfa, se
apresentaram aumentados no grupo HF vs. grupo C (+50%; +297%; +500%, respectivamente;
Figura 4A-C). Por outro lado, a expressio de RNAm de 1lI-6 e Tnfa, se apresentaram

diminuidos no grupo HFMel (-37%; -39%, respectivamente) na comparagao com o grupo HF.
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Junto a isso, a expressdo de RNAm relativas ao estresse do reticulo endoplasmatico, se

apresentaram aumentadas no grupo HF vs. grupo C (Chop: +302%; Gadd45: +92%;

Atf4:+117%; Figura 4D-F). Contrariamente, houve uma restauracdo da expressao de RNAmM
do Chop e Atf4 no grupo HFMel vs. grupo HF (Chop: -91%; Atf4: -77%).

Figura 4 - A suplementacédo de melatonina em progenitoras obesas reduziu a expressdo génica
de marcadores pro-inflamatorios e do estresse do reticulo endoplasmatico no

figado das proles adultas.
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Legenda: Atf4, Activating transcription factor 4; C, grupo controle; Chop, CCAAT/-enhancer-binding
protein homologous protein; Gadd45, growth arrest and DNA-damage-inducible protein;
HF, grupo high-fat; Il, interleucina; Mel, suplementados com melatonina; Tnfa, tumor

necrosis factor alpha;

Nota: Expressdo génica de IlI-1b (A), 11-6 (B), Tnfa (C), Chop (D), Gadd45 (E) e Atf4 (F). Dados
expressos em média + DP. Significancia estatistica: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.
Fonte: O Autor, 2022.

3.2.6 A suplementacdo de melatonina nas progenitoras atenua o estresse oxidativo no figado

das proles adultas

A expressdo de RNAm das enzimas antioxidantes estava aumentada na comparagéo do
grupo HFMel vs. grupo HF (Sod: +43%; Gpx: +134%; Gsr: +205%; Figuras 5A-C). Além
disso, a expressdo do Cat estava aumentada no grupo CMel vs. grupo C (Figura 5D).
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Figura 5 - A suplementacdo de melatonina em progenitoras obesas aumentou a expresséo
génica de enzimas antioxidantes no figado das proles adultas.
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Legenda: C, grupo controle; Cat, catalase; Gpx, glutathione peroxidase; Gsr, glutathione-disulfide
reductase; HF, grupo high-fat; Mel, suplementados com melatonina; Sod, superoxide
dismutase.

Nota: Expressdo génica de Gpx (A), Gsr (B), Sod (C) e Cat (D). Dados expressos em média + DP.

Significancia estatistica: *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

Fonte: O Autor, 2022.

3.2.7 A suplementacdo de melatonina nas progenitoras desempenha um papel requlador na via
AMPK do figado das proles adultas

A expressdo de RNAm relativa a via da AMPK estava alterada na comparagéo entre 0s
grupos HF vs. C: Prkag2 (-70%, Figura 6A), Acacb (-40%, Figura 6B), Chrebp (+55%,
Figura 6C), Nr1h3 (+60, Figura 6D), Tsc2 (+50%, Figura 6E), UIk3 (-50%, Figura 6F) e Sirtl
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(-85%, Figura 6G). Entretanto, a suplementacdo materna de melatonina restaurou a expressao
desses marcadores na comparacgao entre os grupos HFMel vs. HF: Prkag2 (+180%), Acacb
(+130%), Chrebp (-50%), Nr1h3 (-50%), Tsc2 (-50%), Ulk3 (+120%) e Sirtl (+730%).

Figura 6 - A suplementacdo de melatonina em progenitoras obesas regula a expressao génica
de marcadores da via AMPK no figado das proles adultas.
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Legenda: Acach, acetyl-coa carboxylase beta; C, grupo controle; Chrebp, carbohydrate-responsive
element-binding protein; HF, grupo high-fat; Mel, suplementados com melatonina; Nr1h3,
nuclear receptor subfamily 1 group H member; Prkag2, protein kinase AMP-activated non-
catalytic subunit gamma 2; Sirtl, sirtuin 1; Tsc2, tuberous sclerosis complex 2; UIk3, unc-
51-like kinase 3.

Nota: Expressdo génica de Prkag2 (A), Acacb (B), Chrebp (C), Nr1h3 (D), Tsc2 (E), UIk3 (F) e Sirtl
(G). Dados expressos em média + DP. Significancia estatistica: *P<0,05; **P<0,01;
***p<0,001.

Fonte: O Autor, 2022.
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3.2.8 A suplementacdo de melatonina nas progenitoras desempenha um papel requlador na via

MTOR do figado das proles adultas

A via mTOR desempenha func¢Ges antagbnicas & AMPK, participando de processos
anabdlicos como a lipogénese. A expressdo de RNAm da via mTOR aumentou no grupo HF
vs. grupo C: Mtorcl (+77%, Figura 7A), Mtorc2 (+18%, Figura 7B), Rps6kbl (+166%,
Figura 7C), Pik3c2a (+219%, Figura 7D), Ir (+196%, Figura 7E) e Akt (+263%, Figura 7H).
Por outro lado, a expresséo génica de Eef2 (Figura 7F) estava aumentado nos grupos CMel
(+105%) e HFMel (+375%) comparados aos seus respectivos grupos ndo tratados, C e HF. A
expressao génica do Eif4ebpl ndo apresentou diferenca entre os grupos (Figura 7G).

A expressdo génica foi restaurada na comparacdo entre os grupos HFMel vs. HF:
Mtorcl (-76%), Mtorc2 (-30%), Pik3c2a (-42%) e Akt (-69%) (Figura 7A, 7B, 7D, 7H).
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Figura 7 - A suplementacdo de melatonina em progenitoras regula a expresséo génica de
marcadores da via mTOR no figado das proles adultas
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Legenda: Aktl, protein kinase B 1; C, grupo controle; Eef2, eukaryotic translation elongation factor
2; Eifdebpl, eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1; HF, grupo high-fat;
Ir, Insulin receptor; Mtorcl, mammalian target of rapamycin complex 1; Mtorc2,
mammalian target of rapamycin complex 2; Mel, suplementados com melatonina; Rps6kb1,
ribosomal protein s6 kinase Bl; Pik3c2a, phosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase C2
domain-containing alpha polypeptide.

Nota: Expressdo génica de Mtorcl (A), Mtorc2 (B), Rpsékbl (C), Pik3c2 (D), Ir (E), Eef2 (F),
Eifdebpl (G) e Aktl (H). Dados expressos em média + DP. Significancia estatistica: *P<0,05;
**p<0,01; ***P<0,001.

Fonte: O Autor, 2022.
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4 DISCUSSAO

Modelos experimentais estabeleceram a relacdo entre obesidade parental e alteracdes
metabdlicas de suas proles (49,50). Especificamente, progenitoras com obesidade induzida
por dieta hiperlipidica podem apresentar resisténcia a insulina, intolerdncia a glicose,
dislipidemia e inflamacdo de baixo grau, o que pode ser transmitido para as proximas
geracOes (51,52). Nesse contexto, intervencdes em progenitoras durante os periodos criticos
do desenvolvimento — preconcepcdo, gestacdo e lactacdo — podem apresentar-se como uma
estratégia de protecdo contra as alteragdes metabolicas e hepaticas na vida adulta de seus
descendentes (53,54).

A obesidade materna afeta o metabolismo de machos e fémeas de maneiras distintas, o
que é conhecido por dimorfismo sexual (55). Os depdsitos de tecido adiposo branco das
fémeas sdo predominantemente subcutaneos e produzem grandes quantidades de
adiponectina, um hormonio sensibilizador da insulina. Contrariamente, os depositos desse
tecido nos machos sdo predominantemente viscerais e secretam citocinas pré-inflamatorias
que sdo associadas com a DHGNA (56). Ao serem insultados pelo metabolismo deletério de
suas progenitoras com obesidade, as proles de machos apresentaram alteracbes mais
significativas e, por isso, os filhotes machos foram objeto do estudo deste trabalho.

A melatonina foi proposta como uma estratégia para prevenir DCNTs. No entanto, seu
pico enddgeno corresponde a fase de vigilia em roedores noturnos e, contrariamente, a fase de
sono em humanos diurnos. Além disso, a sensibilidade humana & insulina e a tolerancia a
glicose sdo mais altas no inicio da manha e diminuem no inicio do sono, o que é o oposto do
gue acontece nos roedores noturnos (57). Apesar dessas diferencas, 0 modelo de roedor ainda
¢ uma boa escolha para estudar experimentalmente o papel da melatonina em distarbios
metabolicos (29).

Os desfechos da suplementacdo materna de melatonina em proles adultas estéo
associados aos efeitos protetores presentes nos diferentes periodos criticos do
desenvolvimento: 1) na preconcepg¢do, por estar associada a maior qualidade da ovulacéo
(58), contra o estresse oxidativo associado a resisténcia a insulina (59) e até na formacgéo dos
espermatozoides (60); 2) na gestacdo, por interagir com a placenta e a circulacdo materno-
fetal (61); 3) na lactacdo, por interagir com as glandulas mamarias e fazer parte da

composicao do leite (38).
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A melatonina tem sido investigada no tratamento de distarbios metabdlicos humanos
com doses variando de 5 a 20 mg/dia em diferentes esquemas de duragéo (62). Neste estudo, a
melatonina foi administrada nas progenitoras em uma dose de 10 mg/Kg/dia, indicada para
garantir seus efeitos no periodo critico de desenvolvimento em camundongos (29). A
suplementacdo exdgena de melatonina durante os periodos criticos do desenvolvimento pode
beneficiar tanto a progenitora quanto o feto, principalmente por causa de seus efeitos
antioxidantes e imunomoduladores (63). Além disso, o modelo utilizado reproduz o
comprometimento do metabolismo da prole devido a obesidade da progenitora, causando,
entre outros distlrbios, esteatose hepatica na prole (25,49). E bem descrito na literatura que
uma alta ingestdo de gordura saturada pode levar, além da obesidade, a resisténcia a insulina,
intolerancia a glicose, dislipidemia e inflamacéo de baixo grau (64), que pode ser transmitida
para as proximas geracdes (51).

As progenitoras HF apresentaram aumento da ingestdo energética e tornaram-se
obesas. Consequentemente, suas proles HF apresentaram maior peso corporal do que as proles
C. Além disso, a obesidade materna disponibiliza mais acidos graxos e aumenta a expressao
dos transportadores de glicose no tecido adiposo fetal, levando ao aumento da adiposidade e
resisténcia a insulina na prole adulta (15). Esses fendmenos podem justificar como a
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia e alto contetdo de TAG e CT hepéticos foram
observados nas proles HF. Por outro lado, a suplementacdo materna de melatonina atenuou o
aumento da massa corporal da prole, através de um mecanismo ainda pouco claro.

O tecido adiposo visceral quando esta acima de sua capacidade de armazenamento de
lipidios, regula positivamente a lipdlise, liberando &cidos graxos livres na veia porta e
depositando-0s nos hepatdcitos (64). Além disso, o aumento das enzimas hepaticas e dos
marcadores moleculares esta relacionado a esteatose hepatica com lesdo tecidual (65,66).
Portanto, a melatonina pode interagir com os hepatocitos, melhorando o metabolismo lipidico,
uma vez que as enzimas lipogénicas e de beta-oxidacdo podem ser reguladas pela melatonina
(67).

A suplementacdo materna de melatonina pode reduzir a esteatose hepética da prole,
possivelmente devido a diminuigdo do conteddo de TAG e melhora da fungdo hepética
(67,68). Alem disso, a melatonina atenua a disfungdo mitocondrial e 0 estresse oxidativo,
preservando a fungédo hepatica (69). Consequentemente, as proles HFMel podem herdar uma
oxidacdo do TAG mitocondrial mais eficiente (o colesterol total ndo estd diretamente

relacionado ao desempenho mitocondrial).
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A melatonina parece interferir nas diferentes etapas do metabolismo do colesterol,
reduzindo o colesterol extra e intracelular (70). Da mesma forma, roedores com
hipercolesterolemia induzida por dieta e tratados com melatonina melhoram seu perfil de
colesterol plasmatico (71). Neste estudo, as proles HFMel apresentaram baixo TAG e CT
plasmaticos. E importante ressaltar que nio houve administracéo direta de melatonina a prole.

Nesse estudo, a melatonina regulou negativamente a expressdo de RNAm de Srebfl e
Fas, fatores de transcricdo que regulam a expressao de enzimas lipogénicas, e regulou
positivamente a expressdo de RNAm de oxidacdo de acidos graxos, o Ppara, e um catalisador
da oxidacdo mitocondrial, Cpt-1b (24). Essas alteracdes sugerem um efeito anti-esteat6tico
induzido pela melatonina durante os periodos criticos de desenvolvimento, que € expresso
tanto no nivel tecidual quando no sisttmico por atenuar a esteatose macro e microvesicular,
diminuindo as transaminases séricas e a massa corporal.

O estresse oxidativo induzido por dieta hiperlipidica demanda muito do sistema
antioxidante enddégeno e da resposta imunoldgica, o que pode ser recuperado pelas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias da melatonina (72). Notavelmente, a
melatonina é um poderoso antioxidante polivalente, por atuar como um eliminador de radicais
livres e por estimular as enzimas antioxidantes enddgenas (73).

Neste trabalho, a maior parte das enzimas antioxidantes, Gpx, Gsr e Sod, foram
reguladas positivamente pela melatonina no figado da prole HFMel. Particularmente, o dano
oxidativo as biomoléculas associado a resisténcia a insulina relacionada a obesidade pode
levar ao estresse do reticulo endoplasmatico nos hepatécitos (74), o que é demonstrado neste
estudo pela regulagéo positiva de Chop, Gadd45 e Atf4 nas proles HF. Por consequéncia da
administracdo de melatonina, a resposta as proteinas mal-dobradas pode ter sido melhorada,
para entdo reduzir o estresse do reticulo endoplasmatico pela regulacdo negativa de Chop e
Atf4. Além disso, a melatonina reduziu muitos dos marcadores pro-inflamatorios analisados e,
combinado com a diminuicdo do estresse oxidativo e do estresse do reticulo endoplasmatico,
houve uma melhora geral com a diminuigéo da esteatose hepatica na prole HFMel.

Existe uma ligacdo estreita, embora ndo direta, entre a expressdo do RNAmM e a
protedmica. 1sso ocorre porque 0 RNAm reporta 0 genoma e reflete processos relacionados a
atividade de fatores de transcricdo, regulacdo epigenética e eventos de processamento do
RNA (75). No entanto, a expressdo de RNAmM néo reflete a ativagdo de proteinas de vias
fosforilaveis, como a AMPK e mTOR (76). Trata-se, portanto, de uma limitacdo deste estudo

a auséncia das analises das proteinas pelo Western Blotting. Ainda que esta técnica seja um
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método de escolha para analise de proteinas, ha limitacdes que muitas vezes a torna ndo
reprodutivel (77).

A desregulacdo da expressdo do génica da via mTOR pode estar associada a
progressdo da DHGNA por promover a lipogénese e inibir a autofagia e a lipofagia (78).
Além disso, fatores de crescimento como a insulina estimulam o Pik3c2 pelo Ir, que ativa o
Aktl levando a inibicdo do Tsc2 e ativacdo do mTORC1. Além disso, 0 mMTORCL1 regula
negativamente a atividade do mTORC2 (79). A via da mTORCL1 estimula a lipogénese pelo
trafego, processamento e transcricdo de Srebfl e inibe o UIk3, responsavel por iniciar a
autofagia, o que induz o estresse do reticulo endoplasmatico (80,81). Ainda, nesse estudo, a
via da mTOR foi regulada positivamente na prole HF e atenuada na prole HFMel. No entanto,
a AMPK — sua subunidade y2 ¢ codificada pelo gene Prkag2 — inibe mTOR por vérios
mecanismos, que incluem fosforilacdo e ativacdo do Tsc2 (82).

Quando as concentracbes de ATP intracelular reduzem, é essencial que a célula
minimize o consumo de energia para evitar exaurir 0S recursos remanescentes, para isso as
células eucariontes desenvolveram um sistema modulador baseado na disponibilidade de
energia, onde o regulador chave é a proteina quinase ativada por AMP (AMPK) (83).
Marcadores regulados por AMPK como a Acacb, Sirtl e o Nrlh3 estdo sendo investigados
como alvos terapéuticos da NAFLD por estarem envolvidos na homeostase de lipideos
(84,85). Similarmente, o ChREBP, um regulador do metabolismo de glicose e a Eef2, um
regulador negativo da elongacéo de proteinas, sdo regulados por AMPK (86,87).

De modo geral, a via da mTOR desempenha processos metabdlicos a partir da
disponibilidade de nutrientes, ou seja, no anabolismo, enquanto a AMPK predomina em
processos de escassez, no catabolismo. Portanto, a desregulacdo desses processos pela dieta
(comparacdo HF vs. C) foi recuperada pela melatonina (comparacdo HFMel vs. HF; Figura
8). Assim, uma melhora geral na expressdo génica da via AMPK/mTOR no figado foi

observada na prole adulta HFMel.
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Figura 8 — Resumo gréfico

(-) Inflamacao
(-) Lipogénese
(-) Estres

(+) Sistema antioxidante
(+) Beta-oxidacdo

(-) Ganho ponderal

(-) Ingestdo alimentar (-) Esteatose hepatita~ — __ (+) AMPK

~

Prole Tecido hepatico Hepatacito

Nota: A melatonina interage com o ambiente obesogénico durante os periodos criticos do
desenvolvimento (pré-concepcdo, gestacdo e lactacdo) diminuindo o ganho ponderal e a
ingestdo alimentar materna e atenua a progressao da doenga hepatica gordurosa nao alcéolica
(DHGNA) dos filhotes adultos, em niveis sistémicos, teciduais e celulares.

Fonte: O Autor, 2022.
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CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que suplementacdo de melatonina materna, durante a gestagédo
e lactacdo, exerceu efeitos protetores no metabolismo hepéatico e na patogénese da esteatose
hepética da prole na vida adulta. Nos hepatdcitos, marcadores da lipogénese, beta-oxidacao,
inflamacéo, estresse oxidativo, estresse do RE e AMPK/mTOR foram afetados positivamente,
0 que retardou a progressdo da DHGNA na prole. No entanto, mais estudos Sa0 necessarios
para elucidar os mecanismos protetores exercidos pela melatonina sobre as origens

desenvolvimentistas da DHGNA.
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Adult mice offspring of obese mothers supplemented with melatonin show
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Feywords: Atms: To inwvestigate, in the hver of adult offspring, the poszible effeets of melatonin supplementation in the obese
Maternal obesity mother during pregnancy and lactation.

Fetal programming Main methods: C57BL/6 females were fed with a eontrol (C) or a high-fat (HF) diet and supplemented with mela-
aflammation tonin (Mel) during the pregnaney and lactation, forming the groupe: C, CMel, HF, and HFMel. After weaning un-
;":E;‘E:c“f“’ til three months old, the offspring only received the C dict.

FKey findings: The HF mothers and their offspring showed higher body weight (BW) than the C mothers and off-
spring. However, at 3-mo-old, BW was reduced in HFMel va. HF offspring. Also, plasmatic and liver lipid markers
increased m HF wa. C offspring but were reduced in HFMel w=. HF offspring. Liver lipid content was lessened in
HFMel vs. HF offspring by 50 %. Also, lipid metabolism, pro-inflammatory and endoplasmic retieulum (ER)
stress genes were higher expressed in HF vs. C offspring but reduced in HEMel vs. HF offspring. Contrarily, beta-
ocxidation and antioxidant enzyme genes were less expressed in HF ve. C offspring but improved in HFMel vs. HF
offspring. Finally, AMPE,/mTOR pathway genes, initially dysregulated in the HF, were restored in the HFMel off-
spring.

Significance: The obese mother leads to liver alterations i the offspring. Current findings demonstrared the ma-
ternal melatonin supplementation during pregnancy and lactation in adult offspring’s liver. Consequently, the ef-
fects were zeen in mitigating the liver's AMPE/mTOR pathevay genes, lipogenesiz, beta-oxidation, inflammation,
oxidative stress, and ER stress, preventing liver disease progression mn the offspnng.

1. Introduction her offspring’s phenotype, with changes that persist into adulthood
[1-3]. Therefore, we must fight with all possible strategies against obe-

A significant challenge in people’s health is the growing prevalence sity [4,5].
of obesity and its comorbidities, which limits the quality of life and has Maternal obesity strongly predicts offspring obesity in humans [6]
a high cost for the health system. In addition, the obese mother changes and mice [1]. Thus, early life corresponds to a critical developmental
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