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RESUMO

NAGAGATA, Brenda Akemi. Suplementacdo de melatonina em maes obesas: Efeitos na
ilhota pancreética, tecido adiposo branco e marrom, e hipotdlamo na prole adulta de
machos. 2024. 95 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2024.

O estudo foi projetado para investigar possivel efeitos da suplementacdo de melatonina
as maes com obesidade e a satde dos filhos quando adultos. Métodos: Fémeas C57BI/6 (maes)
foram divididas em dois grupos com base na dieta: controle (C, 17% kJ lipidio) ou hiperlipidica
(HF, 49% kJ lipidio) e acasaladas com machos alimentados com dieta controle. Durante a
gestacdo e a lactacdo, metade das mées C e HF recebeu suplementacéo diaria de melatonina (10
mg/kg), enquanto a outra metade recebeu igual volume de veiculo, formando os grupos C,
CMel, HF e HFMel (n=10/grupo). Apds o desmame e até 12 semanas de idade, os filhotes
receberam apenas a dieta C. Foram analisados a biometria, bioguimica plasmaética,
imunohistoquimica, a expressdo génica da ilhota pancreatica, do tecido adiposo branco
subcutaneo (TABSs) e tecido adiposo marrom interescapular (TAMI), a expressdo de proteinas
e genes no hipotalamo. Resultados: As maes HF e seus filhotes apresentaram maior massa
corporal, intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e menor sensibilidade & insulina em
comparacdo com as médes C e seus filhotes. No entanto, mées e filhotes HFMel mostraram
melhorias significativas no metabolismo da glicose e redugdo da massa corporal em
comparagao com as maes e filhotes HF. Na ilhota pancreética dos filhotes, observou-se aumento
nos marcadores pro-inflamatorios e de estresse de reticulo endoplasmatico (RE) nos filhotes
HF, com reducéo nos filhotes HFMel e as enzimas antioxidantes foram menos expressas nos
filhotes HF, mas aumentaram nos filhotes HFMel. Além disso, houve aumento da massa de
células beta e hipersecrecdo de insulina nos filhotes HF, enquanto os filhotes HFMel
apresentaram diminuicdo desses parametros. Comparando os filhotes HFMel com os filhotes
HF, houve reducdo nos depdsitos de gordura e nos marcadores pro-inflamatérios plasmaticos,
e os adipdcitos do TABs apresentaram fendtipo bege, acompanhado pela ativacdo do receptor
beta-3 adrenérgico e da UCP-1, compativel com atividade termogénica do TAMi. Filhotes
HFMel também mostraram reducdo nos marcadores de neuroinflamacdo no hipotadlamo e
diminuicdo da expressdo génica e proteica do neuropeptideo Y (NPY, anabdlico) e aumento da
expressao génica de proopiomelanocortina (POMC, catabdlico). A analise dos componentes
principais (ACP) separou os filhotes HF dos filhotes HFMel, indicando o beneficio da
suplementacdo materna com melatonina. Conclusdo: Os efeitos benéficos da suplementacéo de
melatonina em maes com obesidade refletiram-se, nos filhotes adultos, no remodelamento e na
funcdo das ilhotas pancreaticas mais adequados, com reducédo da inflamacdo, estresse oxidativo
e estresse do RE, resultando em um melhor controle dos niveis de glicose e insulina nas ilhotas
pancreaticas. Adicionalmente, a melatonina contribuiu para 0 aumento do amarronzamento do
TABs, aprimorou a termogénese no TAMi e mitigou a inflamacdo no hipotdlamo e nos
neurotransmissores reguladores do apetite.

Palavras-chave: DOHaD; melatonina; ilhota pancreatica; tecido adiposo; hipotalamo.



ABSTRACT

NAGAGATA, Brenda Akemi. Melatonin supplementation in obese mothers: Effects on
pancreatic islets, white and brown adipose tissue, and hypothalamus in adult male offspring.
2024. 95 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

The study was designed to investigate the potential effects of melatonin supplementation
in obese mothers on the health of their offspring in adulthood. Methods: Female C57BI/6 mice
(mothers) were divided into two groups based on diet: control (C, 17% kJ lipid) or high-fat (HF,
49% kJ lipid) and mated with males fed a control diet. During pregnancy and lactation, half of
the C and HF mothers received daily melatonin supplementation (10 mg/kg), while the other
half received an equal volume of vehicle, forming the groups C, CMel, HF, and HFMel
(n=10/group). After weaning and until 12 weeks of age, offspring received only the C diet.
Biometrics, plasma biochemistry, immunohistochemistry, gene expression in pancreatic islets,
subcutaneous white adipose tissue (SWAT), and inter-scapular brown adipose tissue (iBAT),
and protein and gene expression in the hypothalamus were analyzed. Results: HF mothers and
their offspring showed higher body mass, glucose intolerance, insulin resistance, and lower
insulin sensitivity compared to C mothers and their offspring. However, HFMel mothers and
offspring showed significant improvements in glucose metabolism and reduced mass compared
to HF mothers and offspring. In the pancreatic islets, increased pro-inflammatory and
endoplasmic reticulum (ER) stress markers were observed in HF offspring, with reductions in
HFMel offspring, and antioxidant enzymes were less expressed in HF offspring but increased
in HFMel offspring. Additionally, there was an increase in beta-cell mass and hypersecretion
of insulin in HF offspring, while HFMel offspring showed a decrease in these parameters.
Comparing HFMel offspring to HF offspring, there was a reduction in fat deposits and plasma
pro-inflammatory markers, and SWAT adipocytes exhibited a beige phenotype, accompanied
by activation of the beta-3 adrenergic receptor and UCP-1, indicative of iBAT thermogenic
activity. HFMel offspring also showed a reduction in neuroinflammation markers in the
hypothalamus, with a diminished gene and protein expression in neuropeptide Y (anabolic) and
augmented gene expression of proopiomelanocortin (catabolic) expression. Principal
component analysis (PCA) separated HF offspring from HFMel offspring, indicating the
benefit of maternal melatonin supplementation. Conclusion: The beneficial effects of melatonin
supplementation in mothers with obesity were reflected in adult offspring in more suitable
pancreatic islet remodeling and function, with reduced inflammation, oxidative stress, and ER
stress, resulting in better control of glucose and insulin levels in pancreatic islets. Additionally,
melatonin contributed to increased SWAT browning, enhanced iBAT thermogenesis, and
mitigated inflammation in the hypothalamus and appetite-regulating neurotransmitters.

Keywords: DOHaD. melatonin; pancreatic islet; adipose tissue; hypothalamus.
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INTRODUCAO

De acordo com a linha de pesquisa das Origens Desenvolvimentistas da Saude e da
Doenca, do inglés Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD), que associa as
condigdes ambientais no inicio da vida, como o estado nutricional materno, a satide metabolica
da prole a longo prazo, a programacao materna tem impactos significativos na predisposicéo as
doencas de seus descendentes (Barker, 2004). Dado o crescimento global continuo do sobrepeso
e da obesidade (Afshin et al., 2017), especialmente entre mulheres em idade reprodutiva (Chu
et al., 2007), o risco de problemas metabolicos e deficiéncias congénitas na prole aumenta
significativamente, particularmente quando associado ao diabetes gestacional (Liu et al., 2024).

Além disso, a obesidade materna pode causar mudancas epigenéticas que afetam o
armazenamento de gordura apds o nascimento (Zhang et al., 2011) e esta associada ao aumento
do risco de obesidade infantil (Whitaker et al., 2010). Dessa forma, a transmissdo do fenétipo
obesogénico materno para a descendéncia pode envolver alteracbes na expressdo de
microRNAS ovarianos e nas vias de biogénese mitocondrial (Ramadan et al., 2023). A Figura
1 mostra como o ambiente intrauterino pode influenciar o desenvolvimento fetal.

Figura 1. Efeitos da obesidade materna na descendéncia.
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Legenda: O feto exposto ao ambiente intrauterino de mées alimentadas com dieta rica em gordura se desenvolve
em um ambiente de hiperglicemia e inflamacdo. Essa exposicao favorece alteragdes estruturais no
pancreas, resultando em remodelamento, assim como no tecido adiposo e no hipotalamo, levando a
mudancas na ingestdo alimentar.

Fonte: A autora, 2024



19

O desequilibrio nutricional durante organogénese intrauterina pode afetar
significativamente o pancreas, um 6rgao particularmente sensivel a essas alteracdes (Yu e Xu,
2020). Em humanos, as ilhotas pancreaticas comecam a se desenvolver no inicio da gestacao,
por volta das 12 a 13 semanas pos-concepcao, com células beta fetais potencialmente capazes
de processar e secretar insulina (Piper et al., 2004). Em roedores, o desenvolvimento das ilhotas
pancreaticas ocorre em dois periodos criticos: inicialmente entre os dias 17 e 19 do
desenvolvimento embrionario (Miralles et al., 1998) e posteriormente na primeira semana de
vida, quando a neogénese das ilhotas acontece (Kaung, 1994). Dessa forma, modelos em
roedores tém sido amplamente utilizados para investigar os efeitos da obesidade materna no
desenvolvimento e funcédo das ilhotas pancreéticas, com o objetivo de elucidar os mecanismos
de programacao subjacentes.

Estudos anteriores demonstraram que a obesidade materna durante a gestacéo e lactacdo
aumenta a massa de células beta devido a estimulacdo da proliferacéo celular (Gniuli et al.,
2008), resultando em alteracdes adversas no pancreas dos seus descendentes (Bringhenti et al.,
2013). Alem disso, observou-se uma diminuicdo na expressao de Pdx1, um gene crucial para a
funcionalidade das células beta (Yokomizo et al., 2014). Esses achados destacam 0s prejuizos

causados pela obesidade materna no pancreas, conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2. Remodelamento da ilhota pancreética
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Legenda: As ilhotas pancreéticas apresentam maior plasticidade de diferenciacdo no inicio da vida, tornando a
programacédo durante o periodo fetal e de lactacdo mais potente. Em um ambiente com aumento de
glicose, as células beta funcionantes tém a capacidade de compensar a hiperglicemia através da
expansdo das populagdes de células beta e do aumento de seu tamanho, suportando a maior secregao
de insulina. Fisiologicamente, esses eventos compensatorios restauram a homeostase da glicose. No
entanto, se a hiperglicemia persiste de forma cronica, a compensacgéo torna-se ineficiente, resultando
em comprometimento da funcéo celular. Com o avango da idade, ha um declinio na integridade das
células beta, tanto na arquitetura quanto no maquinario metabdlico, levando a diminuicéo da funcao.

Fonte: A autora, 2024
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Outro 6rgédo significativamente afetado pelo desequilibrio nutricional materno é o
hipotdlamo. Anatomicamente, o hipotdlamo de camundongos é uma pequena regido localizada
na base do cérebro, ao redor do terceiro ventriculo, e histologicamente é composto por mais de
40 nucleos distintos, muitos dos quais podem ser subdivididos entre subndcleos (Berthoud,
2002). Entre as estruturas envolvidas estdo o nucleo paraventricular (PVN), o hipotdlamo
ventromedial (VMH), o hipotadlamo dorsomedial (DMH), o hipotalamo lateral (LHA) e o nlcleo
arqueado (ARC) (Berthoud, 2002). No nucleo arqueado, ocorre a regulacdo hipotalamica do
apetite, envolvendo neurdnios orexigenos, que estimulam o apetite, como o neuropeptideo Y
(NPY) e o peptideo relacionado ao agouti (AgRP), e neurénios anorexigenos, que suprimem o0
apetite, como o pro-opiomelanocortina (POMC) e o transcrito regulador de cocaina e
anfetamina (CART). Esses neurbnios sdo responsaveis pela regulacdo da nutricdo por meio de
sinais centrais e periféricos (Ross e Desai, 2013, 2014). A Figura 3 demonstra como ocorre a
regulacéo hipotaldmica dos neuropeptideos.

Durante o periodo perinatal, ocorre uma fase critica para a maturacdo cerebral,
diferenciacdo neuronal e adipogénese, processos influenciados pela regulacdo epigenética
(Breton, 2013). Nesse mesmo periodo, inicia-se a regulacdo do apetite fetal e da homeostase
energética no hipotalamo. Alteracdes especificas no hipotdlamo e nas vias reguladoras de
energia podem, por essa razéo, influenciar diretamente o apetite e a ingestdo alimentar durante
periodos criticos da vida (Ross e Desai, 2014). A nutricdo e a obesidade materna durante o0s
periodos fetal e/ou p6s-natal podem programar permanentemente a estrutura e funcéo do nucleo
ARC, afetando o apetite (Morris, 2009). Em estudos experimentais, filhotes de maes obesas
apresentaram hiperfagia e, consequentemente, rapido crescimento neonatal (Ornellas et al.,
2016). Diante dos achados descritos previamente conseguimos estabelecer a relagédo entre a
obesidade materna e a programacéo no hipotalamo.

A interrelacdo entre o hipotadlamo e o tecido adiposo é critica para a manutencao da
homeostase energética. Através do sistema nervoso simpético (SNS), o hipotdlamo influencia
diretamente a atividade termogénica do tecido adiposo marrom (TAM), modulando a eficiéncia
com que o corpo gera calor e consome energia (Enriori et al., 2011). Neurénios hipotalamicos
que desempenham papéis significativos na termorregulacdo estdo amplamente distribuidos
entre seus nuacleos (Contreras et al., 2016). Essa integracdo de sistemas ndo sé assegura a
resposta adaptativa a variacOes térmicas, mas tambem desempenha um papel essencial na
regulagcdo do peso corporal e no metabolismo geral, destacando a importancia de um eixo
hipotalamo-tecido adiposo eficiente para a saide metabolica. Essa integracéo esta sintetizada

na Figura 3.
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Figura 3. Desenho esquematico da interacdo entre os nlcleos hipotaldmicos e os neuropeptideos
e a ativagédo da termogénese.

A

NPY
AgRP
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Legenda: A. Desenho esquematico de um corte sagital do encéfalo de roedor com a regido do hipotalamo
destacada em vermelho. B. Desenho esquematico de um corte coronal do encéfalo de roedor com a
regido do hipotalamo destacada em vermelho. C. Associa¢do dos nucleos hipotalamicos no controle
de neuropeptideos orexigénicos, neuropeptideo Y (NPY) e peptideo relacionado ao agouti (AgRP), e
anorexigénicos pro-opiomelanocortina (POMC) e transcrito regulador de cocaina e anfetamina
(CART), bem como na ativacdo da termogénese do tecido adiposo marrom (TAM) e do tecido adiposo
branco (TAB) por meio da ativacdo do sistema nervoso simpético (SNS). DMH = hipotalamo
dorsomedial; LHA = hipotélamo lateral; VMH = hipotalamo ventromedial; ARC = n(cleo arqueado.

Fonte: A autora, 2024

O tecido adiposo é o principal 6rgdo envolvido nos mecanismos fisiopatologicos da
obesidade (McGown et al., 2014). De acordo com as caracteristicas embrionéarias, morfoldgicas
e funcionais, o tecido adiposo € dividido em pelo menos dois subtipos: tecido adiposo branco
(TAB) e tecido adiposo marrom (TAM) (Cypess, 2022).

O TAB ¢ caracterizado por uma goticula de gordura central unilocular. Este tecido
desempenha um papel crucial no metabolismo energético, envolvendo processos como a
lipdlise e a lipogénese, e atua como barreira fisica contra traumas, além de secretar proteinas
bioativas, denominadas adipocinas, que tém efeitos locais e sistémicos (Kléting e Bliher,
2014). O TAB esta amplamente distribuido no organismo e possui dois subtipos principais:
visceral (TABV) e subcutaneo (TABs) (Lecoutre et al., 2018). O TABvV esta relacionado ao
aumento da inflamacdo e & génese da obesidade, enquanto o TABs apresenta plasticidade
metabdlica e esta associado ao aumento da sensibilidade & insulina e a reducdo da ocorréncia
de DM2 (Berry et al., 2013).
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A formagdo de depositos de TAB ao longo da vida ocorre durante janelas criticas de
desenvolvimento. Em roedores, a adipogénese é particularmente ativa durante o periodo
perinatal, principalmente na Gltima semana de gestacéo, entre 0 14° e 0 18° dia, quando surgem
as primeiras células de gordura. O TABs desenvolve-se durante o final da gestacao e lactacgéo,
enquanto a formacdo do TABV ¢ iniciada principalmente apds o nascimento (Berry et al., 2016).
Distlrbios metabolicos maternos, como a obesidade, criam um ambiente intrauterino que
compromete a trajetdria do desenvolvimento do TAB e desempenha um papel importante na
programacdo metabdlica da descendéncia (Yang et al., 2013).

Os adip6citos marrons tém origem em células progenitoras de midcitos (células
musculares), chamadas de mioblastos, que expressam o fator miogénico 5 positivo (Myf5+).
Em roedores, esses adipdcitos formam-se no periodo embrionario a partir do 12° dia de
gestacdo, com seu depdsito mais estudado sendo o interescapular (Cypess et al., 2013). A
coloragdo amarronzada do TAM deve-se ao seu elevado nimero de mitocondrias. Além disso,
possui uma densa vasculatura e inervacdo adrenérgica, com seu citoplasma preenchido por
pequenas goticulas de gordura multilocular (Gavalda-Navarro et al., 2022). Os adipdcitos
marrons tém uma alta concentracdo da proteina desacopladora 1 (UCP1) na membrana interna
das mitocondrias, responsavel pela termogénese sem tremores em mamiferos, um importante
mecanismo de producdo de calor e gasto energético (Nedergaard et al., 2023). O aumento da
funcdo termogénica do TAM pode ser um fator protetivo contra doengas metabdlicas, como
obesidade e DM2 (Sacks e Symonds, 2013). No entanto, foi observado gue a obesidade materna
durante a gestacdo e lactacdo prejudica a funcdo termogénica do TAM na prole (Liang et al.,
2016b).

Sob certas condicGes especificas, como o uso de nutracéuticos e farmacos, os adipocitos
brancos podem passar por adaptacdes, aumentando o nimero de mitocondrias e adotando um
fenotipo bege para induzir a termogénese, processo conhecido como amarronzamento (Bargut
et al., 2017). Nesses adipdcitos beges, ha expressdao de UCP1, um marcador termogénico
semelhante ao TAM (Cousin et al., 1992). Além disso, o coativador-1a do receptor ativado por
proliferador de peroxissoma (PGCla), um fator regulador critico do metabolismo energético e
da biossintese mitocondrial, é altamente expresso em adip6citos marrons e beges (Bostrom et
al,, 2012). O PGCla atua como um cofator que combina receptores y ativados por
proliferadores de peroxissoma gama (PPARYy) com a proteina contendo dominio PR 16
(PRDM16) para aumentar os niveis de UCP1 no TAB (Harms et al., 2014). Esses adipdcitos
geraram efeitos benéficos sobre o metabolismo, eduzindo o risco de doencas como DM2 e

obesidade, embora as investigagOes translacionais ainda estejam em estagio inicial (Keipert e
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Jastroch, 2014). Estudos recentes indicam que intervencdes maternas podem induzir o
aparecimento de adip6citos beges nos filhotes, associando-se a efeitos protetores como a
diminuicdo do ganho de massa corporal (Xue et al., 2022; Xue et al., 2024).

Diante do exposto, a vida fetal € uma janela critica que define a trajetoria para o rapido
acumulo de gordura durante os periodos de desenvolvimento. Assim, o ponto de ajuste para
adiposidade é programado no utero. No entanto, o desenvolvimento de disfungdo metabdlica
em filhos de mées obesas é multifatorial, conforme mostrado anteriormente. A Figura 4
apresenta adipdcitos e suas caracteristicas estruturais.

Figura 4. Desenho esquematico dos tipos de adip6citos e suas caracteristicas

Tamanho do adipécito

Adipécito branco Adipécito bege Adipécito Marrom

PRDM16 BMP8B
PGC1A PGC1A
Sem marcadores termogénicos UCP1

Capacidade termogénica

Legenda: Desenho esquematico dos tipos de adipdcitos e suas caracteristicas estruturais. O adipécito branco
possui uma Unica goticula de gordura grande, sem marcadores termogénicos. O adipécito bege é
multilocular, com presenga de mitocéndrias e alguma capacidade termogénica devido aos marcadores
presentes. O adipdcito marrom apresenta intensa atividade termogénica, com numerosas mitocondrias.
PRDM16, dominio PR contendo 16; BMP8B, proteina morfogenética dssea 8b; UCP1, proteina de
desacoplamento-1; PGC1A, receptor gama ativado proliferativo de peroxissoma coativador 1-alfa.

Fonte: A autora, 2024

Devido aos impactos negativos da programacao fetal na prole, a melatonina (N-acetil-
5-metoxi triptamina) surge como uma estratégia promissora. Este hormonio, conhecido por
regular o ritmo circadiano (Karamitri e Jockers, 2019), é uma indoleamina endogena secretada
pela glandula pineal, e seu uso a curto prazo ndo apresenta efeitos adversos, mesmo em doses
elevadas (Andersen et al., 2016). A melatonina tem o potencial de proteger contra o estresse

oxidativo (Xu et al., 2020), ao facilitar processos antioxidantes na membrana mitocondrial (Tan
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et al., 2016) e estimular a sintese endogena de superdxido dismutase (Sod), glutationa
peroxidase (Gpx) e glutationa redutase, enzimas com atividade antioxidante ou que
metabolizam espécies reativas (Tamura et al., 2009). A Figura 5 ilustra alguns mecanismos
propostos nos quais a melatonina atua como molécula antioxidante e mediadora da inflamacao.

Figura 5. Mecanismos propostos do papel anti-inflamatério e antioxidante da melatonina.
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Legenda: Durante periodos de estresse, ocorre a geragdo de grandes quantidades de oxigénio reativo (EROS) e
espécies reativas de nitrogénio. Esses agentes toxicos causam danos as mitocondrias, resultando na
liberagdo do citocromo c, que ativa a cascata apoptética. Esse insulto desencadeia inflamagéo e a
liberagdo de NF-kB, que migra para o nucleo e estimula a sintese de quimosinas e citocinas,
aumentando ainda mais a produgdo de ROS. A melatonina possui diversas a¢des que reduzem os
danos causados pelas ROS, incluindo a eliminagdo direta de radicais livres e o estimulo de enzimas
antioxidantes. Como resultado dessas acdes, a melatonina atenua a apoptose celular e a perda tecidual,
preservando a funcdo dos 6rgdos. Cit C, citocromo C; IKK, quinase do inibidor do NF-xB; Il1b,
interleucina 1b, 116, interleucina 6; JNK, gquinase c-Jun N-teminal; NFKB, Fator nuclear Kappa B;
p38, proteinas quinases ativadas por mitégenos; p50, subunidade p50 do NFKB; p65, subunidade p60
do NFKB; Tnfa, fator de necrose tumoral alfa..

Fonte: A autora, 2024

Observa-se que a suplementacdo de melatonina resulta na reducdo na massa corporal
(Delpino e Figueiredo, 2021) e na restauragéo da capacidade funcional vascular (Chivchibashi-
Pavlova et al., 2023). Além disso, a melatonina pode modular atividades do TAB, metabolismo
lipidico, atividade mitocondrial e homeostase glicémica. Suas propriedades antioxidantes e
anti-inflamatorias também aumentam a atividade termogénica do TAM (Genario et al., 2021).

Dessa forma, a melatonina pode ser considerada uma biomolécula promissora para
reprogramacao fetal (Tain et al., 2017). Seu papel na gravidez tem sido cada vez mais

reconhecido, embora os efeitos metabolicos da suplementacdo a longo prazo ndo sejam
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totalmente compreendidos (Feng et al., 2022). A melatonina tem impacto direto na placenta
(Berbets et al., 2021) e regula processos como proliferacdo, apoptose e invaséo de trofoblastos
na pré-eclampsia, além de inibir o estresse do reticulo endoplasmatico (RE) (Zhou et al., 2022).
Os tecidos fetais também apresentam receptores de melatonina, sugerindo um papel desta
molécula no crescimento e desenvolvimento fetal, inclusive na regulacdo (Tain et al., 2014b)
Embora a interacdo entre melatonina e os resultados de saude a longo prazo delineados no
conceito DOHaD seja complexa e ndo totalmente compreendida, estudos prévios mostram
beneficios da melatonina em diferentes modelos de exposi¢des maternas (Tain et al., 2017). A
Figura 6 mostra os fatores que estdo associado ao conceito DOHaD e como a melatonina pode

atuar sobre eles.

Figura 6. Desenho esquematico do mecanismo que o0s insultos precoces impulsionam as

doencas de origens desenvolvimentistas.
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Legenda: Insultos maternos, como exposicOes a diferentes tipos de intervengdes dietéticas ou medicamentos,
podem aumentar o estresse oxidativo e causar alteracdes epigenéticas. A intervengdo precoce com
melatonina pode ser uma estratégia para prevenir o desenvolvimento de doencas relacionadas a
DOHabD na vida adulta.

Fonte: A autora, 2024

Diante do exposto, a hipdtese deste trabalho foi investigar se a suplementagdo materna
de melatonina, durante a gestacéo e lactacdo, em um modelo de obesidade induzida por dieta
em camundongos, pode mitigar os efeitos adversos da programacdo fetal relacionada a

obesidade na satde metabdlica dos filhotes machos na vida adulta.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da suplementacdo de melatonina em maes com obesidade sobre as

ilhotas pancreéticas, o tecido adiposo branco subcutaneo, o tecido adiposo marrom e o

hipotalamo nos filhotes machos na idade adulta.

1.2 Objetivos especificos

d)

Avaliar as alteracfes na massa corporal, ingestdo alimentar e energética e o
metabolismo de glicose em mées e filhotes machos adultos;

Investigar os efeitos da suplementacdo de melatonina nos tecidos adiposos
branco subcutaneo e ovariano das mées;

Analisar a histologia do pancreas e dos tecidos adiposos branco subcuténeo e
marrom em filhotes machos adultos;

Estudar a expressdo génica na ilhota pancreatica, enfocando marcadores de
estresse do reticulo endoplasmatico, estresse oxidativo, inflamacéo, fatores de
transcricdo e marcadores de identidade das células beta e alfa em filhotes machos
adultos;

Investigar a expressao génica nos tecidos adiposos branco subcutaneo e marrom,
com foco em marcadores de termogénese e biogénese mitocondrial em filhotes
machos adultos;

Analisar a expressdo génica e proteica no hipotdlamo, com énfase em
marcadores de inflamagdo e neuropeptideos reguladores do apetite e da

saciedade em filhotes machos adultos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais e dietas

Os experimentos realizados seguiram as diretrizes estabelecidas pelo guia para

experimentacdo animal (Publicagio NIH N°. 85-23, revisado em 1996). O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(protocolo CEUA n° 003/2021).
Camundongos isogénicos machos e fémeas da linhagem C57BL/6, com um més de idade, foram
alojados no biotério do Laboratorio de Morfometria, Metabolismo e doenca Cardiovascular
(LMMC), em condicdes controladas de temperatura (21+ 2°C), umidade (60+10%), ciclo claro-
escuro (12:12h), com livre acesso a alimentacdo e a agua em estantes ventiladas com
microisoladores para camundongos durante todo o experimento (sistema Nexgen, Allentown
Inc., PA, EUA).

As camundongas fémeas (maes) foram divididas aleatoriamente em dois grupos e
receberam alimentagéo ad libitum. Um grupo recebeu racéo controle para roedores (designado
como grupo C, n=30), enquanto o outro grupo recebeu uma dieta hiperlipidica, high-fat
(designado como grupo HF, n=30). Todos os camundongos machos receberam dieta controle
para roedores (n=60).

Os animais do grupo C receberam uma dieta especifica para roedores durante as fases
de crescimento, gestacdo e lactacdo, sendo normoproteica (19% kJ proteina/Kg dieta) e
normolipidica (17% kJ lipideos/Kg dieta). Ja o grupo HF recebeu uma dieta contendo alto teor
de lipideos (49% kJ lipideos/Kg dieta, proveniente da adi¢do de banha de porco, uma gordura
essencialmente saturada), mantendo o percentual de proteinas (19% kJ) da dieta C. Vale
ressaltar que o aumento no percentual de lipideos na dieta HF foi compensado pela reducéo de
carboidratos. Ambas as dietas tiveram 0 mesmo aporte de vitaminas e minerais, seguindo as
normas recomendadas para roedores pelo “American Institute of Nutrition” (Reeves et al.,
1993). As dietas experimentais foram confeccionadas pela empresa Pragsolucdes (Jau, SP,
Brasil, http://www.pragsolucoes.com.br), e a composi¢do nutricional detalhada estd na Tabela
1.
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Tabela 1. Composicéao das dietas experimentais segundo a recomendagéo da AIN-93G.

Dhetas experimentais

Ingredientes c HF

Caseina 190.0 2300
Maisena 539.486 299475
Sacarose 100.0 100.0
Oleo de soja 70,0 70.0
Banha de porco - 200.0
Fibra 50.0 50.0
Mistura de vitaminas * 10.0 10.0
Mistura de minerais 35.0 35.0
Cistina 3.0 3.0
Colina 2.5 2.5
Antioxidante 0,014 0,028
Energia (kl/g) 16,38 20,58
Carboidratos (%0) 64 32
Proteinas (%0) 19 19
Lipideos (%0) 17 17

Legenda: C, dieta controle; HF, dieta high-fat. * Vitaminas e Minerais presentes na mistura estdo de acordo com
a AIN-93G (Reeves et al., 1993).

As fémeas foram mantidas agrupadas em C e HF até a semana experimental 10. Duas
semanas antes do acasalamento, o tratamento com melatonina foi iniciado, resultando na
redivisdo das fémeas em quatro grupos experimentais. Os grupos tratados foram designados
com o sufixo “Mel”, enquanto as dietas anteriores de cada grupo experimental foram mantidas.

Aos trés meses de idade, um macho e uma fémea de cada grupo foram acasalados. Neste
experimento, apenas as dietas e os tratamentos maternos foram considerados, com os machos
(pais) sendo retirados imediatamente ap0s o aparecimento do plug vaginal nas fémeas.

Ao nascer, o género dos filhotes foi identificado pela distancia ano-genital. Em seguida,
os filhotes foram pesados individualmente e o tamanho da ninhada foi ajustado para seis
animais (trés machos e trés fémeas, quando possivel) por lactante, garantindo assim uma
nutricdo adequada (Langley-Evans et al., 1996).

Os pais e as maes foram sacrificados apos o desmame dos filhotes. Um macho de cada
ninhada foi selecionado aleatoriamente para formar os grupos experimentais, identificados de
acordo com a dieta e tratamento da mae. Todos 0s grupos experimentais das proles foram
alimentados com dieta C/AIN-93G até atingirem a idade de 12 semanas, momento em que
foram sacrificados. E importante destacar que apenas as maes receberam suplementag&o com

melatonina. O desenho experimental do trabalho € mostrado na Figura 7.
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Figura 7 - Linha do tempo experimental.
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Legenda:
Fémeas C57BL/6 de 4 semanas de idade (futuras maes) foram agrupadas conforme a dieta atribuida,
sendo controle (C) ou hiperlipidica (HF). A suplementagao de melatonina (Mel) teve inicio na 10? semana,
resultando nos grupos C, CMel, HF e HFMel (com suplementagdo de melatonina durante os periodos de
preconcepcdo, gestacdo e lactagdo). Na 122 semana, as fémeas foram acasaladas com machos nédo
consanguineos da mesma idade. Os filhotes machos no desmame foram de acordo com a dieta e
suplementacdo materna, entretanto, receberam apenas dieta C e, na 122 semana de idade, foram
sacrificados.

Fonte: A autora, 2024.

2.2 Suplementacéo com Melatonina

As mées dos grupos Mel receberam uma dose de 10mg de melatonina por kg de peso
do animal por dia, via subcutanea.

A melatonina (M5250, Sigma) foi dissolvida diariamente em solugdo salina e etanol
100%, na proporcdo de 19:1 (v/v) (Song et al., 2005), e posteriormente diluida em solucédo
salina para alcancar um volume diario de 0,5ml de solucdo em eppendorf envolto com papel
aluminio, devido a sensibilidade da melatonina a luz (Baydas et al., 2008). A suplementagéo
com melatonina foi mantida por oito semanas, abrangendo duas semanas de pré-acasalamento
e o periodo de gestacdo e lactagcdo, cada um com aproximadamente 21 dias.

Para padronizar os procedimentos entre 0s grupos, as maes designadas para o0 grupo sem
suplementacdo de melatonina receberam 0,5ml de solucéo alcoolica-salina como veiculo.
A administragdo da melatonina ocorreu uma hora apos o inicio do ciclo escuro do biotério
(13:00h BRT) (Baydas et al., 2002).
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2.3 Massa corporal, ingestdo alimentar e energética

A massa corporal dos progenitores e filhotes foi medida semanalmente utilizando uma
balanca digital de precisdo. Além disso, a massa corporal das mées e a ingestao alimentar foram
monitoradas diariamente. Essas informag0es foram obtidas subtraindo a quantidade total de
racdo da quantidade remanescente na caixa. As dietas experimentais foram renovadas
diariamente, e a racdo ndo consumida foi descartada. A ingestao energética diaria foi calculada

multiplicando a quantidade de racdo ingerida pelo valor energético da dieta em quilojoules.

2.4 Glicemia de jejum, teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), indice de resisténcia a
insulina em jejum (FIRI) e indice quantitativo de verificacdo de sensibilidade a insulina
(QUICKI)

O TOTG foi realizado em dois momentos especificos nas maes: dois dias antes do
acasalamento e apds o desmame dos filhotes, e nos filhotes quando completaram trés meses de
idade. Para isso, 0s animais foram submetidos a um periodo de jejum de seis horas. Em seguida,
uma solucdo contendo glicose (25% em salina estéril - 0,9% NaCl) na dosagem de 2g/kg foi
administrada por gavagem orogastrica. Apés a administracdo, o sangue foi coletado da veia
caudal nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos. Os niveis de glicose sanguinea (expressos em
mgl/dL) foram determinados utilizando um glicosimetro (Accu-Chek, Roche, SP, Brasil). Os
valores de glicose no tempo 0 foram considerados como niveis de glicemia de jejum, e a area
sob a curva (ASC) foi calculada para avaliar a intolerancia a glicose, utilizando o software
Prisma (GraphPad Prism, v. 10.2.3 para Windows, Graphpad Software, Boston, MA, EUA).

Além disso, foram realizados o indice de resisténcia a insulina em jejum (FIRi) e o
indice quantitativo de verificagdo de sensibilidade a insulina (QUICKIi) nas mées e nos filhotes
para avaliar a resisténcia a insulina e a sensibilidade a insulina, respectivamente. O FIRi foi
calculado pela formula (glicemia de jejum x insulina de jejum)/25) (Pang et al., 2016), enquanto
0 QUICKI foi calculado como 1/[log(insulina de jejum (uU/mL) + log(glicemia de jejum
(mg/dL) (Katz et al., 2000).
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2.5 Sacrificio

Os pais e as mées foram sacrificados ap6s o desmame dos filhotes, enquanto os filhotes
foram sacrificados na 122 semana de idade. Todos os animais foram submetidos a um jejum de
seis horas antes dos procedimentos. No momento da eutanasia, receberam heparina (200mg/kg)
e foram anestesiados com uma injecdo intraperitoneal de Cetamina (240mg/kg) e Xilazina
(15mg/Kg). Em seguida, o térax foi aberto para expor o coracdo, e amostras de sangue foram

rapidamente obtidas por puncéo cardiaca. Os 6rgdos-alvos deste estudo foram:
e Nas mées: os depositos de tecido adiposo branco ovariano e subcutaneo.

¢ Na prole de machos adultos: o pancreas, os depoésitos de tecido adiposo subcuténeo e

marrom e hipotalamo.

2.6 Analises plasmaticas

Amostras de sangue foram coletadas por puncéo cardiaca no momento do sacrificio.
Logo apo6s a coleta, o plasma foi separado por centrifugacdo a 712 xg (3500 rpm por 15 minutos)
em temperatura ambiente e armazenado a -80°C até a realizacdo da analise bioquimica.

No plasma das méaes, foram dosadas as concentracGes de adiponectina (kit Mouse
adiponectina ELISA #EZMADP-60K, Millipore, Missouri, EUA) e insulina (Rat/mouse Insulin
ELISA Kit #EZRMI-13K, Millipore, Missouri, EUA).

Nos filhotes, além de adiponectina, foram avaliadas as concentracGes de peptideo C,
grelina, polipeptideo inibidor gastrico (GIP), interleucina 6 (IL-6), glucagon, insulina, leptina,
polipeptideo pancreético (PP), polipeptideo intestinal Y (PPY), resistina e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-alfa) usando o imunoensaio Multiplex Biomarker com a tecnologia Luminex
XMAP (Millipore, Billerica, MA, EUA; cat.# MMHMAG-44 K-08).
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2.7 Pancreas

Os péancreas dos filhotes machos de cada grupo experimental foram cuidadosamente
dissecados e fixados em formaldeido 4% para analise por microscopia de luz (n=5/grupo). Outra
parte dos animais foi direcionada para o isolamento do pancreas (n=5/grupo) para obtencao das

ilhotas e subsequente anélise da expressdo génica.

2.7.1 Andlise estereoldgica do pancreas

O péncreas foi processado para microscopia de luz, sendo embebido em Paraplast Plus
(Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, EUA) e seccionado em 5 pum de espessura. Os cortes
resultantes foram corados com Hematoxilina e Eosina ou submetidos a incubacdo com
anticorpos anti-insulina e anti-glucagon para anélise imuno-histoquimica. As observagdes e
fotomicrografias digitais foram realizadas utilizando um microscopio Nikon (modelo 80i)
equipado com camera digital DS-Ril (Nikon Instruments, Inc., Nova York, EUA).

Para a analise, foram avaliadas 15 se¢des aleat6rias ndo consecutivas em cada animal.
Inicialmente, foi estimada a densidade do volume da ilhota (Vv [ilhota, pancreas]) por meio de
contagem de pontos, e a massa da ilhota (M [ilhota, pancreas]) foi calculada como o produto de
Vv [ilhota, pancreas] e a massa do pancreas. Em seguida, foi determinado a densidade numérica
por area das ilhotas (QA [ilhota, pancreas]) considerando a quantidade de ilhotas em uma area
conhecida. Posteriormente, a area da secdo transversal da ilhota foi calculada como A [ilhota,
pancreas] = Vv [ilhotas, pancreas] /2*QA [ilhotas, pancreas] (Mandarim-de-Lacerda e Del-Sol,
2017; Marinho et al., 2019).

Também utilizamos a analise de imagem em cortes incubados com anti—glucagon (CSB-
PA002654, Cusabio, diluicdo 1:100) e anti-insulina (sc-9168, Santa Cruz Biotech, CA, EUA;
diluicdo 1:100) para calcular a densidade de volume de células alfa e beta. Resumidamente, os
cortes foram incubados com anticorpos secundarios biotinilados e conjugados de
estreptavidina-peroxidase, seguidos por lavagem em PBS, revelacdo com diaminobenzidina

liquida (DAB, Histostain Plus Kit, Invitrogen, CA, EUA) e contracolora¢do com Hematoxilina.
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Posteriormente, utilizando o software ImagePro Plus 7.1 para Windows (Media
Cybernetics Corp., Rockville, MD, EUA), as ilhotas foram delimitadas e segmentadas para
analise de imagem (indicativa de areas positivas para glucagon e insulina), medida em unidades
de intensidade e convertida em densidade Optica. Por fim, a massa das células alfa e beta foi
estimada como o produto de [Vv [célula alfa] (ou Vv [célula beta]) e M [ilhota] (Mandarim-de-
Lacerda e Del-Sol, 2017; Marinho et al., 2019).

2.7.2 Isolamento do pancreas para obtencdo das ilhotas

Nos animais designados para obtencdo das ilhotas pancreéaticas, as ilhotas foram
isoladas por meio digestdo do tecido pancreatico com solucdo de colagenase. Esse processo
envolve a destruicdo seletiva do parénquima exocrino do pancreas. ApOs uma incisao
abdominal, o figado foi deslocado para expor a vesicula biliar. O ducto biliar foi entdo
localizado e suas por¢des cranial (envolvendo o figado e a vesicula biliar) e caudal (envolvendo
0 duodeno) foram clampeadas para evitar 0 vazamento da solucéo de colagenase. Uma canula
foi inserida no ducto biliar para permitir a inflagdo do pancreas com uma solucéo de Hanks
(com suplementacdo de albumina sérica bovina — BSA a 1,0 mg/mL) contendo colagenase tipo
V a 0,8 mg/mL (C9263, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). Inicialmente, foram injetados 3 mL
da solucdo, completando-se para um volume final de 5 mL.

Em seguida, o pancreas foi removido e colocado em um tubo Falcon de 15 mL, imerso
em um banho-maria a 37 °C por 15 minutos para permitir a digestdo do tecido exdcrino pela
colagenase. Ap0s esse periodo, o tubo foi agitado vigorosamente por 20 segundos para facilitar
a desagregacao do tecido pancreatico e, imediatamente ap6s, foram adicionadas 14 mL de
solugéo de Hanks resfriada a 4 °C para interromper a acéo da colagenase na digestéo. O tecido
digerido foi entdo lavado com solucdo de Hanks resfriada e centrifugado trés vezes para
remover o tecido exdcrino. As ilhotas foram contadas e coletadas em uma placa de Petri com
fundo preto, com o auxilio de um microscopio estereoscopico com camera (Luxeo 4D,
LABOMED, CA, EUA) e pipeta manual. Posteriormente, foram congeladas a -80°C para

analises posteriores. A Figura 8 mostra o0 passo a passo dessa técnica descrita acima.
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Figura 8. Procedimento de isolamento do pancreas para obtencdo das ilhotas pancreéticas
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Legenda: Este esquema detalha o processo de isolamento das ilhotas pancreéaticas por meio da digestao
do tecido pancreatico com solucéo de colagenase, seguido pela contagem e coleta das ilhotas
para andlises posteriores. A. Canulagdo do pancreas através do ducto colédoco; B. Pancreas
insuflado até a cauda com solugdo de colagenase; C. Imagem representativa do péncreas
completamente inflado; D-E. Condicionamento subsequente dos tecidos em tubo com
colagenase; F. Tubo Falcon colocado em banho-maria a 37°C para iniciar o processo de
digestdo da por¢do exdcrina do pancreas; G. O homegenato é centrifugado; H-1. No final do
processo de digestdo, o homogenato é observado ao microscépio; J. As ilhotas sdo obtidas por
contagem com pipeta.

Fonte: A autora, 2024.

2.7.3 Teste de secrecdo de insulina in vitro

Durante a contagem das ilhotas, cinco unidades em triplicata por grupo foram incubadas
por 30 minutos a 37°C em meio de cultura especifico para o seu crescimento. Esse meio consiste
em um tampao de bicarbonato de Krebs-Ringer (KRB) contendo 115 mM de NaCl, 5 mM de
KCI, 10mM de NaHCO3, 2,56 mM de CaCl2, 1 mM de MgCI2 e 15 mM HEPES, suplementado
com 5,6mM de glicose e BSA a 0,3% (pH 7,4, Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA), e foi

continuamente gaseificado com uma mistura de 95% de Oz e 5% de CO..

Em seguida, o meio de cultura foi substituido por um novo tampéo fresco, e as ilhotas

foram incubadas por mais uma hora em trés diferentes concentragGes de glicose: 2,8 mM, 11,1
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mM e 22,2 mM. A secrecéo de insulina foi quantificada por meio de imunoensaio utilizando o
kit ELISA de Insulina para Ratos/Camundongos (Kit #EZRMI-13K, Millipore, Missouri,
EUA).

2.8 Tecido adiposo branco ovariano (TABo), epididimério (TABe), subcutéaneo (TABS) e

tecido adiposo marrom interescapular (TAMi)

A gordura intra-abdominal localizada na regido inferior do abdémen, associada aos
ovarios e tubas uterinas (em fémeas) e aos epididimos (em machos), foi identificada como
tecido adiposo branco genital ovariano (TABo) e epididimaria (TABe), respectivamente. O
tecido adiposo branco subcutaneo (TABS), encontrado entre a parte inferior da caixa toracica e
a coxa, foi classificado como gordura subcutanea, enquanto o tecido adiposo marrom
interescapular (TAMI) foi obtido na regido interescapular por meio de dissec¢do cuidadosa.

Apds a disseccdo e separacdo dos tecidos, os depdsitos de gordura foram entdo
denominados como TABo, TABs, TAMi. E importante ressaltar que a gordura epididimaria na

prole masculina néo foi analisada neste estudo.

2.8.1 Andlise estereoldgica TABo

Uma amostra de pelo menos 50 adipdcitos aleatorios por grupo foi fotografada
utilizando um microscépio Nikon (80i) e uma cdmera digital (DS-Ri1, Nikon Instruments, Inc.,
Nova York, EUA) para estimar a area média da secdo transversal dos adipdcitos (a [adipOcitos])
(Mandarim-de-Lacerda et al., 2021). A area média dos adipdcitos (a [adipdcito]) é calculada
como a razdo entre a densidade de volume dos adipécitos (Vv [adipdcito], determinada por
contagem de pontos e a densidade numérica por area dos adipdcitos (NA [adipdcito]), contada

em uma area conhecida (Mandarim-de-Lacerda, 2003; Mandarim-de-Lacerda e Del-Sol, 2017).
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2.8.2 Imuno-histoguimica

Fragmentos fixados de TABs das mées e dos filhotes e de TAMi dos filhotes com um
total de 5 amostras para cada tipo, foram fixados em tampéo fosfato formaldeido 0,1 M a pH
7,2 por 48h e posteriormente incorporados em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich Co., St Louis,
MO, EUA). Os blocos resultantes foram seccionados em laminas silanizadas com uma
espessura de 5 um e submetidos a recuperacdo antigénica utilizando Epitope Retrieval (pH 6,0
a 60°C por 15 minutos), seguido pelo bloqueio da atividade da peroxidase enddgena com
Perdxido Block (RE7157).

As laminas foram entdo incubadas com os anticorpos primarios especificos: receptor
beta-3 adrenérgico (B3AR, SC1473; Santa Cruz) e proteina desacopladora-1 (UCP1, CSB-
PA025554ESR2Hu; Cusabio). Apos essa etapa, os cortes foram incubados com um polimero
pos-primario (contendo 0,01% de 2-metilisotiazol-3(2H)-ona, RE7159) e Novolink (RE7161),
e revelados com Cromogeno DAB (incluindo 10% de Bifenil-3,3', quatro 4-tetrailtetraamina,
RE7162) utilizando o tampé&o de substrato Novolink DAB (RE7163, Novolink Max Polymer
Detection System, Leica Biosystems, RE7280-K). Finalmente, os cortes foram contra-corados

com Hematoxilina.

2.9 Hipotalamo

O hipotalamo dos filhotes foi delimitado dorsalmente pelo tdlamo, rostralmente pelo
quiasma optico e caudalmente pelos corpos mamilares. Foi retirado utilizando um punch para
bidpsia com didametro de 3 mm, congelado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer a -

80°C para analise da expressdo génica e proteica.
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2.10 Reacéo da cadeia da polimerase quantitativo em tempo real (RT-qPCR)

A expressdo do RNAm foi avaliada por meio da reacdo em cadeia da polimerase com
transcriptase reversa em tempo real (RT-gPCR). O RNA total foi extraido dos tecidos-alvo
utilizando TRIzol (Invitrogen, CA, EUA), e a concentragdo de RNA foi determinada utilizando
espectroscopia Nanovue (GE Life Sciences). Em seguida, 1pug de RNA foi tratado com DNAse
I (Invitrogen), e a sintese do cDNA da primeira cadeia foi realizada utilizando Primers Oligo
(dT) e enzima trasncriptase reversa (Superscript 111) para mMRNA (ambos Invitrogen). O RT-
gPCR foi realizado utilizando termociclador BioRad CFX96 e mix SYBRGreen (Invitrogen,
CA, EUA). As reacdes de amplificacdo seguiram as seguintes condicdes: pré-desnaturacao e
ativacdo da polimerase a 95°C por 4 minutos, seguidos por 44 ciclos de desnaturacdo a 95°C
por 10 segundos e extensdo a 60°C por 15 segundos. A especificidade da amplificacdo foi
verificada por meio de curvas de fusdo (60 a 95°C, com taxa de aquecimento de 0,1°C/s).

A expressdo génica do TATA-box binding protein (Tbp) foi analisada em todas as
amostras e utilizada como controle endégeno para a normalizacdo do RNAm. Os controles
negativos foram incluidos em pocos nos quais o cDNA foi substituido por agua deionizada. A
razdo de expressao do mRNA foi calculada pela equacdo 2-AACT, onde -ACT representa a
diferenca entre o niumero de ciclos (CT) dos genes-alvo e o controle enddgeno. Os primers
utilizados estdo descritos na Tabela 2.

No grupo de maes, foram analisados os tecidos adiposos brancos subcutaneo e ovariano.

Nos filhotes machos, foram analisados as ilhotas pancreaticas isoladas, o tecido adiposo
branco subcuténeo, o tecido adiposo marrom e o hipotalamo.



Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados no estudo

GENE

(5"-37

(3" -57)

Hipotalamo
g
Bmp8b
o

Noy
Pomec
Tnfa
TABs
Adrb3
Bmp&b
Cptib
M2
Ppara
Pparg
Ppargcia
Pram16
Tram
Ucp1
TAMi
Adrb3

Bmp&b
Cidea
Far21
M2
MNrfe
Uepd
Vegfa
lhota
pancredtica
li1h

g

Sirtd
Tnfa
Atrg
Chop
Gadd43
Cat

Ny
Sod

Arx
Mafa
Neurod1
Pax4
Paxg
Pdx1
Ppara
Fparg

TTCTTGGGACTGATGCTGGT
CTATGCAGGCCCTGGTACAT
GCCTTATCGGAAATGATCCA
TCGCTCTATCTCTGCTCGTG
GCTTGCAAACTCGACCTCTC
CCACCACGCTCTTCTGTCTA

TGGTAGTGGEGACTCCTCGTA
CTATGCAGGCCCTGGTACAT
ATCTGGGCTATCTGTGTCCG
CTGAGACCGAGTGATTTGCG
TCGGACTCGGTCTTCTTGAT

ACGATCTGCCTGAGGTCTGT
GCACCAGAAAACAGCTCCAA
AGGGCAAGAACCATTACACG
AGGAAAATTGCAGCCCTGTG
TCTCAGCCGGCTTAATGACT

TGGTAGTGGGACTCCTCGTA
CTATGCAGGCCCTGGTACAT
TGGTGGACACAGAGGAGTTC
CTGGGGGTCTACCAAGCATA
CTGAGACCGAGTGATTTGCG
GTTGGTACAGGGGCAACAGT
TCTCAGCCGGCTTAATGACT
CACGACAGAAGGAGAGCAGA

TGTAATGAAAGACGGCACACC
TTCTTGGGACTGATGCTGGT
TCCACGGTGCTGAGGTATAC
CCACCACGCTCTTCTGTCTA
CCGAGATGAGCTTCCTGAAC
CTGCCTTTCACCTTGGAGAC
GCGAGAACGACATCAACATC

ACATGGTCTGGGACTTCTGG
GTCCACCGTGTATGCCTTCT

AACCATCCACTTCGAGCAGA
CACCCTAAGCCTACCCAGAG
CTTCAGCAAGGAGGAGGTCA
GGTGCATCCCTACTCCTACC
GATCCAACACCAGCTTTGCA
CGGAGTGAATCAGCTTGGTG
AGGAAAACAAGAGGACCCGT
TCGGACTCGGTCTTCTTGAT

GCTGGTCGATATCACTGGAGATC

CAGGTCTGTTGGGAGTGGTA
AGGCCTGGACTACCATGTTG
TCCTGAGGGTCTTCAGCTTC
AGAGCGGAGTAGTATCTGGC
TGACCCATGACGTACTTCCG
CTGATGAGAGGGAGGCCATT

TTACACAGAGCACGTCCACT
AGGCCTGGACTACCATGTTG
CGCACAGAATCCAAGTACCG
GCAAGGCCGATACAGTTGAG
TCTTCCCAAAGCTCCTTCAA
CATCGAGGACATCCAAGACA
ACACAGCTTGACAGGGATGA
GGAGGGTTTTGTCTTGTCCA
TCTCCATACCCATCAGCTGAC
TGCATTCTGACCTTCACGAC

TTACACAGAGCACGTCCACT
AGGCCTGGACTACCATGTTG
GTGACTCTGGCTATTCCCGA
ATCCTCCCTGATCTCCAGGT
GCAAGGCCGATACAGTTGAG
GTAACGTGGCCCAGTTTTGT
TGCATTCTGACCTTCACGAC
CACAGGACGGCTTGAAGATG

TCTTCTTITGGGTATTGCTTGG
CAGGTCTGTTGGGAGTGGTA
GCCACTGTCACTGTTACTGC
CTGATGAGAGGGAGGCCATT
ACCCATGAGGTTTCAAGTGC
CGTTTCCTGGGGATGAGATA
GTTCGTCACCAGCACACAGT

CAAGTTTTTGATGCCCTGGT
TCTGCAGATCGTTCATCTCG

GGTCTCCAACATGCCTCTCT
TTGGCCCATACGATGCAATG
GCACTTCTCGCTCTCCAGAA
GGCTTTCAAAGAAGGGCTCC
GTTGAGTCCAGTGCAAGCTC
CATGGGTCTGCAGAATTCGG
GTTCAACATCACTGCCAGCT
TCTTCCCAAAGCTCCTTCAA
GCAAAGCCAGAGTTCCTGAC

TERP
(CONSTITUTIVO)

CAAACTCTGACCACTGCACC

CTGCGGTACAATTCCAGAGC

38
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Legenda: Adipog, Adiponectina; Adrb3, Receptor adrenérgico, beta 3; Arx, Gene responsavel pela codificacéo
da proteina aristaless-related homeobox; Atf4, Fator de transcricdo ativador 4; Bmp8b, Proteina
morfogenética Ossea 8b; Chop, Transcrito induzivel por danos ao DNA 3; Cidea, Fator de
fragmentacdo de DNA indutor de morte celular, efetor semelhante a subunidade alfa A; Cptlb,
Carnitina palmitoil transferase 1b; Fgf21, Fator de crescimento de fibroblastos 21; Gadd45, Parada de
crescimento e danos ao DNA induziveis 45; Gpx, Glutationa peroxidase; 111b, Interleucina 1 beta; 116,
Interleucina 6; Mafa, Familia de oncogenes de fibrossarcoma musculoaponeurético v-maf; Mt2,
Receptor de Melatonina 1B 4; Neurod1, Diferenciacdo neurogénica 1; Nrfl, Fator respiratorio nuclear
1; Pax4, Paired box 4; Pax6, Paired box 6; Pdx 1, homeobox duodenal pancreatico 1; Ppara, Receptor
ativado por proliferador de peroxissoma alfa; Pparg, Receptor ativado por proliferador de peroxissoma
gama; Ppargcla, Receptor ativado proliferativo de peroxissomo gama coativador 1 alfa; Prdm16,
Dominio PR contendo 16; Sod, superdxido dismutase; Thp, TATA-box binding protein; Tmem26,
Proteina transmembrana 26; Tfam, Fator de transcricdo A, mitocondrial; Tnfa, Fator de necrose
tumoral alfa; Ucpl, Proteina desacopladora 1; Vegfa, Fator de crescimento endotelial vascular A.

Fonte: A autora, 2024

2.11 Western Blotting (WB)

A extracdo da proteina total do hipotalamo dos filhotes machos foi realizada utilizando
um tampéo de lise (HEPES, NaCl 150 mM, NP-40 1%, desoxicolato de sodio 0,5%, SDS 0,1%,
EDTA 1 mM, NaF 1 nM, Na3 VO4 1 mM e PMSF 1 mM) contendo protease (P8340, Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA) e coquetéis inibidores de fosfatase (P0044, Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EUA). As gquantidades equivalentes de proteina total foram aquecidas em tampé&o
de amostra contendo SDS (Laemmli, Biorad; azul de bromofenol e beta-mercaptoetanol,
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) a 100 °C por 5 minutos e separadas por SDS-PAGE. Apo6s
a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de transferéncia de difluoreto
de polivinila (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA). A membrana foi bloqueada com
BSA e incubada com os anticorpos primarios: beta-actina como proteina constitutiva (anti-
mouse, sc5274, 1:500, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA); NPY (anti-rabbit, sc-
28943, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA); POMC (anti-rabbit, sc-20148, Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA), AMPKal/2 (anti-rabbit, sc-25792, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, EUA), NFKB (anti-rabbit, sc-109, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, EUA), MTNR1A (anti-rabbit, Cloud-Clone Corp, EUA). Em seguida, a membrana
foi incubada com o anticorpo secundario por uma hora a temperatura ambiente. A expressao
proteica foi avaliada por quimioluminescéncia com ECL, e as imagens das bandas foram
capturadas utilizando o ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A intensidade de
quimioluminescéncia das bandas foi quantificada utilizando o programa ImageJ, v.1.54h (NIH,
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EUA: imagej.nih.gov/ij), sendo a beta-actina utilizada como controle de carga proteica. A
expressdo proteica da AMPKQp foi corrigida pela relagdo com AMPKTt.

2.12 Andlise estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade de
variancias (Bartlett) e apresentados como media e desvio padrdo. Posteriormente, dependendo
das amostras, foram aplicados o teste t de Welch ou a two-way ANOVA, seguidos por um teste
de Tukey de comparacBes multiplas. Além disso, os dados de expressdo génica foram
explorados separadamente por meio de uma matriz de correlacdo e Analise de Componentes
Principais (ACP). Os componentes com autovalores >1,0, que capturam a variacao
compartilhada da populacdo, foram utilizados na andlise (critério de Kaiser-Guttman). As
pontuacbes dos componentes principais (CP) foram representadas em um gréfico utilizando os
eixos CP1 e CP2 ap6s confirmacdo de que esses componentes possuem a maior variacdo de
dados (Peres-Neto et al., 2005). Um valor de P<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo (utilizando o software GraphPad Prism versdo 10.1.2 para Windows, GraphPad
Software, Boston, MA, EUA).
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3 RESULTADOS

3.1 Capitulo 1: A suplementacdo de melatonina mitiga 0 aumento da massa corporal,
melhora o metabolismo de glicose e atenua a inflamacdo e o estresse do reticulo
endoplasmatico no TABo e induz o escurecimento dos adipécitos no TABs nas maes

obesas

3.1.1 Massa corporal (MC), ingestdo alimentar (1A), ingestdo energética (IE), Metabolismo de

glicose e analises plasmaticas

Antes do acasalamento, ap0s oito semanas de dietas experimentais, as maes alimentadas
com dieta HF apresentaram uma massa corporal maior do que as mées do grupo C, e a
suplementacdo de melatonina nédo teve efeito sobre a massa corporal. No entanto, ao avaliar a
area sob a curva (A.S.C) do TOTG, as mées do grupo HF demonstraram intolerancia oral a
glicose, com um aumento de 20% em comparagdo com as mées do grupo C. Por outro lado, as
mées do grupo HFMel apresentaram uma diminuicdo de 12% nesse mesmo parametro em
comparacdo com as mées do grupo HF (Tabela 3).

Apds o desmame dos filhotes, a massa corporal das maes foi novamente medida.
Observou-se um aumento de 14% na massa corporal das maes do grupo HF em relacdo as maes
do grupo C, enquanto houve uma diminui¢do de 12% na massa corporal das maes do grupo
HFMel, em comparacdo com as mées do grupo HF. Ndo foram encontradas diferencas
significativas na ingestdo alimentar (1A) entre os grupos, porém a ingestdo energética (IE) foi
maior nas maes do grupo HF em comparacdo com as maes do grupo C (Tabela 3).

No mesmo periodo, as maes do grupo HF apresentaram hiperinsulinemia (+130%),
resisténcia a insulina (FIRi +236%) e diminuicdo da sensibilidade a insulina (QUICKIi -21%)
em comparac¢ao com as maes do grupo C. Além disso, as maes do grupo HF apresentaram niveis
mais baixos de adiponectina plasmatica (-34%) em comparacdo com as mdes do grupo C. A
suplementacdo de melatonina nas maes do grupo HFMel melhorou o metabolismo da glicose
com diminuigdo em 27% da A.S.C, -55% do FIRi e aumento de 25% do QUICK:i e resultou em
um aumento de 50% nos niveis de adiponectina plasmatica em compara¢do com as maes do
grupo HF (Tabela 3).
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Tabela 3. Biometria e bioquimica das maes.

Dados C CMel HF HFMel
MC (g, n=20) 12,70+1.09 13.1+1.6

Antes do acasalamento

MC (g, n=10) 19.40+0.71 20,10=0,57 22,0047 213207

TOTG (A.5.C. mmol/L/min, n=5) 10471496 10530494 1246,20£32,157 10991090, 54

Apoés desmame

MC (g, n=10) 21,10£0,55 20,9+1.1 2420054  21.40+1,32%
IA (g/dia/animal, n=10) 1.50+0.08 1.500.06 14202 14202
IE (KJ/dia‘animal. n=10) 2250£3.19  22.70£2.75 28.70+3 881 27.5023.77
TOTG (A.S.C. mmol/L/min, n=5) 8271457 78920+4753  1150.0=111.621  844.10+43.75%
Adiponectina (10 pg/mL, n=5) 14,00£1,75  13.400.69 9,20£0.95% 14,421 8%
Insulina (pg/mL, n=5) 606,0£900  660,0£79.0 1388002193461 7110046827
FIRi (n=5) 33204 3.820.5 11,1£1.61 5.00.6%
QUIKi (n=5) 0.50+0.01 0.50+0.01 0.40£0.01% 0.50+0,01#
TABo. (g. n=5) 0.20£0.07  0.30£0.08 0.50£0.05% 0,30£0,04%
TABs, (g, n=5) 020004  0,2020,02 0,320,041 0,26+0,02%

Legenda: C, Controle; HF, High-fat; Mel, melatonina. Dados apresentados como médiatdesvio padréo,
analisados pelo teste t de Welch ou ANOVA de dois fatores e post-hoc teste de Tukey (P<0,05, onde
1 # C; # # HF; § # CMel). Abreviacdes: A.S.C, area sob a curva; FIRi, Indice de resisténcia a insulina
em jejum; IA, ingestdo alimentar; IE, ingestdo energética; MC, massa corporal; QUICKI, indice
quantitativo de verificagdo de sensibilidade a insulina; TABo, tecido adiposo branco ovariano; TABS,
tecido adiposo branco subcutaneo

Fonte: A autora, 2024

3.1.2 Tecido adiposo das maes

Os coxins de gordura foram maiores nas mées do grupo HF em comparacdo com as
mdes do grupo C (TABo, +83%; TABs, +53%), porém foram menores nas maes do grupo
HFMel em relacdo as maes do grupo HF (TABo, -27%; TABs, -18%) (Tabela 3). Além disso,
as maes do grupo HF mostraram adipocitos no TABo hipertrofiados em compara¢do com as
maées do grupo C (+38%). Ja as méaes do grupo HFMel apresentaram a area seccional média dos

adipocitos menor em comparagdo com as maes do grupo HF (-45%) (Figura 9A-B).
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Figura 9. Tecido adiposo branco ovariano (TABO0) das mées.
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Legenda:  A. Fotomicrografias representativas do TABo das mées com cortes histolégicos corados por
Hematoxilina e Eosina (HE) no mesmo aumento; B. Medicdo do didmetro e area seccional média dos
adipdcitos.

Fonte: A autora, 2024

A Figura 10 mostra 0 TABs das mées dos grupos estudados. E perceptivel que as mées
do grupo HFMel exibem adipdcitos com caracteristicas multiloculares, acompanhadas por
evidéncias de imunomarcacao positiva para B3AR e UCP1. Essas alteracdes nao foram vistas
nas das maes HF, que apresentaram as goticulas de gordura uniloculadas e imunomarcacéao
negativa de B3AR e UCP1.
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Figura 10. Tecido adiposo branco subcutaneo (TABs) das maes.

Legenda: Fotomicrografias de cortes histolégicos. Na primeira linha, cortes histolégicos representativos corados
por Hematoxilina e Eosina (HE). Na segunda e terceira linha, cortes histoldgicos com imunomarcacéo
para proteinas termogénicas: receptor beta-3 adrenérgico (beta3AR) e proteina desacopladora-1
(UCP1) e contra corados com hematoxilina (mesmo aumento em todas as imagens). Siglas: C, grupo
controle; HF, grupo high-fat; Mel, melatonina.

Fonte: A autora, 2024

3.1.3 RTq PCR e imuno-histoguimica mdes TABo e TABs

Em relagdo aos marcadores pré-inflamatorios, observou-se uma expressao elevada nas
mées do grupo HF em comparagdo com as maes do grupo C no TABo (Tnfa, +78%; Resistina,
+5246%; Leptina, +160%, 116, +188%, e Il1b, +74%) (Figura 11A, 11C, 11D, 11E e 11F,
respectivamente). No entanto, a suplementacdo de melatonina demonstrou eficacia na reducéo
do estado inflamatdrio nas mées do grupo HFMel em comparacdo com as mées do grupo HF
diminuindo a expressdo génica de todos os marcadores demostrados anteriormente (Tnfa, -
48%; Resistina, -48%; Leptina, -84%, 116, -49%, e Il1b, -45%). Além disso, nos grupos que
receberam suplementacdo de melatonina, houve um aumento na expressao génica de Adipoq
(envolvido na regulacdo dos niveis de glicose e na degradacéo de acidos graxos) (C vs. CMel,
+1416%; HF vs. HFMel, +176%) (Figura 11B).
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As mées do grupo HF apresentaram um aumento na expressdo dos marcadores

relacionados ao estresse do reticulo em comparacdo com as mées do grupo C (Atf4, +573%;

Chop, +1680%; Gadd45, +85%), porém esses marcadores foram menos expressos nas maes do

grupo HFMel em comparacdo com as mées do grupo HF (Atf4, -73%; Chop, -32%; Gadd45, -
59%) (Figura 11G, 11H, 111, respectivamente).

Figura 11. Expressdo de genes relacionados a inflamacao e estresse do reticulo (ER) no tecido

adiposo branco ovariano (TABo0) das maes.
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A. Tnfa, fator de necrose tumoral alfa; B. Adipog, Adiponectina; C. Resistina; D. Leptina; E. 116,

Interleucina 6; F. I11b, Interleucinal beta; G. Atf4, Fator de transcricdo ativador 4; H. Chop, transcrito
induzivel por danos ao DNA 3; |. Gadd45, Parada de crescimento e danos ao DNA induziveis 45. Os
valores sdo apresentados em média + DP (n=5/grupo), Two-way ANOVA e post-hoc test de Tukey,
considerando *P< 0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001. Siglas: C, grupo controle; HF, grupo high-fat; Mel,

melatonina.
Fonte: A autora, 2024
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Os resultados das analises génicas reforcaram as observacbes das fotomicrografias,
demonstrando que as expresses génicas de Adrb3 (envolvido na regulacdo da lipdlise e da
termogénese) (-25%), Bmp8b (uma batocina que sensibiliza 0 TAMi a estimulacdo simpatica)
(-42%), Ppargcla (principal regulador da biogénese mitocondrial) (-64%) e Prdm16 (gene
encontrado na manutencgdo do fenotipo bege) (-75%) foram menores nas maes do grupo HF
em comparagdo com as mdes do grupo C. No entanto, esses genes apresentaram aumento de
expressao nas mées do grupo HFMel em comparagdo com as maes do grupo HF, exceto para o
Prdm16 (sensivel apenas a melatonina nas maes do grupo CMel em comparagdo com as maes
do grupo C, +60%). Além disso, as maes do grupo HFMel apresentaram um aumento na
expressdo dos genes para Mt2 (receptor de melatonina) (+474%), Tmem26 (envolvido na
regulacdo do metabolismo e na resposta ao armazenamento de gordura) (+305%), Ppargcla
(+170%), Ucpl (+107%) e Ppara (regula a expressdo de genes envolvidos na oxidacdo de
acidos graxos) (+193%) em comparacao com as mées do grupo HF. As maes do grupo CMel
também apresentaram um aumento na expressdo dos genes para Mt2 (+188%), Tmem26
(+237%), Prdm16 (+60%), Ucpl (+78%) e Ppara (+928%) em comparacdo com as maes do
grupo C (Figura 12).
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Figura 12. Expressédo de genes relacionados a termogénese no tecido adiposo branco subcutaneo

(TABs) das maes.
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A. Adrb3, Receptor adrenérgico, beta 3; B. Mt2, Receptor de Melatonina 1B 4; C. Bmp8b, Proteina

morfogenética 6ssea 8b; D. Ppargcla, Receptor ativado proliferativo de peroxissomo gama coativador
1 alfa; E. Tmem26, Proteina transmembrana 26; F. Prdm16, Dominio PR contendo 16; G. Ucpl,
Proteina desacopladora 1; H. Ppara, Receptor alfa ativado por proliferadores de peroxissomo. Os
valores sdo apresentados em média + DP (n=5/grupo), Two-way ANOVA e post-hoc teste de Tukey,
considerando *P< 0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001. Siglas: C, grupo controle; HF, grupo high-fat; Mel,

melatonina
Fonte: A autora, 2024



48

3.2. Capitulo 2: Massa corporal (MC), ingestdo alimentar (1A), ingestdo energética (IE) e

metabolismo de glicose dos filhotes machos

3.2.1 Massa corporal e metabolismo de glicose dos filhotes machos

Ao nascer, os filhotes HF apresentaram uma massa corporal 16% maior, enquanto 0s
filhotes CMel estavam 8% mais pesados do que os filhotes C (Figura 13B). No entanto, essa
diferenca inicial observada entre os filhotes dos grupos controles ndo se manteve nas semanas
seguintes. Os filhotes HF continuaram a ter uma massa corporal maior em comparagdo com 0s
filhotes C ao longo do experimento. A partir da quarta semana, os filhotes HFMel comecaram
a mostrar uma massa corporal menor do que os filhotes HF. Ao final das doze semanas de
experimento, os filhotes HF apresentaram um aumento da massa corporal de 9% em relacdo
aos filhotes C, enquanto os filhotes HFMel mostraram uma diminuicdo de cerca de 7% em
comparacdo com os filhotes HF (Figura 13A). O aumento da massa corporal nos filhotes HF
foi acompanhada por um aumento na ingestdo alimentar e na ingestdo energética em
comparagdo com os filhotes C. Por outro lado, os filhotes HFMel apresentaram uma ingestao
alimentar e energética menor em comparacao aos filhotes HF (Tabela 4).
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Figura 13. Evolucdo da massa corporal dos filhotes machos e teste oral de tolerancia a glicose.
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Legenda: A. Evolugdo de massa corporal, B. Massa corporal ao nascimento C. Curva do teste oral de tolerancia
a glicose, D. Area sob a curva. Os valores sio apresentados em média + DP (n=5/grupo), Two-way
ANOVA e post-hoc test de Tukey, considerando *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. Siglas: C, grupo
controle; HF, grupo high-fat; Mel, melatonina, TOTG, Teste oral de tolerancia a glicose

Fonte: A autora, 2024

A dieta rica em gordura (HF) das maes comprometeu o metabolismo de glicose nos
filhotes, como evidenciado pelo aumento da Area Sob a Curva (A.S.C) no Teste Oral de
Tolerancia a Glicose (TOTG, +15%, Figuras 13C-D), hiperinsulinemia (+30%), resisténcia a
insulina (FIRi +46%) e reducdo da sensibilidade a insulina (QUICKi -8%) (Tabela 4). No
entanto, essas alteracfes no metabolismo da glicose nao foram observadas nos filhotes HFMel,
onde houve uma diminuicdo da A.S.C (-8%, Figuras 13C-D), da insulina plasmatica (-40%) e
do FIRi (-50%). Além disso, os filhotes HFMel apresentaram um aumento do QUICKi (+18%)

em comparacdo com os filhotes HF (Tabela 4).
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Tabela 4. Biometria e bioquimica dos filhotes.

Dados C CMel HF HFMel

IA (g/dia‘animal, n=10) 1,501 150004 1,800,027 1,500,062
IE (kI/dia‘animal, n=10) 24.30+2.15 25007 200037 253400
Pincreas (g, n=10) 010002 0.10+0.02 0,11=0,01 0,110,011
TABs, (g, n=10) 0,15=0,009 0.17+0,02 0,28 £0.037 0,16 £ 0,000z
TAMi, (g, n=10) 0,92=0,009 0,110,017 0,12+ 0,017 0,09 £ 0.01#§
Inszulina (pg/mL., n=>3) 6190930 5650872 B04.30=106,377  488.00x54.66%
FIRi (n=5) 2.80=0.44 270045 4,100 467 2,100 43#
QUIKi (n=3) 0.54=0,02 0.55+0.02 0,500,017 0,60+0,03#
Adiponectina (10° pg/mL, n=3) 8.5+0.4 0.80=0,717 6,400,457 760016 #§
C-Peptideo (pg/mL., n=5) 282.90=38.68 256,50=2694 413,0£2597 215.1+14 3%
GIP (pg/mL, n=3) 500,20+33.73 5T7B80=3T748  236,40+3545F 412,80=3553%§
Glucagon (pg/mL, n=5) 51,203,532 40,70=12.61 48,60+6,62 40,1159
IL-6 (pg/mL, n=5) 6.50=0.47 7.70+0.40 12,100,737 8.4x1 4%
Leptina (pg/mL, n=3) 417 40=52.99 391 40=3838 32970+32 287 324.10+2037#
PYY (pg/mL, n=3) 3233512 34850=2887 17780290827 243203280
TINFa (pg/mL, n=5) 6.10+0.32 5,503 1.220,57 4 80+0 57#

Legenda: C, Controle; HF, High-fat; Mel, melatonina. Dados apresentados como médiatdesvio padréo,
analisados por ANOVA de dois fatores e post-hoc teste de Tukey (P<0,05, onde T # C; # # HF; § #
CMel). Abreviagdes: FIRi, indice de resisténcia a insulina em jejum; GIP, peptideo insulinotrépico
dependente de glicose; IA, Ingestdo alimentar; IE, Ingestdo energética; IL, interleucina; MC, Massa
corporal; MP, Massa do pancreas; PY'Y, peptideo YY; QUICKIi, indice quantitativo de verificacio de
sensibilidade a insulina; TAMi, Tecido adiposo marrom interescapular; TABs, Tecido adiposo
subcutaneo; TNFa, fator de necrose tumoral-alfa.

Fonte: A autora, 2024

3.2.2 Andlises plasmaéticas dos filhotes machos

Os filhotes HF apresentaram um perfil inflamatorio, com valores diminuidos de
adiponectina (-15%) e niveis aumentados de IL-6 (+88%) e TNFa (+18%) em comparagdo com
os filhotes C. Por outro lado, os filhotes HFMel apresentaram um perfil ndo inflamatério, com
aumento de adiponectina em 18% e reduc¢éo de cerca de 30% nos niveis de IL-6 e TNFa. Além
disso, os filhotes CMel apresentaram niveis mais elevados de adiponectina (+16%) em
comparacdo com os filhotes C e a prole HFMel apresentou niveis plasmaticos de adiponectina

diminuido em 22% quando comparados a prole CMel (Tabela 4).
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Além das alteracBes inflamatérias, os filhotes HF apresentaram concentragcoes
plasméticas elevadas de peptideo C (sua concentracdo no plasma reflete diretamente a
quantidade de insulina produzida pelo pancreas) (+46%), leptina (hormonio peptidico
produzido principalmente pelo tecido adiposo) (+27%) e diminuicéo de GIP (que tem a funcéo
de estimular a liberacéo de insulina pelas células beta do pancreas em resposta ao aumento da
glicose sanguinea ) (-60%) e PY'Y (-45%) em comparacao com os filhotes C.

Os filhotes HFMel quando comparados os filhotes HF, apresentaram diminuicdo da

concentracdo plasmatica de peptideo C (-48%) e leptina (-39%). Além do aumento da
concentracdo plasmatica de GIP em 75%.
Comparando com os filhotes CMel, os filhotes HFMel apresentaram niveis plasmaticos cerca
de 30% menores de GIP e PYY. Nao foram observadas diferencas nos niveis de glucagon
plasmatico entre os grupos, nem de PYY entre os filhotes HFMel quando comparada os HF
(Tabela 4).
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3.3. Capitulo 3: A suplementacdo de melatonina em mées com obesidade durante a
gestacdo e lactacdo melhora a composicao celular das ilhotas pancreéticas e a funcédo das

células beta dos filhotes machos

3.3.1 Anélises histolégicas do pancreas

As ilhotas pancredticas dos filhotes C e CMel mostraram distribuices tipicas de células
alfa e beta, conforme ilustrado nas duas primeiras linhas das fotomicrografias na Figura 14. No
entanto, as ilhotas pancreéticas dos filhotes HF estavam hipertrofiadas em comparagéo com as
ilhotas dos filhotes C com aumento de 193% da &rea da ilhota. Por outro lado, as ilhotas
pancredticas dos filhotes HFMel apresentaram uma reducédo de 46% da sua area em comparacdo
com as ilhotas dos filhotes HF (Figura 10A). Como consequéncia, os filhotes HF apresentaram
uma maior massa de células alfa (+160%) e beta (+229%) pancreatica em compara¢ao com 0S
filhotes C. Entretanto, houve uma reducédo de 62% tanto na massa de células alfa quanto de
célula beta nas ilhotas pancreéticas nos filhotes HFMel em comparagdo com os filhotes HF
(Figura 14B-C).



53

Figura 14. llhotas pancreaticas dos filhotes machos adultos.
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Legenda: As duas linhas mostram ilhotas pancreaticas imunomarcadas por anti-glucagon (células-alfa)
e anti-insulina (células-beta) (mesmo aumento em todas as imagens). A. Area da secéo transversal da
ilhota, B. Massa de células alfa, C. Massa de células beta. Os dados sdo média + DP, n=5/grupo, *P<0,05,

**P<0,01. Siglas: C, grupo controle; HF, grupo high-fat; Mel, melatonina.
Fonte: A autora, 2024

3.3.2 Teste de secrecdo de insulina

A Figura 15 ilustra a secregdo de insulina in vitro em concentragdes crescentes de
glicose. Na concentracdo 2,8mM, os filhotes HF apresentaram um aumento na secrecdo de
insulina de 531% em comparacdo com os filhotes C. No entanto, nesta mesma concentracéo,
os filhotes HFMel reduziram a secrecao de insulina em 84% em comparacdo com os filhotes
HF. Esse padrdo de resultados foi mantido nas concentracfes de glicose de 11,1 mM e 22,2

mM. Além disso, na concentracdo de 22,2mM de glicose, os filhotes CMel apresentaram uma

secre¢do de insulina 50% menor do que os filhotes C.
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Figura 15. Secrecdo de insulina nas ilhotas isoladas dos filhotes machos adultos.
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Legenda: Os dados sdo média + DP, n=5/grupo, *P<0,05, **P<0,01. Siglas: C, grupo controle; HF, grupo high-
fat; Mel, melatonina
Fonte: A autora, 2024

3.3.3 RTag-PCR: llhotas pancreaticas

Foram quantificados os niveis de expressdo génica na ilhota pancreatica de marcadores
da inflamacéo, corroborando os achados plasmaticos. Os genes marcadores de inflamacéo 116,
I11b e Tnfa apresentaram aumento significativo (116 +70%, 111b +315% e Tnfa +89%), enquanto
0 gene Sirtl mostrou diminui¢do acentuada (-63%) nos filhotes HF em comparagdo com o0s
filhotes C (Figura 16A-D).

Uma atenuacdo desse perfil inflamatério foi observada nos filhotes HFMel, com
reducdes expressivas na expressao de 116 (-58%), 111b (-52%) e Tnfa (-86%), além do aumento
na expressdo de Sirtl (+157%) em comparacdo com os filhotes HF (Figura 16A-D). Sabe-se
que as Sirtuinas podem influenciar a secrecdo de insulina pelas células beta do pancreas, tém
propriedades antioxidantes e podem proteger as células beta contra o estresse oxidativo.

Além disso, nos filhotes HFMel houve um aumento significativo na expressao de 111b
(+814%) e diminuicdo na expressdo de Sirtl (-73%) em comparacdo com os filhotes CMel
(Figura 16B e D).



55

Figura 16. Marcadores pro-inflamatérios na ilhota pancreética dos filhotes machos adultos.
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Legenda: A. 116, Interleucina 6; B. Il1b, Interleucina 1 beta; C. Tnfa, Fator de necrose tumoral-alfa; D. Sirt1,
Sirtuina 1. Os dados sdo média + DP, n=5/grupo, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001. Siglas: C, grupo
controle; HF, grupo high-fat; Mel, melatonina.
Fonte: A autora, 2024

A expressdo génica de marcadores de estresse oxidativo e do RE foi quantificada na
ilhota pancreética dos filhotes adultos. As enzimas antioxidantes Sod, Catalase e GPx
desempenham uma funcéo crucial na protecdo das células contra o estresse oxidativo, incluindo
as células da ilhota pancreética.

Os filhotes HF em comparacdo com os filhotes C apresentaram diminuicdo no painel das
enzimas antioxidantes com expressdo génica diminuida de Sod (-38%) e Catalase (-75%)
(Figura 17A e 17B).

Além disso, os marcadores do estresse do RE, os genes Chop, Gadd45 e Atf4, envolvidos na
morte celular e na regulacdo de genes relacionados a inflamacdo e ao estresse do reticulo,
tiveram sua expressdo génica aumentada nos filhotes HF quando comparada aos filhotes C
Chop (+110%), Gadd45 (+127%) e Atf4 (+239%) (Figura 17D e 17F).

No entanto, os filhotes HFMel mostraram aumento da expressao de Sod (+142%), Catalase
(+219%) e Gpx (+238%) e menor expressdo de Chop (-48%), Gadd45 (-45%) e Atf4 (-45%)
em comparacdo com os filhotes HF. Adicionalmente, os genes Chop (-1733%) e Atf4 (-6133%)
foram regulados negativamente nos filhotes CMel em comparagdo com os filhotes HFMel
(Figura 17D e 17F). Foi observado também que a expressdo de Sod aumentou em 37% e de
Gpx em 135% nos filhotes CMel em comparacgao com os filhotes C (Figura 17A e 17C).
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Figura 17. Marcadores de estresse oxidativo e do reticulo endoplasmatico na ilhota pancreética
dos filhotes machos adultos.
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Legenda: A. Sod, Superdxido dismutase; B. Catalase; C. Gpx, Glutationa peroxidase. D. Chop, transcricao

induzivel por dano de DNA 3; E. Gadd45, Interrup¢o do crescimento e inducdo de dano ao DNA 45;
F. Atf4, Fator de transcri¢do ativador 4. Os dados sdo média + DP, n=5/grupo, *P<0,05, **P<0,01,
***p<(,001. Siglas: C, grupo controle; HF, grupo high-fat; Mel, melatonina.

Fonte: A autora, 2024

Foram quantificadas as expressdes génicas de marcadores de fatores de transcrigdo
(Pdx1, Mafa, Neurodl, Pax4, Pax6, Pparg, Ppara, Arx) importantes para a formacéo e funcédo
adequada das células beta, garantindo sua capacidade de produzir e secretar insulina na ilhota
pancredtica dos filhotes adultos.

Os filhotes HF mostraram expressdo génica diminuida de Pdx1 (-36%), Mafa (-60%),
Neurodl (-65%), Pax6 (-31%) e Pparg (-75%) em comparagdo com os filhotes C. Por outro
lado, os filhotes HFMel apresentaram a expressao desses genes restaurada, exceto para o Pax6,
quando comparados aos filhotes HF (Pdx1: +107%; Mafa: +194%; Neurodl: +355%; Pparg:
+565%) (Figura 18A, 18B, 18C, 18F e 18H). Além disso, nos filhotes CMel, foi observado um
aumento na expressédo de Pdx1 (+30%) e Neurodl (+144%) em comparagdo com os filhotes C
(Figura 18A e 18C).

A administracdo de melatonina tanto em maes HF quanto em mées C foi capaz de

aumentar a expressdo génica de Arx (+86%) no grupo CMel e no grupo HFMel (+70%), em
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comparacdo com os grupos C e HF, respectivamente (Figura 18D). Essa mesma acgéo foi
evidenciada na expresséo de Ppara (um fator transcricional que transcreve genes termogénicos),
onde os filhotes CMel apresentaram um aumento de 613% em relacéo aos filhotes C, enquanto
a expressdo nos filhotes HFMel foi 2800% maior do que nos filhotes HF (Figura 18G).

O marcador génico Pax4 é altamente especifica para as células beta pancreéaticas e esta
envolvido principalmente na regulagéo da secrecdo de insulina e na manutengédo da homeostase
glicémica. Nesse contexto, os filhotes HF apresentaram aumento na expressdo de Pax4
(+275%) em comparacao com os filhotes C, enquanto essa expressdo foi reduzida nos filhotes

HFMel em comparagdo com os filhotes HF (-31%) (Figura 18E).

Figura 18. Fatores de transcri¢cdo e marcadores de identificacdo de células beta dos filhotes

machos adultos.
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Legenda: A. Pdx 1, homeobox duodenal pancreatico 1; B. Mafa, familia de oncogenes de fibrossarcoma
musculoaponeurdtico v-maf; C. Neurodl, diferenciagdo neurogénica 1; D. Arx, fator de transcricao
aristaless-related homeobox gene; E. Pax4, paired box 4; F. Pax6, paired box 6; G. Ppara, receptor
alfa ativado por proliferador de peroxissoma; H. Pparg, receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma gama. Os dados sdo média + DP, n=5/grupo, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001. Siglas:
C, grupo controle; HF, grupo high-fat; Mel, melatonina..

Fonte: A autora, 2024
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3.4 Capitulo 4: A suplementacdo de melatonina em maes com obesidade reduz a

inflamac&o hipotalamica e aumenta a termogénese nos filhotes machos

3.4.1 Imuno-histoguimica e RTg-PCR - Tecido adiposo branco subcutineo (TABS)

Os filhotes C exibiram adipdcitos uniloculares de tamanho normal. Em contraste, 0s
filhotes HF apresentaram adipdcitos uniloculares hipertrofiados. No entanto, nos filhotes CMel
e HFMel, foram observadas a presenca de adipdcitos beges multiloculares entremeados aos
adipdcitos brancos, além da imunomarcagdo positiva das proteinas termogénicas B3AR e

UCP1, caracterizando o processo de amarronzamento no TABs (Figura 19).

Figura 19. Fotomicrografias de cortes histoldgicos do tecido adiposo branco subcutaneo dos
filhotes machos adultos.

HE

B3ar

Ucp1

Legenda: Na primeira linha, cortes histolégicos representativos corados por Hematoxilina e Eosina (HE). Na
segunda e terceira linha, cortes histolégicos com imunomarcacéo de proteinas termogénicas: receptor
beta-3 adrenérgico (beta3AR) e proteina desacopladora-1 (UCP1) e contra corados com hematoxilina

(mesmo aumento em todas as imagens). Siglas: C, grupo controle; HF, grupo high-fat; Mel,
melatonina.

Fonte: A autora, 2024
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Os resultados da anélise da expressdo génica relacionada ao amarronzamento e da
atividade e biogénese mitocondrial no TABs dos filhotes, conforme previsto, demonstraram
que os filhotes HF apresentaram uma diminuicdo significativa na expressao dos genes
relacionados ao amarronzamento em comparacdo com os filhotes C: Adrb3 (-77x%), Tfam (-
68%), Prdm16 (-65%), Bmp8b (uma batocina que sensibiliza 0 TAMi a estimulacdo simpatica)
(-92%) e Ucpl (um transcrito do Ppara e efetor da termogénese) (-72%). Além disso, 0s genes
marcadores da atividade e biogénese mitocondrial também mostraram uma diminui¢éo em sua
expressao nos filhotes HF em comparacdo com os filhotes C: Cptlb (-54%), Ppargcla (um
regulador essencial da biogénese mitocondrial e um regulador transcricional de Ppara e Ucpl)
(-60%) e Pparg (-93%) (Figura 20A, 20C, 20D, 20E e 20F).

Por outro lado, os filhotes HFMel, cujas méaes receberam suplementacédo de melatonina,
apresentaram um aumento significativo na expressdo dos genes relacionados ao
amarronzamento em comparacao com os filhotes HF: Adrb3 (+252%), Tfam (+240%), Prdm16
(gene encontrado na manutencdo do fendtipo bege) (+168%), Bmp8b (+911%) e Ucpl
(+224%). Além disso, os genes marcadores da atividade e biogénese mitocondrial,
caracteristicos do tecido adiposo bege, também tiveram um aumento em sua expressao nos
filhotes HFMel em comparacdo com os filhotes HF, incluindo Cptlb (+102%), Ppargcla
(+137%), Pparg (+545%) e Ppara (+713%) (Figura 20G, 20H e 20J).

A expressdo génica do Mt2, que é essencial para a protecdo celular contra danos
causados por estresse oxidativo, apoptose e processos inflamatérios, foi maior nos filhotes
CMel (+176%) e HFMel (+407%) em comparacao com os filhotes C e HF, respectivamente
(Figura 20B).

Além disso, os filhotes CMel apresentaram um aumento na expressao dos genes Ucpl
(+27%), Ppargcla (+35%) e Ppara (+877%) em comparacao com os filhotes C. No entanto, ao
comparar os filhotes CMel e HFMel, observou-se uma diminuicao na expressao dos genes Ucpl
(-27%), Ppargcla (-31%) e Pparg (-40%) (Figura 20F, 20H, 20J).
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Figura 20. Expresséo génica no tecido adiposo branco subcutaneo (TABs) dos filhotes machos

adultos.
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Legenda: A. Adrb3, receptor adrenérgico beta 3; B. Mt2, receptor de melatonina 1B; C. Tfam, fator de transcri¢éo
A mitocondrial; D. Prdm16, dominio PR contendo 16; E: Bmp8b, proteina morfogenética 6ssea 8b;
F. Ucpl, proteina de desacoplamento-1; G. Cptlb, carnitina palmitoil transferase 1b; H. Ppargcla,
receptor gama ativado proliferativo de peroxissoma coativador 1-alfa; I. Pparg, receptor gama ativado
por proliferador de peroxissoma; J. Ppara, receptor alfa ativado por proliferador de peroxissoma. Os
valores sdo apresentados em média + DP (n=5/grupo), Two-way ANOVA e post-hoc teste de Tukey,
considerando *P< 0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001. Siglas: C, grupo controle; HF, grupo high-fat; Mel,
melatonina.

Fonte: A autora, 2024
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3.4.2 Imuno-histoguimica e RTg-PCR - Tecido adiposo marrom interescapular (TAMi)

Foram quantificadas as expressdes génicas no TAMi dos filhotes adultos: Adrb3

(relacionada com a termogénese e lipolise no tecido adiposo marrom), Mt2 (receptor de
melatonina e um antioxidante), Bmp8b (relacionado a termogénese), Vegfa (relacionado a
angiogénese e a regulacdo do suprimento de sangue para o tecido adiposo marrom), Cidea
(relacionado a regulacdo da lipolise e a formacdo de goticulas lipidicas no TAM), Nrfl
(relacionado a regulacdo da biogénese mitocondrial e a resposta ao estresse oxidativo no TAM),
Fgf21 (regulacdo do metabolismo energético, a termogénese e a resposta ao estresse metabolico
no tecido adiposo marrom) e Ucpl (proteina chave na regulacdo da termogénese no TAM).
Os resultados da analise da expressdo génica relacionada aos biomarcadores termogénicos no
TAMi demonstraram que os filhotes HF apresentaram uma diminuicdo significativa em
comparagdo com os filhotes C: Adrb3 (-52%), Bmp8b (-63%), Vegfa (-61%), Cidea (-89%) e
Ucpl (-70%) (Figura 21A, 21C, 21D, 21E e 21H).

A expressdo génica do Mt2 foi maior nos filhotes CMel (+180%) e HFMel (+425%) em
comparacdo com os filhotes C e HF, respectivamente (Figura 21B).

Por outro lado, a expressdo génica dos biomarcadores termogénicos foi aumentada nos filhotes
HFMel em comparagdo com os filhotes HF: Adrb3 (+84%), Bmp8b (+114%), Vegfa (+152%),
Cidea (+660%), Nrf1(+78%) e Ucpl (+51%) (Figura 21A, 21C, 21D, 21E, 21F e 21H).

A expresséao génica do Fgf21 foi aumentada nos filhotes CMel em comparagdo com os filhotes
C (+91%), entretanto foi diminuida nos filhotes HF em comparagdo com os filhotes C (-77%)
e nos filhotes HFMel em comparagéo com os filhotes CMel (-61%) (Figura 21G).
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Figura 21. Expressdes génicas no tecido adiposo marrom interescapular (TAMi) dos filhotes
machos adultos
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Legenda: A. Adrb3, receptor adrenérgico beta 3; B. Mt2, receptor de melatonina 1B; C. Bmp8b, proteina
morfogenética 6ssea 8b; D. Vegfa, fator de crescimento endotelial vascular A; E: Cidea, fator de
fragmentacdo de DNA indutor de morte celular efetor semelhante a subunidade alfa A; F. Nrfl, fator
respiratério nuclear 1; G. Fgf21, fator de crescimento de fibroblastos 21; H. Ucpl, proteina de
desacoplamento-1. Os valores sdo apresentados em média £ DP (n=5/grupo), Two-way ANOVA e
post-hoc teste de Tukey, considerando *P< 0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001. Siglas: C, grupo controle;
HF, grupo high-fat; Mel, melatonina..

Fonte: A autora, 2024

A imunomarcacéo das proteinas tipicas de TAMi - beta3AR e UCP, ilustrada na Figura
22, revelou diferencas marcantes entre os grupos estudados. Nos filhotes HF, houve um
aumento pronunciado de goticulas de gordura, indicando um fendtipo de adipdcito branco, um
fendmeno conhecido como embranquecimento. Esse fendmeno representa a transformacéo do
tecido adiposo marrom para branco, o que foi corroborado pela redugéo na imunomarcacéo das
proteinas beta3AR e UCP1.

Por outro lado, nos filhotes HFMel, observou-se a preservacéo da distribuicéo tecidual,
com a presenca de goticulas de gordura marrom multiloculares e funcionais. Esses achados
sugerem um efeito protetor da melatonina materna na preservacdo do TAMi nos filhotes

HFMel, impedindo o processo de embranquecimento e mantendo a funcionalidade do TAMi.
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Figura 22. Fotomicrografias do tecido adiposo marrom interescapular dos filhotes machos
adultos.

HFMel

O TN

Legenda:  Fotomicrografias representativas de cortes histoldgicos. Na primeira linha, cortes histoldgicos
representativos corados por Hematoxilina e Eosina (HE). Na segunda e terceira linha, cortes
histoldgicos marcados para ativacdo de proteinas termogénicas: receptor beta-3 adrenérgico
(beta3AR) e proteina desacopladora-1 (UCP1) e contra corados com hematoxilina (mesmo aumento
em todas as imagens). Nos filhotes HF, observa-se invasdo do TAMi por goticulas de gordura (setas
abertas), acompanhada pela diminui¢do na imunomarcacdo das proteinas no TAMi. No entanto, a
suplementacdo materna com melatonina preservou o tecido adiposo marrom, apresentando goticulas
de gordura marrom multiloculares e funcionais nos filhotes HFMel (setas pretas). Os valores séo
apresentados em média + DP (n=5/grupo). Siglas: C, grupo controle; HF, grupo high-fat; Mel,
melatonina.

Fonte: A autora, 2024
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3.4.3 RTg-PCR e Western Blotting (WB) — Hipotadlamo

Os marcadores génicos no hipotalamo desempenham papéis especificos na regulacao

do metabolismo, da resposta imunoldgica e do comportamento alimentar. Os genes Tnfa, 116 e
1110, por exemplo, estdo associados a modulagdo da resposta inflamatoria e podem influenciar
a regulacdo do apetite e do metabolismo em situacdes inflamatorias.
Nos filhotes HF, em comparacdo com os filhotes C, houve um aumento na expressédo génica do
Tnfa (+239%) e 116 (+204%), mas a expressdo génica da 1110 ndo foi afetada. Entretanto, nos
filhotes HFMel, comparados aos filhotes HF, houve uma reducdo na expressao génica dos
marcadores de inflamacdo Tnfa (-56%) e 116 (-80%), e um aumento na 1110 (+238%). Além
disso, a expressdo génica da 1110 também aumentou nos filhotes CMel em comparagdo com os
filhotes C (+305%) (Figura 23A, 23B e 23C).

A expressdo génica do Bmp8b, essencial para a regulagdo do metabolismo energético,

incluindo o balan¢o energético e a termogénese, foi maior nos filhotes CMel (+228%) e HFMel
(+143%) em comparacdo com os filhotes C e HF, respectivamente 23D.
Além disso, foram avaliadas a expressdo génica dos genes Pomc, precursor de peptideos
envolvidos no controle do apetite e da saciedade, e Npy, que estimula o apetite e regula o
balanco energético, sendo considerado um neuropeptideo orexigénico. Nos filhotes HF, houve
uma reducdo na expressao génica do Pomc (-97%) e um aumento da expressdo génica do Npy
(+368%) em comparacdo com os filhotes C. Nos filhotes HFMel, observou-se um aumento
significativo na expressdo génica do Pomc (+4320%) e um diminui¢do na expressdo génica do
Npy (-68%) em relagdo aos filhotes HF. Além disso, os filhotes CMel apresentaram um
aumento na expressdo génica do Pomc (+132%) em compara¢do com os filhotes C. No entanto,
ao comparar os filhotes CMel e HFMel, houve uma diminuicdo na expressao do Pomc (-41%)
(Figura 23E e 23F).
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Figura 23. Expressdes génicas hipotalamicas dos filhotes machos adultos
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Legenda: A. Tnfa, Fator de necrose tumoral alfa; B. 116, Interleucina-6; C. 1110, Interleucina-10; D: Bmp8b,
Proteina morfogenética 6ssea-8; E: Pomc, Pr6-opiomelanocortina-alfa; F: Npy, neuropeptideo Y. Os
valores sdo apresentados em média + DP (n=5/grupo), Two-way ANOVA e post-hoc teste de Tukey,
considerando *P< 0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001. Siglas: C, grupo controle; HF, grupo high-fat; Mel,
melatonina.

Fonte: A autora, 2024

Os marcadores proteicos no hipotdlamo desempenham funcgdes especificas na regulacao
de processos fisioldgicos e comportamentais. A expressdo proteica do MT1, essencial para a
regulacdao do ritmo circadiano, metabolismo e resposta ao estresse oxidativo, foi maior nos
filhotes HFMel (+65%) em comparacdo aos filhotes CMel e, acentuadamente maior nos filhotes
HFMel (+133%) em comparacao com os filhotes HF (Figura 24A).

Além disso, foram avaliadas as expressoes proteicas do NFKB, um fator de transcri¢cao
crucial na regulacéo da resposta inflamatdria e ativacdo de genes relacionados a resposta imune
e apoptose; a razdo entre AMPKp/AMPKTt, que reflete a atividade da AMPK na regulacédo do
metabolismo energético, incluindo glicose e sintese de lipidios; o NPY, um neuropeptideo
orexigénico que estimula o apetite e regula o balancgo energético e comportamento alimentar; e
0 POMC, precursor de peptideos envolvidos no controle do apetite e da saciedade.

Nos filhotes HF, em comparacdo com os filhotes C, houve um aumento na expresséao
proteica do NFKB (+137%), da razdo AMPKp/AMPKt (+85%) e do NPY (+57%), mas a
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expressdo proteica do POMC né&o foi afetada em nenhum grupo. No entanto, nos filhotes
HFMel, em comparagdo com os filhotes HF, houve uma redugdo na expressao proteica do
NFKB (-57%), da razdo AMPKp/AMPKTt (-52%) e uma diminui¢do na expressdo proteica do
NPY (-45%) (Figura 24B, 24C, 24D, 24E, 24F).

Figura 24. Expressdes de proteinas hipotaldmicas dos filhotes machos adultos.
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Legenda: A.MTL, receptor 1 de melatonina; B. NFKB, fator nuclear kappa B; C. razdo AMPKp/AMPKt, proteina
quinase ativada por AMP; D. NPY, neuropeptideo Y; E. POMC, pro-opiomelanocortina-alfa; F.
Blotting representativo. Os valores sdo apresentados em média = DP (n=5/grupo), Two-way ANOVA
e post-hoc teste de Tukey, considerando *P< 0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001. Siglas: C, grupo controle;
HF, grupo high-fat; Mel, melatonina.

Fonte: A autora, 2024

3.4.4 Anélise dos componentes principais (ACP) da prole de machos

O mapa de calor é uma ferramenta (til para identificar as variaveis mais influentes na
matriz de correlagdo. Neste contexto, as varidveis com 0s maiores coeficientes séo
representadas em azul escuro, enquanto aquelas com coeficientes menores sao representadas
em vermelho (Figuras 25A e 26A). A variacdo cumulativa dos dois primeiros Componentes
Principais (CPs) foi de 71,71% no estudo da termogénese e 73,33% no estudo da inflamagéo
hipotalamica (Figuras 25B e 26D), justificando assim a inclusdo dos CPs 1 e 2 na anélise.

O gréfico biplot da Anéalise dos Componentes Principais (ACP) para o tecido adiposo

revelou que todos os genes relacionados a termogénese se deslocaram em direcéo aos filhotes
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C, CMel e HFMel (nenhum gene migrou para os filhotes HF) (Figura 25C). Além disso, o
grafico biplot do hipotalamo evidenciou uma mudanca nos genes inflamatdrios (IL6 e TNFa) e
anabdlicos (NPY) para os filhotes HF, enquanto ocorreu uma transi¢cdo para genes anti-
inflamatdrios (IL10) e catabélicos (POMC) nos filhotes C, CMel e HFMel (Figura 26C). Por
fim, a disposicdo dos grupos estudados evidenciou a separagdo dos filhotes HF dos demais
grupos (incluindo os filhotes HFMel), uma distin¢éo valida tanto para o tecido adiposo quanto

para o hipotalamo (Figuras 25D e 26D).

Figura 25. Matriz de Correlacdo (coeficientes r de Pearson) e Analise de Componentes
Principais (ACP) dos marcadores termogénicos do tecido adiposo dos filhotes machos adultos.
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Fonte: A autora, 2024
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Figura 26. Matriz de Correlacdo (coeficientes r de Pearson) e Analise de Componentes

Principais dos marcadores pré-inflamatorios hipotaldamicos dos filhotes machos adultos.
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Fonte: A autora, 2024
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4 DISCUSSAO

As mdes do grupo que receberam dieta hiperlipidica apresentaram aumento significativo
na massa corporal, disfuncdo no metabolismo da glicose resultando em resisténcia a insulina, e
um perfil pro-inflamatorio, o que caracteriza a condicdo de obesidade. No entanto, a
suplementacdo de melatonina durante a gestacéo e lactacdo reduziu o ganho de peso, melhorou
0 metabolismo da glicose, restaurou os niveis de adiponectina e reduziu os marcadores pro-
inflamatorios e o estresse de RE no TABo. Além disso, a melatonina potencializou os
mediadores do amarronzamento no TABs. Estes resultados sugerem que a melatonina pode
beneficiar a regulacdo do metabolismo energético e o controle da glicose, destacando seu
potencial como alvo terapéutico para resisténcia a insulina e obesidade.

Os resultados deste trabalho indicam que a melatonina pode reduzir a glicose plasmatica
(Sartori et al., 2009), aumentando sua utilizacdo, captacdo ou sintese de glicogénio(Albreiki et
al., 2021), como indicado em estudos anteriores. A melhora no metabolismo glicidico
observada nas maes do grupo HFMel pode ser explicada pelo aumento da expressdo génica e
dos niveis plasméticos de adiponectina, uma vez que essa proteina € uma potente
sensibilizadora de insulina (Prieto-Hontoria et al., 2013).

Na literatura, a dosagem de melatonina para adultos varia de 1 a 100 mg/dia (Szewczyk-
Golec et al., 2015; Karamitri e Jockers, 2019). Em um estudo com camundongos C57BL6, foi
utilizada a dose de 10 mg/kg/dia para avaliar desfechos metabolicos (Sun et al., 2016),
justificando a escolha desta dose para este estudo.

A hip6tese de que a melatonina poderia influenciar positivamente a expressao génica
das citocinas no TABo e melhorar os disturbios glicémicos em fémeas com obesidade, mesmo
mantendo uma dieta rica em gordura foi comprovada. No contexto da obesidade, com aumento
na deposicdo de gordura visceral, é importante destacar a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como o TNF-alfa, 111b e IL6, e resistina. Essas substancias podem atuar através
de mecanismos paracrinos, inibindo diretamente a agdo da insulina nas células-alvo e resultando
em resisténcia sistémica a insulina (Feve e Bastard, 2009).

As alteracdes metabolicas nas maes com obesidade estavam associadas ao aumento do
estresse de RE. O estresse do RE desempenha um papel importante na patogénese da obesidade
e na resisténcia a insulina, contribuindo para o acimulo de proteinas desdobradas ou mal
dobradas, o que pode levar ao aumento da adiposidade e a reducdo do gasto energético

(Ajoolabady etal., 2022). A disfungéo do RE é caracteristica de doengas metabolicas associadas
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a obesidade e a regulacdo imunoldgica (Hummasti e Hotamisligil, 2010). Dietas obesogénicas
favorecem o estresse no RE e comprometem a maturacdo proteica, levando ao acumulo de
proteinas mal dobradas e ativando a resposta ao estresse (Diehl et al., 2011). A ativacédo
prolongada da Resposta ao Desdobramento de Proteinas (UPR) esta associada ao
desenvolvimento de doengas como resisténcia a insulina, DM2 e inflamagdo (Sozen et al.,
2015), conforme observado nas maes com obesidade (grupo HF).

A suplementacdo de melatonina em maes com obesidade reduziu a expressao de genes
relacionados ao estresse de RE. Um componente importante nessa via de apoptose mediada
pelo estresse no RE é a proteina homologa C/EBP (Chop), reguladora da parada de crescimento
e genes induzidos por danos ao DNA, como Gadd45 (Oyadomari e Mori, 2004). O estresse do
RE também leva a expressdo de Atf4, aumentando a transcri¢cdo de Chop e relacionando-se a
apoptose por meio da modulacdo de proteinas pré-apoptoticas e antiapoptéticas (Fernandez et
al., 2015). Desta forma, a suplementacdo de melatonina parece reduzir essa expressao génica,
atenuando o estresse do RE e indicando um possivel mecanismo para seus efeitos protetores.

A administracdo de melatonina resultou em uma mudanca nos adip6citos do TABs das
mées do grupo HFMel, fazendo com que eles se tornassem multiloculados, indicando uma
transicdo para um fendtipo bege. A multiloculacdo de adipdcitos, caracteristica do TAM, esta
associada ao aumento da capacidade termogénica e do gasto energético (Bargut et al., 2017).
Esta transicdo esta associada ao aumento da capacidade termogénica e do gasto energético, o
que pode proteger contra os efeitos prejudiciais da obesidade (Montanari et al., 2017). Esses
efeitos podem ser atribuidos a ativacdo dos receptores Adrb3 e do MT1b (Saarela e Reiter,
1994; Montanari et al., 2017), sugerindo um mecanismo potencialmente importante para os
efeitos protetores da melatonina nesse contexto.

Estudos em modelos animais e em cultura de células 3T3-L1 mostraram que a
melatonina induziu o amarronzamento no TABs, aumentando a expressao de PGC-1a e UCP-1
(Jiménez-Aranda et al., 2013; Kato et al., 2015). Além disso, observamos um aumento na
expressdo do gene Prdm16 nas mées do grupo CMel. Sabe-se que o Prdm16 desempenha um
papel essencial na manutengéo do escurecimento do tecido adiposo (Harms et al., 2014). Esses
resultados sdo relevantes, pois além da melatonina estar associada a reducédo da inflamacéo e a
ativacdo da termogénese adaptativa, o presente estudo investigou esses efeitos em fémeas,
diferentemente da maioria dos outros estudos experimentais que se concentraram apenas em

machos.
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A obesidade materna desencadeia processos inflamatorios (Kretschmer et al., 2020;
Enstad et al., 2021), que resultam em estresse oxidativo (Napso et al., 2022) e estresse do RE
(Park et al., 2020). Em contrapartida, a melatonina restaura a funcdo fisiolégica durante a
gravidez, reduzindo o dano oxidativo na placenta (Chuffa et al., 2019), melhorando a
transferéncia de nutrientes e otimizando a dindmica vascular (Saat et al., 2019). E importante
salientar que a capacidade da melatonina de atravessar a placenta, influencia diretamente o
desenvolvimento dos filhotes, influenciando suas funcdes neurais, cerebrais, energeéticas e
glicidicas (Gomes et al., 2021a).

A epigenética desempenha um papel fundamental na regulacdo da salde metabdlica a
longo prazo, envolvendo a metilagdo do DNA e modificagBes das histonas (Portela e Esteller,
2010; Oger et al., 2014). Esses processos atuam como uma "memdria” das exposi¢oes precoces,
influenciando diretamente a expressao génica no TAB dos filhotes e, consequentemente, sua
salide metabolica (Hanson et al., 2011). Intervenc@es nutricionais durante a gestacdo podem
modular esses mecanismos epigenéticos, proporcionando impactos significativos na salde
metabolica futura dos filhotes(Liang et al., 2016a).

A melatonina desempenha um papel crucial na regulacdo de processos epigenéticos,
atuando na inibicdo da DNA metiltransferases e histonas desacetilases (Korkmaz e Reiter,
2008; Tain et al., 2014a). Sua capacidade de modular a metilacdo do DNA e participar da
desmetilacdo durante o desenvolvimento do tecido adiposo mostra seu potencial em atenuar
doencas na idade adulta, influenciando diretamente a programacao epigenética (Lui et al., 2015;
Tain e Hsu, 2022).

Os niveis plasméaticos de melatonina materna apresentam ritmicidade diurna, e
aumentam no final da gestacdo (Nakamura et al., 2001). Sua acdo direta sobre as células
musculares lisas miometriais é sinérgica com a ocitocina, facilitando as contraces uterinas
durante a noite (Olcese et al., 2013). A melatonina atravessa a placenta livremente (Schenker
et al., 1998; Berbets et al., 2021), promovendo a vascularizacdo placentaria ao remodelar as
artérias espirais uterinas (Redman e Sargent, 2005) e se ligando aos seus receptores nos tecidos
fetais (Williams et al., 1991). Ela também é um componente do leite materno (Reppert e Klein,
1978; llinerova et al., 1993).

Em estudos com animais, a melatonina exdgena reduziu a resposta inflamatoria,
diminuindo as citocinas inflamatorias como a ll1b e o Tnfa (EI-Shenawy et al., 2002; Carrascal
et al., 2018), e atenuou a inflamacdo no sistema nervoso central (Cho et al., 2021). Suas
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes melhoram a satde dos ovécitos, sugerindo seu

efeito protetor para atenuar o impacto da obesidade materna nos filhotes (Yong et al., 2021).
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Além disso, a melatonina atenua insultos precoces que podem levar a doengas cronicas
nas geracOes seguintes (Tain et al., 2014b). Seus efeitos incluem a regulagdo da hipertenséo
arterial sistémica (Tain et al., 2014c) e o remodelamento benéfico da estrutura hepatica
(Ajackson et al., 2023). A Figura 27 resume 0s achados encontrados nas maes obesas tratadas
com melatonina.

Figura 27. Resumo gréfico dos resultados da suplementacdo de melatonina obtidos nas mées

com obesidade.
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Legenda: A A suplementagdo de melatonina em mées com obesidade demonstrou efeitos benéficos na reducao
da inflamacéo no tecido adiposo branco ovariano (TABO) e no tecido adiposo branco subcutaneo (TABS).
A seta para cima indica um aumento e a seta para baixo indica uma diminui¢do nos niveis de expressao
ou atividade dos seguintes genes e proteinas: Adrb3, receptor adrenérgico beta 3; Mt2, receptor de
melatonina 1B 4; Bmp8b, proteina morfogenética 6ssea 8b; Ppargcla, receptor ativado proliferativo de
peroxissomo gama coativador 1 alfa; Tmem26, proteina transmembrana 26; Prdm16, dominio PR
contendo 16; Ucpl, proteina desacopladora 1; Ppara, receptor alfa ativado por proliferadores de
peroxissomo.

Fonte: A autora, 2024



73

No contexto dos filhotes, a obesidade materna tem impactos adversos no
remodelamento das ilhotas pancreaticas e no metabolismo dos filhotes machos, levando a uma
menor producdo de insulina e a problemas no controle glicémico (Mandarim-de-Lacerda,
2019a, b; Ornellas et al., 2020). Essas mudancas resultam em desregulacdo de marcadores pro-
inflamatorios, estresse oxidativo e do RE, comprometendo a fungéo das células beta e afetando
a homeostase glicémica (Cerf, 2011, 2015). No entanto, essas alteragdes foram amenizadas nos
filhotes HFMel, confirmando a hipoOtese de que a suplementacdo de melatonina materna
melhora a sensibilidade a insulina e a tolerancia a glicose, concordando com os resultados de
outro estudo (Sartori et al., 2009). Esses achados indicam um efeito protetor da melatonina
contra os impactos negativos da obesidade materna no metabolismo e na funcéo das ilhotas
pancreaticas dos filhotes.

A melatonina tem efeito antioxidante e protege contra a resisténcia a insulina associada
a obesidade (Xu et al., 2022), ao impedir a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e
regular o estado redox nas células beta (Zephy e Ahmad, 2015). Ela aumenta a expressdo e
atividade de enzimas antioxidantes (Mayo et al., 2002) e reduz a acetilacdo da SODK68 em
cultura de ovécitos (Han et al., 2017). Os resultados da presente pesquisa mostraram melhora
nas enzimas Sod, catalase e Gpx, e reducdo de citocinas pré-inflamatorias na ilhota pancreética
dos filhotes HFMel, destacando a interacao entre inflamacéo e estresse oxidativo (Dandekar et
al., 2015).

A melatonina também regula a expressdo e o deslocamento do transportador de glicose
do tipo 4 (GLUT4) por meio de seus receptores de membrana acoplados a proteina G, e a
fosforilagéo do receptor de insulina e substratos intracelulares que ativam a via de sinalizagéo
da insulina (Cipolla-Neto et al., 2014). No estudo em quest&o, a suplementacdo de melatonina
foi associada a perda de peso nas mdes com obesidade e em seus filhotes, resultado que
concorda com um trabalho prévio que mostrou que a melatonina contribui para um balanco
energético adequado ao regular o fluxo de energia (Cipolla-Neto et al., 2014). A suplementacao
materna de melatonina também melhorou a intolerancia a glicose e a resisténcia a insulina nos
filhotes, aumentando a expressdo génica de Pparg na ilhota pancreética, um sensibilizador de
insulina.

No presente estudo, observou-se nos filhotes de mée obesas suplementadas com
melatonina, 0 aumento da expressao génica das enzimas do estresse oxidativo e de Sirtl nas
ilhotas pancreéaticas. Esses resultados associados podem sugerir a reducdo tanto do estresse
oxidativo quanto do estresse do RE (Xu et al., 2020). Esses dados estdo de acordo com um

estudo, no qual os autores utilizaram células beta pancreaticas in vitro. O estudo demonstrou
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que a melatonina exerce uma forte inibicdo do estresse oxidativo e uma inibig&o parcial do
estresse do RE (Park et al., 2014).

E sabido que a obesidade materna prejudica a funcdo das células beta em roedores (Cerf
et al., 2005) e em humanos (Black et al., 2013). Neste estudo, observou-se um impacto negativo
da obesidade materna na regulacdo génica relacionada a diferenciacdo, maturacdo e
metabolismo da glicose das células beta dos filhotes. Os resultados mostraram que houve um
aumento da expressdo dos genes Pdxl, Mafa, e Neurodl nos filhotes de mée obesas
suplementadas com melatonina

Fatores de transcricdo como Pdx1 s&o essenciais em varios estagios do desenvolvimento
pancredtico e da diferenciacdo das células beta (Offield et al., 1996), com expressdo diminuida
na resisténcia a insulina e no DM2 (Lin e Vuguin, 2012; Yang et al., 2012). Em um ambiente
de resisténcia a insulina, ha hiperglicemia, hiperinsulinemia, aumento do FIRi e diminuicdo do
QUICK:I. Nos filhotes de maes obesas, a insulina ndo reduziu a glicemia como esperado, mesmo
com as ilhotas pancreéaticas secretando insulina em resposta a diferentes concentracdes de
glicose. Isso pode ter ocorrido pela deficiéncia de Pdx1, que torna as células beta mais
vulneraveis ao estresse do RE. O Pdx1 regula genes relacionados a formacdo de pontes
dissulfeto, enovelamento de proteinas e resposta as proteinas mal dobradas. A redugdo na
expressdo de Pdx1 nos filhotes de mées obesas pode ter contribuido para a falha das células
beta em compensar a resisténcia a insulina, devido a incapacidade de realizar fungdes essenciais
no RE (Sachdeva et al., 2009).

O Mafa presente em células beta adultas, é essencial para a producdo de insulina

(Matsuoka et al., 2004) e para a regeneracdo das células beta a partir de células-tronco
pluripotentes (Rezania et al., 2014). O gene Neurodl é identificado no pancreas em
desenvolvimento na fase embrionaria (Naya et al., 1997) e desempenha um papel crucial na
preservacdo das células beta funcionais na vida adulta (Gasa et al., 2008).
Nesse trabalho, a obesidade materna diminuiu a expressao de Pax6 nos filhotes, e essa reducéo
ndo foi afetada pela suplementagcdo materna de melatonina. O Pax6 é detectado no final do
periodo embrionario e atua como regulador transcricional critico na fungdo das celulas beta
adultas (Lorberbaum et al., 2020) e sua expressao reduzida pode estar ligada a faléncia das
celulas beta no diabetes (Swisa et al., 2017).

A suplementacdo materna de melatonina aumentou a expressdo génica de Arx e
diminuiu a de Pax4 em filhotes de mées obesas. Entretanto ndo houve diferenca na expressao
génica de glucagon. O Pax4, expresso em células progenitoras enddcrinas durante o

desenvolvimento do péancreas (Lin e Vuguin, 2012), tem um papel essencial na diferenciacao
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das células beta (Sosa-Pineda, 2004; Collombat et al., 2005). J& expressdo de Arx tem inicio
durante o desenvolvimento do pancreas em camundongos e persiste nas células alfa maduras
(Collombat et al., 2003). Embora Arx seja essencial para a especificacdo e manutencédo precoce
das células alfa (Bramswig e Kaestner, 2011), ndo esta diretamente envolvido na expressao de
glucagon (Gosmain et al., 2011). Portanto, o efeito da melatonina sobre a secrecéo de glucagon
é controverso (Peschke et al., 2010; Bahr et al., 2011). Neste contexto, o impacto da
suplementacdo materna de melatonina nos filhotes foi indireto (administrado as mées), o que
pode explicar a auséncia de alteracGes programadas na secrecdao de glucagon nos filhotes. O
equilibrio entre Pax4 e Arx é crucial nas ilhotas pancreéticas (Collombat et al., 2005).

Os resultados deste trabalho mostraram que mées com obesidade suplementadas com
melatonina promovem o remodelamento celular nas ilhotas pancreaticas dos filhotes adultos,
preservando a secrecdo de insulina estimulada por glicose. Esses achados concordam com o
estudo que demonstrou que em ratas pinealectomizadas, o metabolismo de glicose ficou
prejudicado, incluindo a desregulacéo na secrecdo de insulina (Gomes et al., 2021b).

A desdiferenciacdo das células beta, caracterizada pela reducdo da expressdo génica
relacionada a funcdo das células beta maduras e pelo aumento das células precursoras
endocrinas (Wang e Zhang, 2021), foi observada nos filhotes de mées obesas, indicando maior
suscetibilidade a faléncia das células beta. A suplementacdo materna de melatonina parece
beneficiar a funcéo das células beta dos filhotes adultos.

Além das alteracbes no pancreas e no metabolismo de glicose, a obesidade materna
influenciou o tecido adiposo e o hipotdlamo dos filhotes. A administracdo de melatonina
resultou em uma reducdo nos marcadores de neuroinflamacdo e regulou neuropeptideos
hipotalamicos, promovendo o amarronzamento do TABs e ativando o TAMi, levando a
termogénese nos filhotes. Esses efeitos podem explicar a redugcdo na massa corporal observada
nos filhotes de mées obesas suplementadas com melatonina.

Embora a suplementagdo de melatonina em mées com obesidade n&o tenha afetado sua
ingestdo alimentar, seus filhotes mostraram redugdo na ingestdo de alimentos e na massa
corporal, além de restaurar a concentracdo plasmaética de leptina. A diminuigéo da inflamacao
hipotaldmica nos filhotes HFMel pode ser explicada pela reducdo na sinalizacdo da via do
NFKB, que desempenha um papel patogénico em vérias doencas inflamatorias (Liu et al., 2017)
e pelo aumento na expressao génica de 1110, suprimindo citocinas inflamatorias (Steen et al.,
2020).

A obesidade materna ndo apenas prejudica a sinalizagdo hipotalamica, levando a

hiperfagia (Ornellas et al., 2016), mas tambem afeta a expressdo de Pomc, um neuropeptideo



76

catabdlico, Npy, anabdlico, ambos cruciais para o controle da ingestao alimentar. Nesse estudo,
a melatonina administrada as maes com obesidade regulou a expressdo desses neuropeptideos
na prole de mées obesas suplementadas com melatonina, o que pode explicar a reducdo na
ingestdo alimentar e a perda de peso observadas nesse grupo. Esses achados sugerem que a
melatonina pode contrabalancar os efeitos adversos da neuroinflamagcdo e dos padrdes
alimentares prejudiciais nos filhotes (Sagrillo-Fagundes et al., 2016).

Além da reducdo da neuroinflamacdo hipotalamica, os filhotes que as mées com

obesidade receberam melatonina também apresentaram diminuicdo na atividade da AMPK.
Estudos anteriores mostraram que o agonista GLP1 reduz a atividade da AMPK hipotalamica,
levando ao amarronzamento do TABs e a ativacdo do TAMi (Beiroa et al., 2014; Contreras et
al., 2016). Essa diminuicdo da AMPK também esté associada a reducdo da expressao de NPY
e ao aumento de POMC, resultando em menor ingestao alimentar e perda de peso (Minokoshi
et al., 2004; Ldpez, 2018), o que esta em concordancia com os achados deste estudo. Inclusive,
evidéncias demonstraram que o elevado consumo materno de gordura pode programar
permanentemente o sistema de apetite hipotalamico, favorecendo as vias orexigenas nos
filhotes e predispondo-os a disturbios metabolicos (Breton, 2013; Ornellas et al., 2016).
Em estudos in vitro, o tratamento com melatonina em adip6citos 3T3-L1 mostrou aumentar a
atividade mitocondrial, a expressdo de UCP1 e Pgcla (Kato et al., 2015). Além disso, a
melatonina induziu a conversdo de adipdcitos brancos para bege em ratos Zucker (Jiménez-
Aranda et al., 2013), concordando nossos resultados em camundongos. Um estudo com células-
tronco mesenquimais de gordura inguinal de ratos e lipoaspirados humanos, também observou
um aumento na transdiferenciacdo de adipdcitos, resultando no aparecimento de adipdcitos
bege (Salagre et al., 2022), o que esta relacionado ao aumento dos marcadores de termogénese
observados no TABs dos filhotes de mées obesas suplementadas com melatonina.

Neste estudo, foi observado que a obesidade materna programou negativamente o TAMi
com diminuicdo da expressdo génicas dos marcadores caracteristicos da termogénese e 0
aparecimento de adipocitos maiores e semelhantes ao branco. Alguns estudos ja relataram o
potencial da dieta rica em gordura nesse remodelamento do TAMi (Shimizu et al., 2014). Aqui,
trazemos a contribuigdo da programagao materna neste desfecho.

Alguns mecanismos podem explicar a mudanca do fenotipo desse tecido como por baixa
atividade do SNS, onde a sinalizagdo noradrenérgica é essencial para a manutencgéo do fenétipo
marrom (Cannon e Nedergaard, 2004). O Bmp8b atua de maneira central para aumentar a
producdo simpatica e amplia a resposta termogénica ao estimulo adrenérgico (Whittle et al.,

2012). Além disso, a sinalizagdo adrenérgica é reconhecida como um ativador central da
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expressdo de Vegfa em adipdcitos marrons que é altamente vascularizado e esse marcador tem
se mostrado importante para a resposta termogénica (Sun et al., 2014).

Nesse contexto da termogénese, a UCP1, localizada na membrana mitocondrial interna,
€ um marcador chave para identificar o TAM, especializado na geracdo de calor (Saito et al.,
2016). Estudos mostraram que a melatonina aumenta a massa e a funcdo do TAMi (Fernandez
Véazquez et al., 2018), possivelmente através da ativacao dos receptores MT1 no hipotalamo e
MT1e MT2 no TAM, induzindo a expressdo de UCP1(Cipolla-Neto et al., 2014). Em conjunto
com a UCP1, a termogénese necessita do aumento do conteddo mitocondrial, 0 NRF1 regula a
expressdo de varios genes envolvidos na fungdo e na biogénese mitocondrial (Bartelt et al.,
2018) e do Cidea ¢ um gene que mostra expressao aumentada em adipGcitos marrons
funcionantes (Fischer et al., 2017). Os filhotes de maes obesas apresentaram uma diminui¢éo
na expressdo dos marcadores do TAMI, enquanto os filhotes de mées obesas suplementadas
com melatonina apresentaram um aumento na capacidade termogénica do TAMi com
manutencdo dos marcadores caracteristicos desse tecido, trazendo a melatonina materna como
fator protetor na manutencdo de um adipdcito marrom competente.

A analise de componentes principais (ACP) revelou os beneficios nos filhotes de maes
obesas suplementadas com melatonina, especialmente em marcadores termogénicos no tecido
adiposo e pro-inflamatdrios no hipotalamo. A separagdo dos filhotes do grupo HF dos demais
grupos na ACP foi notavel, evidenciando a influéncia da melatonina. A proximidade do grupo
HFMel dos grupos C e CMEL na ACP reforca o efeito da melatonina. Essa abordagem
multivariada considera todo o conjunto de genes pro-inflamatdrios e termogénicos analisados,
aumentando a robustez dos resultados (Manly e Navarro-Alberto, 2017).

E importante reconhecer algumas limitacdes deste estudo, como a falta de avaliagio da
placenta ou do leite materno, e o fato de que apenas os filhotes machos foram analisados. Essa
escolha foi feita para evitar possiveis interferéncias endocrinas das fémeas nesta abordagem
inicial. Futuras adi¢des ao estudo poderiam esclarecer o efeito da suplementacdo de melatonina
em maes com obesidade nos filhotes fémeas, bem como os beneficios para o leite materno e a
placenta. A Figura 28 resume os achados encontrados nos filhotes de maes obesas e de mées

obesas suplementadas com melatonina.
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Figura 28. Resumo gréfico dos resultados obtidos neste trabalho
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Legenda: A suplementacdo de melatonina para mées com obesidade beneficia seus filhotes do sexo masculino,

como indicado pelas setas: atenuando as citocinas pré-inflamatérias hipotalamicas, ativando o
amarronzamento no tecido adiposo subcutaneo e reduzindo o enbranquecimento no tecido adiposo
marrom interescapular. Além disso, os filnotes HFMel apresentaram diminui¢cdo da massa corporal e
melhora da resisténcia a insulina. Na ilhota pancreética, as citocinas pro-inflamatérias e os marcadores
de estresse de reticulo endoplasmatico foram atenuados, enquanto as enzimas relacionadas ao estresse
oxidativo aumentaram. As ilhotas hipertrofiadas devido & obesidade materna foram também atenuadas
pela suplementacdo de melatonina as maes.
Abreviacdes: Adrb3, receptor adrenérgico beta 3; Bmp8b, proteina morfogenética 6ssea 8b; Cidea, fator
de fragmentacdo de DNA indutor de morte celular, efetor semelhante a subunidade alfa A; Cptlb,
carnitina palmitoil transferase 1b; TAMI, tecido adiposo marrom interescapular; MT1, receptor de
melatonina 1; MT2, receptor de melatonina 1B; NFKB, fator Nuclear-kappa B; NPY, neuropeptideo Y;
Nrfl, fator respiratorio nuclear 1; POMC, pro-opiomelanocortina-alfa; Ppara, receptor alfa ativado por
proliferadores de peroxissomo. Pparg, receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomo;
Ppargcla, receptor ativado proliferativo de peroxissomo,-gama, coativador 1-alfa; Prdm16, dominio PR
contendo 16; TABs, tecido adiposo branco subcutaneo; Tfam, fator de transcricdo A mitocondrial; Ucpl,
proteina desacopladora-1; Vegfa, fator de crescimento endotelial vascular A. Atf4, ativador de fator de
transcricdo 4; Catalase; Chop, transcri¢do induzivel por danos ao DNA; Gadd45, parada de crescimento
e dano ao DNA induzivel 45; Gpx, glutationa peroxidase.; 1l1b, interleucinal beta; 116, interleucina6;
Mafa, familia dos oncogenes do fibrossarcoma musculoaponeurdtico v-maf; Neurodl, diferenciacéo
neurogénica 1; Pax4, paired Box 4; Pdx1, homeobox duodenal pancreatico 1; Sirtl, sirtuina 1; Sod,
superdxido dismutase; Tnfa, fator de necrose tumoral alfa

Fonte: A autora, 2024
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CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que a dieta rica
hiperlipidica levou a vérias alteracGes metabdlicas e fisioldgicas adversas nas maes, incluindo
aumento da massa corporal, intolerancia a glicose, hiperinsulinemia, resisténcia a insulina,
reducdo nos niveis de adiponectina, aumento do tecido adiposo com expressao elevada de
marcadores pro-inflamatorios e estresse do reticulo endoplasmatico. Por outro lado, as maes
com obesidade que receberam melatonina apresentaram melhora no metabolismo da glicose,
maior sensibilidade a insulina, niveis elevados de adiponectina, além de reducdo da inflamacéo
e do estresse do reticulo endoplasmatico no TABo. A suplementacdo de melatonina também
promoveu a expressdo de genes associados a regulacdo do metabolismo e da termogénese no
TABs. Esses resultados destacam o potencial terapéutico da melatonina na prevencdo e
tratamento de distarbios metabdlicos associados & obesidade.

Nos filhotes de mées com obesidade, observou-se maior massa corporal e alteracdes
metabdlicas e inflamatdrias, incluindo comprometimento do metabolismo da glicose,
resisténcia a insulina e inflamacgéo sistémica, associadas a mudancas na expressao génica e
proteica no tecido adiposo e no hipotalamo.

Nos filhotes de mées com obesidade suplementadas com melatonina, houve melhora na
regulacdo do metabolismo da glicose, reducao da inflamag&o sistémica, preservacao da fungédo
do TAMi e ativagéo da termogénese no TABs. Isso foi evidenciado por mudangas moleculares
associadas a inflamacdo hipotalamica e a resposta dos neuropeptideos POMC e NPY, bem
como pela manutencdo da morfologia e funcionalidade do TAMi e a presenca de um fenétipo
bege no TABS.

De maneira geral, este estudo destaca a importancia da dieta materna na programagéo
metabolica da prole e sugere a melatonina como uma possivel intervencdo para atenuar 0s
efeitos adversos da exposicao a dieta rica em gordura durante a gestacdo e lactacdo. No entanto,
sd0 necessarias mais pesquisas para entender completamente 0os mecanismos subjacentes e

validar esses achados em contextos clinicos.
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Abstract

Melatonin supplementation to obese mathers during gestation and lactation might benefit the
pancreatic islet cellular composition and beta-cell function in male offspring adulthood
CS57BL/é females (mothers) were to two groups (m=20/each) based on their
consumption in contral (C 17% kJ as fat) or high-far diet (HF 49% kJ as fat). Mothers were
supplemented with melatonin (Mel) { 10 mg/kg daily) during gestationand lactation, or vehicle,
forming the groups (n = 1Veach): C, CMel HF, and HFMel. The male offspring were studied,
considering they only received the C diet after weaninguntil three months old. The HF mothers
and their offspring showed higher body weight, glucose intolerance, insulin resistance, and low
insulin sensitivity than the C ones. However, HFMel mothers and their offspring showed
improved glucose metabolism and weight loss than the HF ones. Also, the offspring’s higher

af pro-inflammatory markes and endoplasmic reticulum (ER) stress were
ohserved in HF but reduced in HFMel Contrarily, antioxidant enzymes were less expressed in
HF but improved in HFMel. In addition, HF showed increased beta-cell mass and
hyperinsulinemia but diminished in HFMel. Besides, the beta-cell maturity and identity gene
expressions diminished in HF but enhanced in HFMel. In concusion, obess mothers
supplemented with melatonin benefit their offspring’s islet cell remodeling and function.
In addition, improving pro-inflammatory markers, oxidative stress, and ER stress resulted in
better ghicose and insulin levels control. Consequently, pancreatic islets and functioning beta
cells were preserved in the offspring of obese mothers supplemented with melatonin
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