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RESUMO

ORNELLAS, Fernanda. Obesidade parental e programacao fetal: figado e via de sinalizacdo da
leptina (JAK/STAT) no hipotalamo da prole. 2015.96 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

A obesidade materna pode refletir em efeitos deletérios na prole adulta, porém, estudos
recentes indicam a participacdo paterna em tal desfecho. Este trabalho teve como objetivo avaliar
os efeitos da obesidade materna e/ou paterna, nos filhotes machos e fémeas, na massa corporal,
metabolismo de carboidratos e de lipideos, nos componentes das vias de lipogénese e beta-
oxidacdo hepdtica, nos mediadores da via de sinalizagdo da leptina (JAK/STAT), dos
neurotransmissores reguladores do apetite, assim como dos marcadores de inflamacdo local.
Camundongos C57BL/6 machos e fémeas com quatro semanas de idade foram separados em dois
grupos: dieta controle (SC, 17% da energia proveniente dos lipideos) ou dieta hiperlipidica (HF,
49% da energia proveniente dos lipideos). O acasalamento ocorreu quando 0s progenitores
completaram 12 semanas de idade e, ao nascimento, os filhotes foram identificados de acordo
com as dietas materna, paterna e o sexo. Os filhotes receberam somente dieta SC do desmame até
12 semanas de idade, quando foram sacrificados. Avaliou-se a massa corporal (MC), ingestéo
alimentar, insulina e leptina plasmaticas, perfil lipidico, tolerancia a glicose, concentracfes de
triglicerideos (TG) hepaticos e estimativa da esteatose hepatica, com analise da expressdo génica e
proteica de componentes das vias de lipogénese e beta-oxidacdo, via de sinalizacdo da leptina
JAK/STAT no hipotalamo, presenca de inflamacdo local e expressdo génica e proteica de
neurotransmissores reguladores do apetite. As diferengas entre os grupos foram analisadas por
One Way ANOVA seguida do pds-teste de Holm-Sidak, enquanto interagdes entre dietas materna
e paterna e sexo dos descendentes foram avaliadas através de Three Way ANOVA. Em todos os
casos, p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Proles de mées obesas: apresentaram
aumento de MC a partir da segunda semana de vida (p<0,01), hiperleptinemia, hiperinsulinemia e
intolerancia a glicose com piora do perfil lipidico ao final do experimento (p<0,001).
Apresentaram esteatose hepéatica, com ativacdo da lipogénese e inibicdo da beta-oxidacao,
resultando em elevacdo de TG hepaticos. Houve diminuigdo do receptor ObRb com prejuizos na
via JAK/STAT, aumento de SOCS3, maior expressao génica e proteica de NPY e diminuicdo de
POMC, resultando em hiperfagia (p<0,0001). Notou-se também inflamagdo hipotaldmica
(p<0,001). Proles de pais obesos: demonstraram intolerancia a glicose e hiperinsulinemia
(p<0,01), esteatose hepética pela ativagdo da lipogénese hepatica, sem alteracbes na via
JAK/STAT e no comportamento alimentar, porém com presenca de alguns marcadores de
inflamacédo local. Proles de mées e pais obesos: apresentaram maior MC desde 0 nascimento
(p<0,01) e todos os efeitos deletérios observados foram maximizados. Conclui-se que a obesidade
materna resulta em obesidade, distirbios metabolicos e hepaticos e hiperfagia nas proles, devido a
mudancas na sinalizacdo da leptina no hipotdlamo, associadas a inflamacao local. A obesidade
paterna ocasiona apenas intolerancia a glicose, hiperinsulinemia, esteatose hepatica e presenca de
alguns marcadores inflamatdrios no hipotdlamo, entretanto, quando ambos progenitores séo
obesos, esses efeitos sdo maximizados nos descendentes.

Palavras-chave: Obesidade materna. Obesidade paterna. Obesidade parental. Figado. Hipotalamo.



ABSTRACT

ORNELLAS, Fernanda. Parental obesity and fetal programming: liver and (JAK/STAT)
leptin signaling pathway in hypothalamus of offspring. 2015. 96 f. Tese (Doutorado em
Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Maternal obesity may reflect in deleterious effects on adult offspring, however, recent
studies have indicated the father's participation in this outcome. This study aimed to evaluate
the effects of maternal and/or paternal obesity upon male and female offspring in body mass,
carbohydrates and lipids metabolism, the components of the lipogenesis and hepatic beta-
oxidation, the mediators of leptin signaling pathway (JAK/STAT) and appetite regulatory
neurotransmitter, as well as the local inflammatory markers. C57BL/6 males and females with
four weeks of age were divided into two groups: control diet (SC, 17% of energy from lipids)
or high-fat diet (HF, 49% of energy from lipids). The mating occurred when the parents
completed 12 weeks of age, and at birth, the offspring were identified according to the
maternal and paternal diets and sex. The offspring received SC diet of the weaning to 12
weeks of age, when they were sacrificed. We evaluated the body mass (BM), food intake,
insulin and plasma leptin, lipid profile, glucose tolerance, hepatic triglyceride (TG) and
estimate of hepatic steatosis, with analysis of gene and protein expression of components of
the beta-oxidation and lipogenesis, leptin signaling pathway (JAK/ STAT) in the
hypothalamus, local inflammation and presence of gene and protein expression of appetite
regulating neurotransmitters. Differences between groups were analyzed by One Way
ANOVA followed by post- test of Holm-Sidak as interactions between maternal and paternal
diet and sex of offspring were evaluated using the Three Way ANOVA. In all cases, P<0.05
was considered statistically significant. Offspring of obese mothers: elevation in BM from the
second week of life (p<0.01), hyperleptinemia, hyperinsulinemia and glucose intolerance with
worsening in lipid profile at the end of the experiment (p<0.001). These groups showed
hepatic steatosis, with activation of lipogenesis and inhibition of beta-oxidation, resulting in
elevation of hepatic TG. There was decrease in OBRb receptor with impairment of
JAK/STAT pathway, increase in SOCS3, elevation in gene and protein expression of NPY,
decreased POMC, resulting in hyperphagia (p<0.0001) and hypothalamic inflammation
(p<0.001). Offspring of obese fathers: the offspring showed glucose intolerance and
hyperinsulinemia (p<0.01), hepatic steatosis by the activation of lipogenesis, with no change
in the JAK/STAT and feeding behavior, but with initial presence of local inflammation.
Offspring of obese parents: were heavier at birth (p <0.01) and all the deleterious effects
observed were maximized. Maternal obesity results in obesity, metabolic and hepatic
disorders and in hyperphagia, due to changes in leptin signaling in the hypothalamus,
associated with local inflammation. The paternal obesity causes glucose intolerance,
hyperinsulinemia, hepatic steatosis and presence of initial hypothalamic inflammation,
however, when both parents are obese, these effects are maximized in the offspring.

Keywords: Maternal obesity. Paternal obesity. Parental obesity. Liver. Hypothalamus.
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INTRODUCAO

A obesidade e suas comorbidades associadas caracterizam um quadro de pandemia no
mundo ocidental, visto que a atual abundancia nutricional aliada a um estilo de vida
sedentério tornam-se cada vez mais comum entre criancas e adultos, sobretudo em idade
reprodutiva (Kimm e Obarzanek, 2002; Alberti et al., 2006).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2008, mais de meio
bilhdo de adultos apresentavam obesidade em todo 0 mundo. Em paises desenvolvidos, como
os Estados Unidos da América, as despesas médicas relacionadas com essa entidade
nosologica alcancaram o marco de 147 bilhdes de ddlares no mesmo periodo (Hammond e
Levine, 2010), com estimativas de ultrapassarem a faixa de 957 bilhGes de doélares em 2030
(Go et al., 2014). Todavia, 0 aumento na prevaléncia da obesidade ndo vem ocorrendo
somente em paises desenvolvidos, mas também em paises em desenvolvimento, como o
Brasil (de Onis e Blossner, 2000), caracterizando um importante problema de satde publica.

A literatura sobre o assunto é vasta e os resultados sugerem que o risco de
desenvolvimento de obesidade e sindrome metabolica (SM) na idade adulta possa ser
influenciado pelo periodo inicial de vida, especialmente através da nutricdo inadequada
disponivel ao feto e/ou recém-nascido (Barker, 1995a). O processo pelo qual os fatores
atuantes no inicio da vida influenciam a salde da prole na idade adulta é definido como
programacdo, e € considerado um mecanismo chave para a instalacdo da obesidade e
modificacfes metabdlicas na prole (Barker, 1995b; Langley-Evans, 2009). Para entender os
mecanismos associados a programacao, diversos modelos experimentais sdo utilizados, nos
quais o ambiente hormonal e metabolico durante o periodo pré-natal ou pds-natal é alterado
através de mudancas do estado nutricional materno.

Estudos com roedores demonstraram que a mudancga no metabolismo gestacional da
mée pode afetar o desenvolvimento placentario e embrionario, culminando com maior influxo
de nutrientes via placenta para o feto, fato que influenciard o seu crescimento e resultara em
adaptacOes irreversiveis na estrutura e funcdo de 6rgédos e sistemas, como figado e sistema
nervoso central (SNC), sobretudo no bindmio fome-saciedade (Bruce et al., 2009; Gregorio et
al., 2010; Volpato et al., 2012a).

Assim sendo, o figado por desempenhar papel central no controle metabdlico, é visto
como um o6rgdo alvo no caso de excesso alimentar, resultando em acimulo principalmente de

triglicerideos nos hepatdcitos (Torres et al., 2012; Stojsavljevic et al., 2014), processo
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patoldgico conhecido como esteatose hepatica e que é apontado como caracteristica tipica da
SM (Marchesini et al., 2001; Fraulob et al., 2010; Luo et al., 2015). Pesquisadores
documentam que a administracdo neonatal de dieta hiperlipidica promove aumento no
tamanho do figado e acimulo de goticulas de gordura, configurando o quadro de esteatose ou
doenca hepética gordurosa ndo alcoolica (DHGNA) (Bayol et al., 2010; Oben et al., 2010).
Embora essa caracteristica seja inicialmente benigna e assintomaética, a esteatose hepética
representa a lesdo primaria para o desenvolvimento de entidades patologicas mais graves
como a cirrose hepatica e o hepatocarcinoma (Paredes et al., 2012).

Além das alteracdes fisiologicas e estruturais observadas no figado, o consumo de
dieta hiperlipidica no inicio da vida influencia a acdo do hipotdlamo, em especial, nos
mecanismos reguladores do comportamento alimentar e da homeostase energética. Sabe-se
gue a maturacdo do SNC, incluindo a do hipotalamo, comeca no Utero e continua nos dias
subsequentes ao nascimento. Portanto, as mudancas na disponibilidade de nutrientes no
periodo intrauterino ou neonatal podem causar mudangas permanentes na expressdo de
neuropeptideos controladores do apetite, bem como dos respectivos receptores (Bouret, 2009).
Somado ao supracitado, a literatura atual ja relaciona um quadro de inflamacéo hipotalamica
nas proles pelo aumento de substancias pro-inflamatorias, tais como fator de necrose tumoral-
alfa (TNF-a), interleucinas 6 ¢ 1 (IL-6 e IL-1pB, respectivamente) (van de Sande-Lee et al.,
2011), comprometendo a acdo central da leptina e cursando com notéria desregulacdo da
conduta alimentar em longo prazo (Faroogi e O'Rahilly, 2014).

Embora a maioria dos estudos epidemioldgicos e experimentais foque a influéncia
materna sobre a satde da prole, experimentos recentes realizados com roedores demonstraram
também a participacdo paterna, afetando a homeostase da glicose-insulina e o tempo de vida
das ilhotas pancreaticas nas filhas (Ng et al., 2010). Camundongos machos cujas maes
consumiram dieta rica em gordura apresentaram-se mais pesados, diabéticos e resistentes a
insulina, gerando descendentes com um quadro metabolico similar, porém sem flutuagdes na
massa corporal (Dunn e Bale, 2011). Isto também sugere que a resisténcia a insulina, mas nao
a obesidade, pode ser transmitida através de linhagem paterna por meio de vias ndo-genéticas
(Dunn e Bale, 2009).

Carone e colaboradores (2010) em um estudo experimental cujos pais receberam dieta
restrita em proteinas identificaram que a expressdo hepatica de genes envolvidos na
proliferacdo e na biossintese do colesterol nas proles é sensivel a dieta paterna e que tais
alteracbes poderiam ser explicadas pela epigenética, uma vez que constatou-se modificacao

na cromatina e no empacotamento do genoma no esperma (Carone et al., 2010). Entretanto os
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mecanismos que possam elucidar a influéncia paterna sobre a descendéncia ainda s&o
desconhecidos.

Adicionalmente, no ambito epidemioldgico, uma investigacdo realizada com a
populacédo base de um estudo denominado Framingham Offspring Study sugeriu que os pais
poderiam transmitir suas caracteristicas com forca similar as maternas, resultando em taxas de
risco equivalentes nos filhos para o diabetes tipo 2, denotando, com isso, que pais € maes
poderiam influenciar semelhantemente a vida futura da prole (Meigs et al., 2000).

Diante do exposto, ficam bem estabelecidos os efeitos da programacdo metabdlica
pela dieta hiperlipidica materna sobre a prole. Contudo, o nimero de estudos que relacionam
alteracbes de Orgdos periféricos com a acdo hipotaldmica é pequeno, sobretudo no que
concerne a programacdo paterna e em ambos 0s progenitores, tida como obesidade parental.
Assim, a hipdtese deste trabalho é que a dieta hiperlipidica materna pode influenciar
permanentemente o controle do metabolismo de carboidratos, cursando com alteragdes no
figado e na acdo hipotalamica responsavel pelo controle alimentar, enquanto que a obesidade
paterna € capaz de prejudicar a sensibilidade a insulina, resultando em prejuizos no figado,
porém com modificacdes hipotalamicas ainda iniciais na descendéncia. Quando pais e maes

sd0 obesos, estes efeitos deletérios podem ser maximizados.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Programacéo fetal

A partir do momento da concep¢do, a vida futura de um individuo é definida e
estabelecida pelas condi¢des nas quais se dé o seu desenvolvimento. A divisdo celular inicial,
implantacdo do blastocisto no endométrio materno e etapas posteriores sdo diretamente
influenciadas pela quantidade e qualidade da nutricdo materna, possibilitada através da
interface materno-fetal, isto é, a placenta (Constancia et al., 2005; Jeve et al., 2014). Os
periodos criticos de desenvolvimento coincidem com periodos de rapida divisdo celular.
Dessa forma, a falta de oxigénio, nutrientes ou concentracdes alteradas de hormonios
anabdlicos como a insulina ou o0 horménio do crescimento resultam em reducdo da velocidade
da taxa de diviséo celular, especialmente nos 6rgdos que estdo passando pelo seu momento
critico de divisdo e diferenciacdo. Esse retardo no processo de divisdo celular resulta em
reducdo do numero de células de alguns orgaos, modificacbes de feedbacks hormonais,
alteracdes estruturais e metabodlicas. A partir da programacdo, o ambiente pré-natal ou as
condigdes encontradas na primeira infancia modelam o controle da homeostase e fisiologia
tecidual, prejudicando a funcdo de determinados 6rgéos e predispondo as doencas crénicas na
vida adulta (Barker e Clark, 1997; Godfrey e Barker, 2001).

Demandas fetais ndo atingidas por meio do fornecimento inadequado de nutrientes
maternos podem prejudicar a trajetéria de crescimento fetal e a saude do individuo gerado
(Zambrano et al., 2006; Qasem et al., 2012). Inversamente, a disponibilidade do substrato
materno que excede 0s requisitos fetais também pode ocasionar desvios nos padrbes
fisiologicos de crescimento e assim conferir a evolugdo das doengas ao longo da vida
(Krasnow et al., 2011; Volpato et al., 2012b).

Assim, entende-se por “programacao fetal” o fendmeno através do qual um insulto ou
dano sofrido durante um periodo critico do desenvolvimento, como gestacdo e/ou lactagéo,
resulta em modificacdo do padrdo de crescimento e formagdo de Orgdos centrais do
metabolismo, produzindo alteragdes morfoldgicas, fisiologicas e metabdlicas permanentes.
Em longo prazo, suas consequéncias sdo irreparaveis e irreversiveis, sendo observadas na vida
adulta mesmo na interrupcdo do estimulo desencadeante do mecanismo adaptativo (Lucas,
1991, Barker, 1995b; Barker e Clark, 1997).



18

A ideia de que as condicdes de saude da mae podem ter importantes implicaces para
a vida futura do bebé ndo é recente, uma vez que as desigualdades sociais e geogréficas da
populacdo mundial sempre foram objeto de debate e estudo cientifico. Estudos retrospectivos
de carater epidemioldgico evidenciaram associacdes entre alteracdes do ambiente pré-natal e
perinatal e o desenvolvimento de SM na prole adulta durante periodos de fome em
consequéncia de conflitos humanos a nivel mundial. Dessa forma, dois eventos podem ser
mencionados: o cerco ao Leningrado e o “Inverno da fome”, na Holanda, que ocorreram
durante a Segunda Guerra Mundial. Stanner e colaboradores (Stanner et al., 1997) observaram
adultos expostos a desnutricdo durante a gestagdo ou apds 0 nascimento no periodo do cerco
ao Leningrado, conferido pelo exército alemdo na década de 40. Esses individuos foram
comparados com individuos controle nascidos na mesma época e ndo expostos a fome. As
mudancas na pressao arterial e disfuncdo endotelial relacionadas a obesidade tiveram maior
prevaléncia nos grupos expostos ao insulto.

Paralelamente, o “Inverno da Fome” (1944-45), ocorrido ap6s o embargo de alimentos
imposto pela Alemanha teve duracdo de apenas sete meses e como resultado da desnutri¢do
durante o primeiro e segundo trimestres de gestacdo, os individuos adultos apresentaram
obesidade, perfil lipidico aterogénico e alto risco de doenca cardiovascular (DCV) (Ravelli et
al., 1976; Ravelli et al., 1999). Inversamente, a desnutricdo materna no terceiro trimestre foi
correlacionada com baixo peso na prole adulta e intoleréncia a glicose (Roseboom et al.,
2001). Esses dados indicam que a exposicdo fetal a um ambiente intrauterino adverso
apresenta fenétipos variados de acordo com os diferentes periodos de gestacao.

Seguindo a mesma vertente epidemiolégica, David Barker e colaboradores sugeriram
que a pobreza, ma nutricdo e salde geral das maes repercutiam em altas taxas de mortalidade
infantil, assim como maior risco de doenca cardiaca coronariana ao longo da vida dos filhos
(Barker e Osmond, 1986). Posteriormente, estudos coortes detalharam a relacdo entre baixo
peso ao nascer e subsequente DCV no adulto, o que resultou entdo na conceituacdo da
Hipdtese de Barker a luz da programacéo fetal (Barker et al., 1990; Barker et al., 1993).

Atualmente observa-se uma transicdo nutricional no dmbito mundial, caracterizada
pelo aumento do nimero de individuos com excesso de peso e obesidade em detrimento da
desnutricdo, condicdo facilitada por inimeros fatores, dentre os quais merecem destaque a
reducdo na pratica de atividade fisica e/ou aumento do consumo de dietas ricas em gordura e
em hidratos de carbono simples (Kasuga, 2006; Keding et al., 2011). Assim, a obesidade pode
ter a sua origem datando de periodos embrionarios (Armitage et al., 2004; Fox e Hillsdon,

2007; Taylor e Poston, 2007; Anderssen et al., 2008) e evidencia-se cada vez mais que 0s
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efeitos da dieta materna e a obesidade durante a gestacdo sdo relevantes e podem resultar em
um modelo de programacéo metabolica (Charlton, 2009; Dunn e Bale, 2009).

A partir dessas observacdes diversos paradigmas vém sendo empregados visando a
obtencdo de modelos experimentais viaveis, que mimetizam o que ocorre em seres humanos.
Em animais, a oferta de uma dieta hiperlipidica (high-fat, HF) durante a gravidez e a lactacdo
é¢ um método comum para provocar anormalidades metabolicas na prole. Além disso, a
composicdo dos acidos graxos (AGs) da dieta é determinante para a programacao fetal, em
particular o excesso de gorduras saturadas (Siemelink et al., 2002; Korotkova et al., 2005).
Contudo, a duracdo da exposi¢cdo, o percentual de calorias proveniente dos lipideos e a
composic¢do da dieta sdo varidveis entre os estudos, o que gera diferentes fenotipos nas proles
(Sullivan et al., 2011).

Um dos primeiros estudos relacionando hiperalimentacdo materna e programacéo das
proles foi feito com babuinos e mostrou que a alimentacdo da méde em excesso no periodo pré-
desmame resultou em aumento da adiposidade através da hipertrofia das células adiposas
(Lewis et al., 1986). Em um trabalho prévio do nosso grupo, no qual camundongas receberam
dieta hiperlipidica (com 49% da energia proveniente dos lipideos) durante a gravidez e/ou
lactacdo, os filhotes adultos machos apresentaram esteatose hepatica, alteracdo no
metabolismo dos carboidratos, resisténcia a insulina (Gregorio et al., 2010) e acumulo de
gordura no pancreas (Gregorio et al., 2012).

Evidéncias indicam que fatores presentes na circulacdo materna, tais como nutrientes
(AGs, triglicerideos e glicose), hormdnios (leptina e insulina) e citocinas pro-inflamatérias
oriundas do tecido adiposo da mae, podem estar relacionados a génese de doencas crénicas na
prole (Sullivan et al., 2011). Assim, alteracGes nos transportadores placentarios poderiam
promover maior influxo de nutrientes para o feto, constituindo um importante mecanismo da
associacdo da nutricdo materna com a obesidade futura na prole (Jones et al., 2009).

Adicionalmente, o aumento da ingestéo de lipideos pelas maes resulta em aumento das
concentracdes de glicose no sangue materno, que é rapidamente transferida ao feto pela
barreira placentaria (Figura 1). Contudo, os elevados niveis de insulina ndo ultrapassam tal
barreira, ocasionando uma elevacdo dos niveis de insulina pelo pancreas fetal em resposta a
hiperglicemia materna (Leung e Lao, 2000; Oken e Gillman, 2003; Bringhenti et al., 2013).
Com isso, a hiperinsulinemia fetal ¢ apontada como um dos fatores geradores de obesidade e

diabetes na vida pds-natal da prole (Patel e Srinivasan, 2010).
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Figura 1 - Efeitos da obesidade e da dieta hiperlipidica materna sobre a prole
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Legenda: O feto proveniente de mées alimentadas com dieta hiperlipidica se desenvolve num ambiente no qual
0s niveis de glicose, insulina, acidos graxos, triglicerideos e citocinas pré-inflamatorias estdo
elevadas, favorecendo mudancas em estruturas teciduais e neurais que exercem papel importante
sobre a regulacdo da fisiologia e do comportamento alimentar.

Fonte: Adaptado de Sullivan et al., 2011.
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Interessantemente, evidéncias recentes demonstraram também a influéncia do estado
nutricional paterno na programagcdo fetal da prole, resultante de um insulto durante o periodo
preconcep¢do, uma vez que 0 pai somente contribui com o espermatozoide no ato da
fecundacédo (Cerf, 2011). Ja foi documentado o impacto de caracteristicas paternas na saude
dos filhos, dentre eles destacam-se o tabagismo, idade e exposicdo a substancias quimicas na
atividade laboral (Lee et al., 2009; El-Helaly et al., 2011; van Balkom et al., 2012).

Alguns efeitos paternos foram documentados em estudos epidemioldgicos e
experimentais. Dados de populacdes humanas relatam influéncia da restricdo alimentar em
avos e desenvolvimento de obesidade e DCV em duas geragdes posteriores (Kaati et al.,
2002; Pembrey et al., 2006).

Os mecanismos que tentam elucidar como o estado nutricional paterno pode
influenciar a vida pos-natal das proles ainda sdo incertos e contraditorios, todavia, ja é
consensual que a epigenética configura-se como o pilar para tal transmissdo fenotipica.
Gallou-Kabani e colaboradores (2005) relataram que estimulos nutricionais transitérios em
estagios ontogeénicos criticos podem ter influéncias duradouras na expressdo de varios genes
por mudancas na conformacdo da cromatina e na acessibilidade dos fatores de transcri¢do
(Gallou-Kabani e Junien, 2005).

Sendo assim, o termo epigenética (epi do grego que significa posto, colocado),
proposto por Conrad Waddington em 1937, ¢ descrito como “processo de desenvolvimento do
fenotipo a partir do genotipo”. Atualmente, sabe-se que e qualquer modificagdo transmissivel
e reversivel na expressao de um gene sem que ocorra alteracdo estrutural na sequéncia do
acido desoxirribonucléico (DNA) (Heard e Martienssen, 2014).

Assim, ao contrario da variagcdo genética da linha germinativa que permanece imutavel
em todas as células do corpo, a variacdo epigenética é dinamica e varia entre os tecidos em
resposta a uma gama de estimulos ambientais, incluindo aqueles que direcionam a
diferenciacdo de tecidos durante o crescimento e desenvolvimento, bem como 0s riscos
nocivos que provocam uma resposta adaptativa de células (Estampador e Franks, 2014).
Processos epigenéticos modulam os efeitos de quase todas as exposi¢Ges ambientais sobre 0s
fendtipos de salde e doenca através de regulacdo da transcri¢do, em decorréncia de diversos
processos, tais como metilacdo de ilhas CpG em DNA nuclear, modificacdo poés-
transcricionais das proteinas de histonas (acetilacdo, metilacao, fosforilacdo, e ubiquitinacao)
e RNA de interferéncia. As modificacfes epigenéticas supracitadas conferem as células
capacidade de plasticidade, preparando o individuo para o meio extra-uterino, podendo

potencializar uma vantagem de sobrevivéncia através da regulacdo diferencial dos genes que
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codificam proteinas envolvidas no metabolismo de energia e na adipogénese (Gao et al.,
2014). Todavia, frente a um quadro metabdlico deletério, como obesidade e alteracGes
metabolicas afins, essas modificagdes podem ser exacerbadas ou silenciadas, sobretudo
programando as células germinativas, que constituem a perpetuacao da espécie e transmissao
fenotipica (Guerrero-Bosagna e Skinner, 2014). Hipoteses recentes afirmam que alguns
padrGes dietéticos paternos residem em espermatozoides portadores de informacdo
epigenética (Chong et al., 2007). O "epigenoma™ do espermatozoide era tradicionalmente
considerado insignificante, uma vez que se postulava que o seu perfil de metilacdo do DNA
era apagado imediatamente apds a fecundacdo. No entanto, nos ultimos anos, tem havido um
aumento no ndmero de casos notificados de heranca epigenética aparente através da linha
germinal masculina, 0 que sugere que este epigenoma pode transmitir informacGes entre as
geracbes (Figura 2). Para corroborarem com tal afirmativa, estudos ja indicam que o0s
espermatozoides podem cursar com aumento do estresse oxidativo e, consequentemente, com
prejuizos futuros perpetuados até a segunda geracdo (Aitken et al., 2014; Casas e Vavouri,
2014).

Soubry e colaboradores (2014) ao analisarem o DNA de leucdcitos presentes no
sangue do corddo umbilical de recém-nascidos verificaram hipometilacdo do gene Insulin-
Like Growth Factor 2 (IGF2, fator de crescimento relacionado a insulina), que codifica um
fator de crescimento ativo durante toda a embriogénese e crescimento fetal (Soubry et al.,
2014). Consequentemente, essa alteracdo no padrdo de metilacdo pode estar relacionada
principalmente com o desenvolvimento de canceres e prejuizos nos tecidos e sistemas em
geral (Sullivan et al., 1999).

Estudos em modelos animais mostraram associagfes similares, uma vez que
evidéncias experimentais comprovaram que 0s niveis séricos de glicose nas proles podem ser
afetados pela nutricdo do pai (Anderson et al., 2006). Ademais, uma dieta paterna
hiperlipidica ofertada a roedores resultou no comprometimento precoce da secrecdo de
insulina, expressao alterada de mdaltiplos genes relacionados com a funcdo de células -
pancredticas em decorréncia de modificacdes na metilacdo em uma regido reguladora do gene
IL13ro 2 (Interleukin 13 receptor, alpha 2), essencial para o desenvolvimento pancreatico
(Ng et al., 2010).
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1.1.1 Programacéo da funcéo hepética

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

A esteatose hepatica ou doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) é um
termo clinico dado a mudangas estruturais, que podem evoluir para esteatohepatite nédo
alcoolica, progredindo para fibrose, carcinoma hepatocelular e faléncia hepatica (Charlton,
2004; Torres e Harrison, 2015).

Em hepatocitos saudaveis, os &cidos graxos (AG) sdo oxidados por enzimas em
peroxissomos, mitocondrias e reticulo endoplasmatico (microssomos) (Musso et al., 2009).
Entretanto, alteracGes moleculares e fisiologicas da resisténcia insulinica resultam em
acumulo excessivo de triglicerideos no hepatdcito, ocasionado pelo aumento do fornecimento
e sintese de gordura, reducdo da oxidacdo lipidica e/ou reducdo da exportacdo lipidica na
forma de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) (Browning e Horton, 2004). Este
quadro estabelecido implica na patogénese da esteatose hepatica, uma vez que a entrada
(“input”) de lipideo no sistema excede a capacidade de oxidacdo ou exportacdo de AG
(“output™) (Pettinelli et al., 2011).



Figura 2 - Alguns mecanismos epigenéticos da programacéo paterna sobre a prole
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Legenda: Alteragdes metabdlicas paternas relacionadas, por exemplo, com a obesidade podem resultar em modificacfes na informacdo génica contida no espermatozoide. A
metilagdo do DNA em regides promotoras especificas, na maioria das vezes, impede a transcricdo génica, inativando o gene em questdo. Quanto as modificacbes em
histonas, a hipermetilacdo (dependendo da histona e do aminoacido) favorece a condensacéo da cromatina, dificultando o acesso de proteinas reguladoras que promovem a
transcri¢do. Enquanto histonas ndo metiladas, geralmente, garantem a cromatina descondensada, favorecendo a transcri¢do génica. Diferentemente, a acetilagdo de histonas

abre a cromatina, permitindo acoplagdo do maquinario transcricional.
Fonte: A autora, 2015.
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O aumento do input de AGs encontra-se intimamente relacionado a obesidade
centripeta e a diminuicdo da sensibilidade a insulina (Byrne et al., 2009). Com isso, a
hiperinsulinemia exerce efeitos antagénicos no tecido adiposo e no figado (Mlinar e Marc,
2011). A resisténcia insulinica age nos adipocitos estimulando a lipélise, com maior liberacao
de AGs para o figado, enquanto no hepatdcito, ha inibicdo da beta oxidacéo dos AGs, situacdo
que promove maior captacdo e menor remogdo dos AGs no figado (Festi et al., 2004).

Adultos saudaveis apresentam 5% da massa hepatica ocupada por lipideo, alocado em
vesiculas citoplasmaticas, diferentemente caracterizadas de acordo com sua forma
morfoldgica, podendo ser micro ou macro-vesicular (Burt et al., 1998). Na esteatose micro-
vesicular, o lipideo é estocado em pequenas e multiplas vesiculas, configurando um perfil
extremamente deletério ao individuo, podendo progredir para necrose do hepatdcito
(Sherlock, 1983). Enguanto na esteatose macro-vesicular o lipideo é armazenado em uma
Unica e grande vesicula, o que desloca o nucleo do hepatdcito para a periferia da célula
(Oleszczuk et al., 2007), conferindo uma condicdo benigna, com possibilidade de ser
revertida (Sherlock, 1995).

Uma das explicacdes para essas alteracfes € a disfuncdo mitocondrial. Sabe-se que as
mitocondrias sdo de origem materna e, como tal, podem ser um alvo importante na
investigacdo das perturbacdes metabdlicas na prole de mulheres obesas, corroborado pelo fato
de constituirem um local critico do metabolismo energético (Bruce et al., 2009). Neste
sentido, a disfuncdo mitocondrial no figado pode estar associada com o desenvolvimento de
esteatose hepatica ndo alcodlica em ratos obesos, devido a reducdo da beta oxidacdo de AG, a
diminuicdo do citocromo C no figado e da enzima carnitina palmitoil-CoA transferase-1
(CPT-1) (Caldwell et al., 1999; Sanyal, 2001; Rao e Reddy, 2004).

Como resultado da disfuncdo mitocondrial, o excesso de lipideos no figado pode
promover a formacdo de espécies reativas de oxigénio, levando a peroxidacdo lipidica,
inflamacdo e fibrose (Perez-Carreras et al., 2003; Serviddio et al., 2008). Adicionalmente, as
repercussoes da esteatose sdo sistémicas, visto que a oxidacdo de AGs nas mitocondrias dos
hepatdcitos provém de uma gama de substratos energéticos essenciais ao metabolismo e esta
via metabdlica encontra-se reduzida na esteatose (Flamment et al., 2012).

Além da reducdo da beta-oxidacdo, evidenciada pelas alteragdes mitocondriais
inerentes a patologia, ocorre um aumento paralelo da lipogénese hepatica. O aumento da
expressdo da proteina de ligacdo ao elemento regulador do esterol (SREBP-1c) nos estados de
resisténcia a insulina promove incremento da transcri¢cdo de genes de enzimas envolvidas na

sintese de acido graxo, entre elas a acetil CoA carboxilase (ACC), que converte a acetil CoA



26

em malonil CoA e a acido graxo sintetase (FAS), que converte a malonil CoA em palmitato
(Shimomura et al., 1999; Sakakura et al., 2001). A Figura 3 detalha a acdo da SREBP-1 no
hepatocito.

Alguns estudos associam a esteatose hepatica resultante da resisténcia a insulina com o
aumento dos niveis de SREBP-1 em resposta a hiperinsulinemia. Em individuos sensiveis a
insulina, ela estimula a producdo de SREBP-1c em periodos de pos-prandiais, quando ha
excesso de carboidrato circulante e niveis maiores de insulinemia (Zhang et al., 2014).

Apesar de na resisténcia a insulina a maioria das acGes desse horménio ser
comprometida, essa resisténcia a sua agdo é seletiva e a capacidade da insulina em aumentar a
producdo de SREBP-1c é mantida. Logo, a expressdo de SREBP-1c é proporcional a
insulinemia, sendo maior nos casos de resisténcia a insulina, os quais vém sendo associados
ao aumento da lipogénese hepatica, além da reducdo da oxidacdo mitocondrial de AGs
(Shimomura et al., 1999).

Inversamente ao modelo dietético supracitado, no qual a dieta materna influencia a
funcdo hepatica da descendéncia, proles de camundongos alimentados com uma dieta restrita
em proteinas exibiram expressdo hepatica elevada de genes envolvidos na biossintese de
lipideos e colesterol, e diminui¢do dos niveis de ésteres de colesterol, em relacdo as proles de
machos alimentados com uma dieta controle. O perfil epigenémico hepético nestas proles
revelou numerosas mudangas na metilacdo da citosina dependendo da dieta paterna,
especialmente no que tange a familia do regulador lipidico PPAR (receptor ativador da
proliferacdo peroxissomal). Assim, estes achados, em conjunto com os dados epidemioldgicos
humanos recentes, indicam que a dieta dos pais pode afetar o metabolismo lipidico e niveis de
colesterol da prole (Carone et al., 2010), porém ressalta-se a necessidade de mais estudos para

a compreensao da programacao paterna, sobretudo em nivel hepatico.
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Figura 3 - Regulacdo do metabolismo de lipideos no figado
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Legenda: A insulina via SREBP 1c aumenta a expressao de genes que estimulam a sintese de acidos graxos, tais
como a acetil Coa carboxilase e a acido graxo sintetase.
Fonte: Adaptado de Sakakura et al., 2001.

1.1.2 Programacdao e hipotdlamo

InvestigacBes a respeito das respostas fisiologicas nos diversos estados nutricionais
revelaram uma complexa rede neuronal que integra mecanismos de controle homeostatico. O
encéfalo precisa constantemente obter informacdes a respeito do status energético do corpo,
com a finalidade de promover respostas apropriadas tanto para processos em longo prazo
(manutencdo da massa corporal), como processos em curto prazo (ingestdo alimentar e
saciedade) (Sanchez-Lasheras et al., 2010; Duca e Yue, 2014).

Na vigéncia de abundancia de alimentos, areas especificas do SNC promovem sinais
para que o individuo interrompa o consumo alimentar e aumente 0 gasto energético. Em
contrapartida, situacdes em que ha uma deficiéncia nutricional, estimula-se o aumento da

ingestdo alimentar e concomitante decréscimo do gasto energético (Seeley e Woods, 2003).
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Dito isso, tem-se que a principal area do encéfalo responsavel pelo controle do balanco
energético e do bindmio fome-saciedade é o hipotalamo.

Contextualizando a proposicao supracitada, tem-se que os primeiros indicios de que o
hipotdlamo pudesse exercer tal funcéo surgiram em 1840, a partir da descri¢do do caso clinico
de uma mulher que repentinamente havia se tornado obesa morbida, cuja autdpsia revelou
grande tumor hipofisério que comprimia a base do cérebro (Brobeck et al., 1943). Tal teoria
permaneceu controversa até que, no final da década 30 e inicio da década de 40, Hetherington
e Ranson conduziram uma série de experimentos que demonstraram, pela primeira vez, o
desenvolvimento de obesidade hipotalamica com acentuada hiperfagia em ratos sem leséo
hipofisaria, mediante um eletrodo introduzido pela parte superior do cranio. A partir desses
estudos, propOs-se a existéncia de “centros da fome ¢ da saciedade”, diferentemente
distribuidos de acordo com a area hipotalamica (Arees e Mayer, 1967).

Anatomicamente, o hipotdlamo de camundongos € uma pequena regido da base do
cérebro situada ao redor do terceiro ventriculo (Figura 4). Histologicamente é constituido de
mais de 40 nucleos distintos e muitos dos quais ainda podem ser divididos entre subnucleos
(Berthoud, 2002). Podem ser elencados: nucleo paraventricular (PVN), hipotalamo
ventromedial (VMH), hipotdlamo dorsomedial (DMH), hipotalamo lateral (LHA), ndcleo
arqueado (ARC), entre outros (Berthoud, 2002), todavia, um maior enfoque sera dado a este
ultimo nadcleo hipotalamico.

Sendo asssim, o ARC estd situado no hipotdlamo, ao redor da base do terceiro
ventriculo, repousado imediatamente sobre a eminéncia média. Caracteriza-se por uma
alongada colecdo de corpos de células neuronais, que expressam muitos receptores hormonais
e ocupam parte do comprimento hipotalamico, agindo principalmente na integragdo dos sinais
que regulam o apetite. Esta acessivel aos sinais de circulacdo do balanco energético através da
eminéncia média, que € uma regido do cérebro que ndo esta protegida pela barreira hemato-
encefalica, fornecendo capilares semipermeaveis da circulacdo periférica, sendo sensivel aos
sinais periféricos, veiculados por hormonios como insulina e leptina (Neary et al., 2004;
Wynne et al., 2005).
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Figura 4 - Modelo esquematico demonstrando a localizacdo do hipotalamo de camundongos
em um corte coronal e em uma visao tridimensional

Legenda: PVN = nucleo paraventricular; DMH = hipotalamo dorsomedial; LHA = hipotalamo lateral; VMH =
hipotalamo ventromedial; ARC = ndcleo arqueado (no detalhe em amarelo); ME = eminéncia média;
e 3V = terceiro ventriculo.

Fonte: Adaptado de Berthoud et al., 2002.

A sinalizacdo da leptina depende de sua ligacdo a um receptor monomérico
transmembrana da familia dos receptores de citocina da classe | (Tartaglia, 1997). A forma
longa do receptor de leptina (ObRb) é expressa de forma predominante em neuronios do
ARC, sendo, de acordo com a maior parte dos estudos, a principal responsavel pela
transducéo do sinal de leptina nesta regido anatdmica (Tartaglia, 1997).

Em situacdes fisioldgicas, a ligacdo da leptina ao seu receptor promove o recrutamento
de outra unidade de receptor que se encontra nas adjacéncias, formando assim uma estrutura
transitoriamente dimérica. A modificacdo conformacional induzida pela leptina e pela
dimerizacdo de receptores induz a atividade catalitica da enzima janus kinase-2 (JAK-2), a
qual se autofosforila em varios residuos tirosina, tornando-se assim ativa para que, a segulir,
fosforile e ative a outra molécula de JAK-2 ligada ao segundo receptor (Tartaglia, 1997).
Subsequentemente, as JAK-2 ativas catalisam a fosforilacdo dos receptores ObRb nas tirosina
985 e 1138 (Munzberg e Myers, 2005). Por fim, nas adjacéncias da tirosina 1138 do ObRb
fosforilado, ha o recrutamento de moléculas da familia de transdutores de sinal e ativadores de
transcrigdo (STATS, predominantemente STAT-3) responsaveis por conduzir o sinal gerado
pela leptina ao nucleo, onde coordenardo a transcricdo de genes de neurotransmissores

responsivos ao sinal hormonal (Bjorbaek e Kahn, 2004). No nucleo, o STAT-3, modula
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também a transcricdo da proteina supressora de sinalizacdo de citocina 3 (SOCS-3), que
funciona como um feedback negativo impedindo a sinalizagdo do receptor da leptina
(Bjorbaek et al., 1998), como demonstra a Figura 5.

Uma vez que exista o perfeito equilibrio, tanto na atuacdo dos neuropeptideos
hipotaldmicos, como da leptina e da insulina, o corpo é capaz de manter o indice de
adiposidade em nivel fisiol6gico. Um dos mecanismos envolvidos no prejuizo deste equilibrio
é a resisténcia central a leptina (RCL) (Sainz et al., 2015). Os mecanismos moleculares
responsaveis pela RCL ainda ndo estdo completamente consolidados, todavia uma das
hipoteses se baseia na deficiéncia da transducdo dos sinais da leptina no hipotadlamo. Esta
hip6tese € corroborada por estudos com camundongos que receberam dieta hiperlipidica e
apresentaram menor ativacdo do fator de transcricdo STAT-3 e maior expressao da proteina
SOCS-3 impedindo a ativacdo da JAK2 e da STAT-3, e dessa forma, regulando
negativamente o sinal da leptina (Bjorbaek et al., 1999). Assim, o estimulo da transcri¢do de
SOCS-3 e mantido pela hiperleptinemia verificada em individuos obesos (Figura 5) (Park e
Ahima, 2015).

Até o presente momento, duas subpopulacdes de neurdnios foram bem caracterizadas
no ARC. Uma expressa 0S neurotransmissores orexigénicos neuropeptideo Y (NPY) e
peptideo agouti (AgRP), enquanto a outra expressa 0S neurotransmissores anorexigénicos,
hormdnio estimulador de a-melandcitos (clivado a partir de proopiomelanocortinas - POMC)
e transcrito regulado por cocaina e anfetamina (CART) (Sohn, 2014).

Do ponto de vista fisioldgico, num ambiente em que predominam os baixos niveis de
leptina, como, por exemplo, durante o jejum prolongado e em individuos com baixo
percentual de gordura corporal, a maior parte dos receptores ObRb no ARC esta desocupada.
Nesta situacdo predominam os sinais e conexfes excitatorias para 0s neurdnios NPY-
AgRPérgicos e 0s sinais e conexdes inibitorios para os a-MSH-CARTEérgicos (Joly-Amado et
al., 2014). Como resultado ha aumento do apetite, que favorece a ingestdo alimentar. Por
outro lado, apés um periodo de ingestdo alimentar aumentada resultando na elevacdo dos
niveis de leptina, predominam sinais excitatorios para a-MSH-CARTEérgicos e inibitorios para

NPY-AgRPérgicos, diminuindo a sensacdo de fome e ingestdo alimentar.
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Figura 5 - Via de sinalizacdo da leptina

Leptina

p JAK 2 \
Citoplasma \

- Inibe a vi

(feedbackneaativo)

Legenda: Em situa¢fes em que o balanco energético esté intacto, ou seja, em individuos néo resistentes a leptina,
a leptina se liga ao seu receptor estimulando a autofosforilagdo do residuo de tirosina encontrado na
proteina JAK 2 associada a esse receptor, que permite o recrutamento e fosforilacdo do fator de
transcricdo STAT-3, que por sua vez modula a transcri¢cdo dos neuropeptideos envolvidos no balango
energético. Em contrapartida, quando o individuo é obeso e possui hiperleptinemia, a STAT-3
estimula a transcri¢do da proteina SOCS-3, que atua como feedback negativo impedindo a fosforilagéo
de JAK 2 e STAT-3, tornando o individuo resistente a leptina.

Fonte: A autora, 2015.

Tem sido proposto que o estado nutricional pré-natal e/ou pds-natal possui efeito
prospectivo em diversos mecanismos biologicos (Lucas, 1991). Esses efeitos podem ser
estabelecidos através de vias ontogénicas moduladas por diversos fatores, entre eles o
ambiente hormonal e a nutricdo materna, em que a transmissdo de informagdes pode ser via
placenta no periodo de gravidez (Tarrade et al., 2015) ou pelo leite durante a lactacdo (Roche,
2003). Com isso, a programacdo materna pode exibir impacto proporcionalmente mais
deletério em tecidos de multiplicagdo celular rapida, como, por exemplo, as células do SNC,
comprometendo de forma duradoura o desenvolvimento neurolégico e as fungdes cognitivas
(Vido et al., 2014). Além disso, ja é sabido que a maturagdo do SNC, incluindo a do
hipotdlamo, comega no Utero e continua nos dias subsequentes ao nascimento Portanto, as

mudancas na disponibilidade de nutrientes no periodo intrauterino ou neonatal podem causar
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mudancas permanentes na expressao de neuropeptideos controladores do apetite, bem como
dos respectivos receptores (Bouret, 2009).

Nesse sentido, trabalhos relacionados ao excesso de energia ingerido no periodo
neonatal, demonstram mudancas na expressdo de NPY e AgRP no hipotalamo em associacéo
a hiperfagia e aumento da adiposidade (Plagemann et al., 1999). Os niveis de &cido
ribonucléico (RNA) mensageiro de ObRb, NPY e AgRP foram inversamente relacionados
com a massa de gordura total em animais super alimentados, o que indica resisténcia a leptina
na prole adulta (Muhlhausler et al., 2006). Corroborando com esses dados, a prole adulta de
mdes submetidas a dieta hiperlipidica apresentou resposta alimentar exagerada a injecdo
central de NPY, comparada aos animais controle (Kozak et al., 2005; Gupta et al., 2009). E
notdrio nesses achados prévios que o aumento da ingestdo de energia precede o ganho de
massa corporal sugerindo a ingestdo alimentar como fator determinante no desenvolvimento
de obesidade na prole programada (Samuelsson et al., 2008; Patel e Srinivasan, 2010).

Adicionalmente, Grove & Smith também mostram claramente que perturbagdes no
balango energético durante “periodos criticos” da plasticidade neuronal em primatas podem
causar alteracdes permanentes na manutencdo da massa corporal, favorecendo a instalacdo da
obesidade quando adulto (Grove e Smith, 2003).

A hiperinsulinemia e hiperleptinemia neonatal emergem como relevantes fatores de
risco teratogénico. A hiperinsulinemia neonatal induz alteracbes morfol6gicas em nucleos
hipotaldamicos envolvidos na regulacdo da massa corporal e metabolismo em decorréncia de
anormalidades na expressdo de proteinas associadas a via de sinalizacdo de insulina e leptina
(Plagemann et al., 1999; Bouret, 2009). Por conseguinte, tais anormalidades favorecem ma
formacdo de populagbes neuronais e suas respectivas projecdes, prejudicando os niveis de
peptideos relacionados ao controle alimentar (Bouret, 2009).

Diante de diversos achados experimentais relacionando obesidade materna e
alteracOes nos eixos hipotalamicos das proles fica evidente a conexdo entre programacao fetal
materna e obesidade e patologias correlatas na descendéncia. Entretanto, ndo se sabe ainda
qual o efeito da obesidade paterna sobre esse sistema, 0 que denota a novidade e originalidade

do presente estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1Gerais

Avaliar os efeitos da obesidade materna e/ou paterna, nos filhotes machos e fémeas, na

massa corporal, metabolismo de carboidratos e de lipideos, expressdo génica e proteica de

componentes das vias de lipogénese e beta-oxidacdo hepatica, e expressao génica e proteica

dos mediadores da via de sinalizacdo da leptina (JAK/STAT), dos seus produtos, os

neurotransmissores reguladores do apetite, assim como dos marcadores de inflamacéo

hipotalamica.

2.2 Especificos

f)

Verificar a evolucdo da massa corporal e dos pardmetros metabdlicos dos progenitores
(pais e maes);

Acompanhar a evolucdo da massa corporal e a ingestdo alimentar das proles de machos e
fémeas durante os trés meses de vida;

Verificar o comportamento glicémico e o metabolismo lipidico das proles de machos e
fémeas aos trés meses de idade;

Estudar a estrutura hepética, assim como a expressdo génica e proteica dos componentes
da lipogénese e beta-oxidacdo no figado das proles de machos e fémeas aos trés meses de
idade;

Verificar a expressdo génica e proteica dos mediadores da via de sinalizacdo da leptina
(JAK/STAT) no hipotdlamo, assim como de seus produtos, oS neurotransmissores
reguladores do apetite das proles de machos e fémeas aos trés meses de idade;

Avaliar a expressdo génica de marcadores inflamatorios em nivel hipotalamico.



34

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e dieta

Todos os procedimentos experimentais realizados seguiram as normas estabelecidas
no guia convencional para a experimentacdo com animais (Publicacdo NIH N°. 85-23,
revisado em 1996). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (protocolo n’° CEUA 070/2012).

Camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6 foram alocados no biotério do
Laboratorio de Morfometria, Metabolismo e doenca Cardiovascular (LMMC), em caixas de
polipropileno, mantidos em condi¢des controladas de temperatura (21+2°C) e umidade
(60£10%), com livre acesso a comida e a dgua. O ambiente foi submetido a ciclos de 12/12h
claro-escuro e de renovacao de ar (15 min/h).

A escolha da linhagem de animais C57BL/6 foi devido a sua predisposicdo ao
desenvolvimento de obesidade e alteracdo do metabolismo da glicose quando alimentada com
dieta hiperlipidica (Schreyer et al., 1998).

Os camundongos machos foram divididos aleatoriamente em dois grupos (n=10 por
grupo) e alimentados ad libitum com uma dieta hiperlipidica, high-fat (HF, designado como
grupo HF pai, HF-P) ou com racdo padrdo para roedores, standard chow (SC, designado
como grupo SC pai, SC-P). Da mesma forma, as fémeas foram divididas aleatoriamente em
dois grupos (n=10 por grupo) e foram alimentadas ad libitum com uma dieta hiperlipidica,
high-fat (HF, designado como grupo HF méde, HF-M) ou com ragdo padrdo para roedores,
standard chow (SC, designado como grupo SC mde, SC-M).

Os animais do grupo SC receberam dieta propria para roedores para a fase de
crescimento, gestacdo/lactacdo; sendo normoproteica (19% kcal proteina/Kg dieta) e
normolipidica (17% kcal lipideos/Kg dieta). O grupo HF recebeu dieta contendo alto teor de
lipideos (49% kcal lipideos/Kg dieta, incremento advindo da adi¢do de banha de porco,
gordura essencialmente saturada) e com o mesmo percentual de proteinas (19% kcal) da dieta
SC. Ressalta-se que o aumento do percentual lipidico da dieta HF foi compensado pela
reducdo de hidratos de carbono. O aporte de vitaminas e minerais foi idéntico nas duas dietas,

seguindo as normas preconizadas para roedores do “American Institute of Nutrition” (Reeves
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et al., 1993). As dietas experimentais foram confeccionadas pela empresa Pragsolucdes (Jau,
SP, Brasi), sendo a composigéo nutricional detalhada na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo das dietas experimentais. Mistura de vitaminas* e de minerais**
segundo a recomendacéo da AIN-93G

Nutrientes Dietas

HF SC
Caseina 230 190
Maisena 299 539
Sacarose 100 100
Oleo de soja 70, 70,
Banha de porco 200 -
Fibra 50, 50,
Mistura de vitaminas™ 10, 10,
Mistura de minerais** 35, 35,
Cistina 3,0 3,0
Colina 2,5 2,5
Antioxidante 0,0 0,0
Total em gramas 1.0 1.0
Energia (Kcal/Kg) 4.9 3.9
Hidratos de carbono (% 32 64
Proteinas (% energia) 19 19
Lipideos (% energia) 49 17

Fonte: (Reeves et al., 1993)

Ao fim de 12 semanas de idade, um macho e uma fémea de cada grupo foram
colocados para o acasalamento. Assim, obteve-se quatro grupos de progenitores - Maes (M) e
Pais (P) que foram expostos a diferentes combinagdes de dieta: SC-M/ SC-P, SC-M / HF-P,
HF-M / SC-P, e HF-M / HF-P. Os machos foram retirados imediatamente ap0s o

aparecimento do plug vaginal, o que denota o primeiro dia de gestacéo.
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Ao nascimento, o género dos filhotes foi identificado a partir da distancia ano-genital.
A seguir, os filhotes foram pesados separadamente. Posteriormente, o tamanho da ninhada foi
ajustado para seis animais (trés machos e trés fémeas, quando possivel) por lactante, a fim de
garantir nutricdo adequada (Langley-Evans et al., 1996).

Os pais e as mdes foram sacrificados apos o desmame. Um filhote macho e um filhote
fémea de cada ninhada foram removidos para formarem os grupos experimentais. Os filhotes
foram identificados de acordo com o sexo, com a dieta materna (primeira sigla) e dieta
paterna (segunda sigla) e receberam dieta SC/AIN-93G até a idade de 12 semanas (trés
meses), quando foram sacrificados. A Figura 6 ilustra o desenho experimental e os diferentes
grupos formados.

Figura 6 - Desenho esquematico dos grupos experimentais, de acordo com as diferentes dietas
oferecidas

SC-M/SC-P SC-M/HF-P

_1 _1

HF-M/SC-P HF-M/HF-P

O OO C

Legenda: Os circulos representam o sexo feminino, e os quadrados representam o sexo masculino. Abreviaturas:
HF: dieta high fat, SC: dieta standard chow, M: mae, P: pai. M&e SC cruzou com pai SC e nasceram
os filhotes SC/SC fémeas e machos; mée SC cruzou com pai HF e nasceram os filhotes SC/HF fémeas
e machos; mée HF cruzou com pai SC e nasceram os filhotes HF/SC fémeas e machos; mae HF
cruzou com pai HF e nasceram os filhotes HF/HF fémeas e machos.
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3.2 Massa corporal, ingestdo alimentar e energética

A massa corporal dos progenitores e filhotes foi mensurada semanalmente por meio de
balanca digital de precisdo. A ingestdo alimentar foi monitorada diariamente (sempre no
mesmo horério, as 12h), mediante subtracdo entre a quantidade total de racdo e a quantidade
remanescente na caixa. As dietas experimentais eram renovadas diariamente descartando a
racdo ndo ingerida. A ingestdo energética diaria foi obtida multiplicando-se a gramatura de

racao ingerida pelo valor calérico da dieta em quilocalorias.

3.3 Glicemia de jejum e teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

O TOTG foi realizado dois dias anteriores ao acasalamento nos progenitores, e nos
filhotes, ao completarem trés meses de idade. Para tal, os animais ficaram em jejum durante 6
horas e depois foi administrada, por gavagem orogastrica, uma solucdo contendo glicose
(25% em salina estéril - 0,9% NaCl) na dosagem de 1g/kg. Posteriormente, 0 sangue da veia
caudal foi coletado apés os tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos, sendo a determinacdo dos
niveis de glicose sanguinea (em mgl/dL) obtida com o glicosimetro (Accu-Chek, Roche, SP,
Brazil). Os valores de glicose no tempo 0 foram considerados como valores de glicemia de
jejum e para a avaliacdo da intolerancia a glicose foi considerada a area sob a curva (ASC),
mensurada a partir da utilizacdo do software Prisma (versdao 6.05 para Windows, software
GraphPad, San Diego, CA, USA).

3.4 Eutanasia

Pais e mdes foram sacrificados apds o desmame, enquanto as proles foram sacrificadas
com trés meses de idade. Para tal, os animais foram mantidos em jejum de seis horas. No
momento da eutanasia 0s animais receberam heparina (200mg/kg) e foram profundamente

anestesiados com injecdo intraperitoneal de pentobarbital sédico (150mg/kg). Em seguida o
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torax foi aberto expondo o coragdo e amostras de sangue foram obtidas rapidamente por
puncdo cardiaca (atrio direito).

Apols a disseccdo e separacdo dos tecidos, o figado teve seu volume obtido por
deslocamento liquido (principio de Arquimedes) e alguns fragmentos foram fixados em
formaldeido 4% para andlise por microscopia de luz, enquanto outros fragmentos foram
direcionados para analise da expressdo génica e proteica.

Adicionalmente, os depdsitos de gordura genital (epididiméaria nos machos; ovariana
nas fémeas), inguinal e perirrenal foram removidos e pesados. A gordura intra-abdominal
presente na porcao inferior do abdémen, conectada aos ovarios e tubas uterinas (em fémeas) e
epididimos (em machos) foi considerada gordura genital ovariana e epididiméria,
respectivamente. O tecido adiposo subcuténeo entre a parte inferior da caixa toracica e a coxa
foi considerado como gordura inguinal, enquanto a gordura conectada a parede abdominal
posterior na vizinhanga dos rins e a por¢cdo abdominal dos ureteres foi tida como perirrenal.
Com isto, o indice de adiposidade das proles foi calculado pela divisdo da soma das massas
das gorduras (genital, inguinal e perirrenal) pela massa corporal total (apresentado em %).

O hipotalamo, delimitado dorsalmente pelo talamo, rostralmente pelo quiasma déptico
e caudalmente pelos corpos mamilares, foi retirado com auxilio de um punch para bidpsia (3
mm), congelado em nitrogénio liquido e estocado em freezer a -80°C para andlise da

expressao génica e proteica.

3.4.1 Perfusdo para realizacio da imunofluorescéncia no hipotalamo

Parte dos animais foi anestesiada com pentobarbital sddico intraperitoneal e uma
canula foi inserida no ventriculo esquerdo. Um pequeno corte foi feito no atrio direito por
onde as solucBes perfundidas escoaram. Inicialmente, foi utilizada solucdo salina 0,9%
visando a total remocédo do sangue e posteriormente solucdo fixadora de paraformaldeido 4%
em tampdo fosfato 0,1M pH 7,4. O encéfalo foi retirado e mantido em solucdo fixadora com
20% de sacarose por 2 horas a 4°C e transferido para solugdo de tampao fosfato 0,1M pH 7,4
com sacarose a 30% durante a noite. Foram incluidos em meio de inclusdo (OCT) e
congelados por imersdo em nitrogénio liquido. Finalmente, os blocos foram cortados em
plano coronal a 30pum, em criostato a -20°C e as ldminas com os cortes foram mantidas em -

20°C até a realizacdo da imunofluorescéncia.
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3.5 Andlises plasmaticas

No momento da eutandsia dos animais, foi retirada amostra sanguinea do atrio direito
através de puncdo cardiaca. Imediatamente apés a retirada de sangue, o plasma foi separado
por centrifugacdo (120g por 15 minutos) em temperatura ambiente e estocado a temperatura
de -80°C até a realizagdo da analise bioquimica.

As concentracbes plasmaticas de colesterol total e triglicerideos (TG) foram
quantificadas por método enzimatico colorimétrico usando um espectrofotbmetro automatico
e kits comerciais conforme as instrucdes preconizadas (Bioclin System Il, Quibasa Ltda, Belo
Horizonte, MG, Brasil).

As concentraces plasmaéticas de insulina, leptina e adiponectina foram mensuradas
em duplicata, utilizando kits de ensaio imunoenzimatico (Rat/Mouse Insulin ELISA kit Cat.
#EZRMI-13K, Rat/Mouse Leptin ELISA kit Cat. #EZML-82K, Rat/Mouse Adiponectin
ELISA kit Cat. #EZMADP-60K, Millipore, Missouri, USA).

3.6 Figado: triglicerideos e esteatose

Uma parte do figado foi congelada a -80°C para posterior analise dos TG hepaticos.
Outra parte foi dividida em fragmentos, contemplando todos os lobos do figado, fixados para
microscopia de luz (1,27mol/L de formaldeido em 0,1M de tampdo fosfato, pH 7,2),
permanecendo no fixador durante 48 horas em temperatura ambiente. TG foram quantificados
pelo método enzimatico colorimétrico utilizando espectrofotdmetro automaético (Bioclin
System 11, Quibasa Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil) e 0 seu respectivo kit para analise
(Quibasa Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil).

Os fragmentos hepaticos foram desidratados em concentracdes crescentes de alcoois,
diafanizados em xilol e incluidos em Paraplast plus (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, USA).
O material foi seccionado com 5um de espessura ¢ os cortes foram corados com
hematoxilina-eosina (HE).

Para a determinagdo da quantidade de esteatose hepatica utilizou-se a anélise
estereologica com um sistema de video-microscopia. As imagens digitais foram obtidas com

um microscopio Leica DMRBE (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha) e uma
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camera Infinity 1-5C (Lumenera Co., Otawa, ON, Canada). Um sistema-teste com 36 pontos,
produzido com STEPanizer (www.stepanizer.com) foi usado para a aquisicdo de dados. A

densidade de volume da esteatose hepatica (Vv) foi estimada através da razéo entre os pontos
parciais que tocam as goticulas de gordura (Pp) em relacdo aos pontos totais (P1): [VV=Pp/Pt
(%)] (Aguila et al., 2003). Para tal quantificacdo consideraram-se seis campos aleatdrios por

animal.

3.7 RT-gPCR

A expressdo do RNAm no figado e hipotadlamo foi medida por reagdo em cadeia da
polimerase com transcriptase reversa em tempo real (RT-qPCR). O RNA total do figado e do
hipotdlamo foi extraido com reagente TRIzol (Invitrogen, CA, EUA). Posteriormente, foram
adicionados 200uL de cloroférmio, seguido de centrifugagdo (11.200 rpm, durante 10
minutos a 4°C) e a porgdo correspondente ao extrato de RNA foi reservada. A essa porgédo
foram adicionados 500uL de isopropanol que reagiu por 10 minutos para que o RNA
precipitasse e logo apo6s foi centrifugado (11.200 rpm, durante 10 minutos a 4°C). O
isopropanol foi retirado, o pellet formado foi ressuspendido com 500uL de etanol 75% e, logo
apos, centrifugado (11.200 rpm, durante 5 minutos a 4°C). O etanol foi retirado e o pellet
ressuspendido em 20puL de 4gua deionizada (MilliQ). As amostras foram submetidas ao banho
seco (50°C por 5 minutos) e quantificadas no equipamento Nanovue (GE Life Sciences). O
produto final, j& quantificado, foi diluido na proporcéo 1:100 em &gua MilliQ.

Para transcricado do RNA em DNA complementar (DNAc), 1,0ug de RNA foi tratado
com DNAse | (Invitrogen, CA, EUA), e a primeira cadeia de DNAc foi sintetizada utilizando
o0s iniciadores oligo (dT) para RNAm e o kit SuperScript Ill (Invitrogen, CA, EUA). O RT-
gPCR foi realizado utilizando termociclador BioRad CFX96 e mix SYBRGreen (Invitrogen,
CA, EUA). As reacdes de amplificagdo seguiram as seguintes condicdes: pré-desnaturacao e
ativagdo da polimerase (95°C durante 4 minutos), depois 44 ciclos, cada um a 95°C durante
10 segundos e 60°C durante 15 segundos. A especificidade da amplificagéo foi determinada
por meio de curvas de fusdo (60 a 95°C, com uma taxa de aquecimento de 0,1°C/s). A
expressdo génica da beta-actina foi realizada em todas as amostras, sendo entdo utilizada

como controle endogeno para normalizacdo do RNAm. Os sinais foram quantificados
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utilizando 0 método AACt para estimar a diferencga entre o nimero de ciclos dos genes-alvo e

do controle enddgeno. Os iniciadores (primers) para RTgPCR estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Primers utilizados no RT-gPCR e suas respectivas seguéncias

Gene 5-3> Primers

CPT-1 FW AAGGAATGCAGGTCCACATC
CPT-1 RV CCAGGCTACAGTGGGACATT
PPAR-a FW TCGAGGAAGGCACTACACCT
PPAR-a RV TCTTCCCAAAGCTCCTTCAA
SREBP-1c FW TCTGCCTTGATGAAGTGTGG
SREBP-1c RV AGCAGCCCCTAGAACAAACA
FAS FW CATCCAGATAGGCCTCATAGAC
FAS RV CTCCATGAAGTAGGAGTGGAAG
B-actin FW TGAGACCTTCAACACCCCAGCCA
B-actin RV CGTAGATGGGCACAGTGTGGGTG
NPY FW TGGACTGACCCTCGCTCTAT

NPY RV TAGTGTCGCAGAGCGGAGTA
POMC FW CATTAGGCTTGGAGCAGGTC
POMC RV CTTCTCGGAGGTCATGAAGC
a-MSH FW CAATTAGGCTTGGAGGTCTG
a-MSH RV CTTCTCGGAGGTCATGAAGC

Legenda: AbreviacOes: carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT-1), receptor ativador da proliferacdo peroxissomal
(PPAR) -alfa, proteina de ligacdo ao elemento de regulacdo de esterol (SREBP) -1-C, &cido graxo
sintetase (FAS), neuropeptideo Y (NPY), pro-opiomelanocortina (POMC), horménio estimulante de

melandcitos alfa (a-MSH).

3.8 Western Blotting

As proteinas totais a partir do figado e do hipotalamo foram extraidas com auxilio de

tampéo de lise (RIPA e HEPES, respectivamente) e de inibidores de protease. Posteriormente,

0 homogenato obtido foi centrifugado duas vezes durante 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante
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foi coletado. Em seguida a concentracdo de proteina foi determinada usando o ensaio de
proteina BCA kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). Apds desnaturacdo, as proteinas
foram separadas por eletroforese em um gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e transferidas
para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA). As
membranas foram bloqueadas com 5% de leite desnatado ou 5% de albumina sérica bovina
(BSA) ambos diluidos em tampé&o salina com Tris (TBS-T [20 mmol/L de Tris/HCI (pH 7,4) e
500 mmol/L de NaCl]) em temperatura ambiente, durante 2 horas para evitar ligacoes
inespecificas. Sequencialmente, a membrana foi incubada por aproximadamente 12 horas a
4°C com 0s seguintes anticorpos primarios:

No figado: SREBP-1c (68 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-367), PPAR-alfa (55
kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-9000), FAS (270 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-
20140), CPT-1c (91 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-139482).

No hipotdlamo: ObRb (110 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-1834), JAK2 (130
kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-390539), p-JAK2 (130 kDa; Santa Cruz Biotechnology,
sc-390539), SOCS3 (30 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-7009), NPY (11 kDa; Santa Cruz
Biotechnology, sc-28943), POMC (30 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-20148), TNF-alfa
(26 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-28943), IL-6 (26 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-
28943) e IL-1 beta (17 kDa; Novus Biologicals, NBP1-42767).

Depois de incubada com anticorpo priméario, a membrana foi incubada com o
anticorpo secundario especifico para a origem do anticorpo primario, durante 1 hora em
temperatura ambiente. A expressdo das proteinas foi detectada por meio de um sistema de
deteccdo de quimiluminescéncia com ECL e as imagens das bandas foram obtidas com o
sistema ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A intensidade das bandas
guimioluminescentes foi quantificada utilizando o software Imagel, versdo 1.47 (NIH,
imagej.nih.gov/ij, EUA). O complexo de ligacdo do anticorpo foi desfeito e a membrana foi
remarcada com beta-actina (45 kDa; Santa Cruz Biotechnology, sc-81178) como proteina
constitutiva para normalizar os dados obtidos pelo Western blotting.
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3.9 Imunofluorescéncia e Microscopia Confocal a Laser

Com esta técnica foi verificada a distribui¢do das subpopulac6es de neurdnios POMC
(anorexigénicos) e NPY (orexigénico) no nlcleo arqueado do hipotalamo.

Os cortes congelados foram submetidos ao bloqueio com soro normal de cabra e
incubados com os anticorpos primarios (NPY e POMC) diluidos em PBS/BSA 1%.
Posteriormente, as amostras foram tratadas com um anticorpo secundario conjugados com o
fluoréforo Alexa 488, seguido da coloragdo dos ndcleos com o DAPI. As laminas foram
montadas com slow-fade (Invitrogen) a fim de manter a fluorescéncia. Os controles negativos
foram obtidos pela omissdo dos anticorpos primarios. O microscopio confocal a laser
(Modelo C2, Nikon Inc., Tokio) e um atlas foram utilizados para identificacdo da
citoarquitetura e a terminologia das areas do hipotdlamo, conforme exposto na Figura 7
(Paxinos e Watson, 2004).

Figura 7 - Citoarquitetura das areas do hipotalamo segundo Paxinos e Watson (2004)
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Legenda: Neste esquema, é enfatizado o terceiro ventriculo (3V) enquanto referéncia anatdmica para localizagdo
do ndcleo arqueado, regido delimitada em amarelo.
Fonte: Adaptado de Paxinos e Watson, 2004.
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3.10 Analise estatistica

Todos os dados foram testados para a curva de distribui¢cdo normal e homogeneidade
de variancia, sendo expressos como média e erro padrdo da média (EPM). As diferencas entre
os grupos foram analisadas por One Way ANOVA seguida do pos-teste de Holm-Sidak
(GraphPad Prism v.6.05 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). Interacdes
entre dietas materna e paterna e sexo dos descendentes foram avaliadas através de Three Way
ANOVA (2 x 2 x 2 fatorial) (Statistica, v.7; StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA). As interagdes
entre duas variaveis (dieta paterna vs. sexo da prole; dieta materna vs. sexo da prole; dieta
paterna vs. dieta materna) foram examinados. Em todos os casos, P<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.



45

4 RESULTADOS

4.1 Dados dos progenitores

4.1.1 Massa corporal, ingestdo alimentar e energética

Os progenitores toleraram bem a dieta oferecida. Ndo houve diferenca significativa na
MC inicial dos progenitores SC e HF, no entanto, em relacdo ao ganho ponderal durante o
periodo de pré-acasalamento houve aumento de 52% e 38% nos pais e nas maes HF,
respectivamente, quando comparados com os seus homdlogos (P<0,0001; Tabela 3). A
ingestdo alimentar durante todo o periodo do experimento ndo foi diferente entre os grupos,
no entanto, 0 consumo de energia durante 0 mesmo periodo foi 24% maior nos pais e nas
maes HF do que nos respectivos controles (P<0,0001; Tabela 3), fato explicado pela maior

densidade energética da dieta hiperlipidica utilizada no estudo.

4.1.2 Glicemia de jejum e TOTG

No periodo de pré-acasalamento, ou seja, apos oito semanas de dieta experimental, 0s
pais e as mdes HF apresentaram hiperglicemia (+39% e +33%, respectivamente; P=0,0006;
Tabela 3) e intolerancia a glicose, que foi corroborada pela elevacdo da area sob a curva
nestes grupos, em comparacdo com os progenitores SC (+20% em ambos; P=0,006; Tabela
3).

4.1.3 Andlises plasmaticas

Pais e médes HF apresentaram hipercolesterolemia (+27% em ambos; P=0,005) e

hipertrigliceridemia (+20% e +15%, respectivamente; P=0,04). Os niveis de insulina
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apresentaram-se mais elevados nos pais HF (+77%; P<0,0001) e em mées HF (+47%;
P<0,0001) do que nos respectivos grupos SC, dado este que é consistente com a intolerancia a
glicose revelada pelo TOTG. Além disso, os niveis de adiponectina foram aproximadamente
40% menor em pais e maes HF do que em suas contrapartes (P=0,0001). Estes resultados

estdo resumidos na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados biométricos e bioquimicos dos progenitores

Pais Maes
Dados
SC HF sC HF
Massa corporal inicial (g) 16,2+0,5 16,5+0,5 10,9+0,4 11,0+0,3
Ganho ponderal (g) 12,8+0,3 19,5+0,2° 12,4+0,2 17,1+0,2°
Ingestdo alimentar (g/animal) 3,4+0,0 3,4+0,1 2,1+0,0 2,0+0,1

Ingestdo energética (kJ/animal) 57,2+1,3 70,7+0,3? 34,5+0,2 42,8+0,8"

Glicemia de jejum (mmol/L) 4,7+0,3 6,6+0,2° 5,4+0,1 7,3+0,3"
ASC (u.a.) 16,6+4,7 20,6+4,9% 13,2441 16,5+3,7"
Colesterol total (mg/dL) 114,3+2,6  144,8+7,2°  1102+25 117,2457"
Triglicerideos (mg/dL) 80,2+0,7 06,2+2,22 78,0+1,4 83,1+3,2°
Insulina (pg/mL) 301,0+12,3 531,8+10,8*  230,3+3,5 338,8+11,7°
Adiponectina (10° pg/mL) 8,310,4 4,7+0,9 10,7£0,7 6,5+0,3"

Legenda: Os dados sdao expressos como média e EPM e analisados por One Way ANOVA e pds-teste
de Holm-Sidak. P<0,05 quando: (a) comparado com pai SC e (b) comparado com mée SC.
Abreviagdes: HF: dieta hiperlipidica, SC: dieta controle, ASC: area sob a curva, u.a..
unidades arbitrarias.
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4.2 Dados das proles

4.2.1 Massa corporal, ingestdo alimentar e energética

A massa corporal das proles ao nascimento foi influenciada apenas quando ambos 0s
progenitores receberam dieta HF. Portanto, os filhotes HF-M/HF-P eram mais pesados do que
os filhotes SC-M/HF-P (+22% no sexo masculino e +16% no sexo feminino; P<0,0001;
Figura 8) e do que o grupo HF-M/SC-P (+19% no sexo masculino e +13% no sexo feminino;
P=0,007; Figura 8). A partir da segunda semana de vida, machos e fémeas de mées HF
apresentaram aumento da massa corporal quando comparados as proles SC-M/SC-P e SC-
M/HF-P.

No final do experimento (trés meses de idade), os filhotes de mées HF continuaram a
apresentar aumento na massa corporal enquanto que a dieta paterna nao afetou este parametro.
Assim, os filhotes HF-M/SC-P eram mais pesados do que os filhotes SC-M/SC-P (+14% no
sexo masculino e +12% no sexo feminino; P=0,02) e do que os filhotes SC-M/HF-P (+11 %
em ambos os sexos; P=0,04). No mesmo periodo, filhotes machos e fémeas HF-M/HF-P
foram os mais pesados do que todos os outros grupos (Figura 8).

O teste Two Way ANOVA evidenciou uma interacdo entre dieta materna e sexo dos
descendentes influenciando o aumento da massa corporal da prole, sendo os machos mais
afetados do que as fémeas (P<0,05). Além disso, o teste Three Way ANOVA mostrou uma
interacdo entre dieta materna, dieta paterna e sexo dos descendentes, uma vez que as proles
provenientes de ambos progenitores HF apresentaram os maiores valores de massa corporal,

sendo os machos mais afetados do que as fémeas (P<0,001; three way ANOVA).
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Figura 8 - Evolugédo da massa corporal das proles de machos (A) e fémeas (B) durante todo o experimento
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Legenda: Os dados séo expressos como média e EPM e analisados por One Way ANOVA e pos-teste de Holm-Sidak. P<0,05 quando: (a) comparado com SC-M/SC-
P macho, (b) comparado com SC-M/HF-P macho, (¢) comparado com HF-M/SC-P macho, (d) comparado com SC-M/SC-P fémea, (e) comparado com SC-
M/HF-P fémea, (f) comparado com HF-M/SC-P fémea. AbreviacOes: HF: dieta hiperlipidica, SC: dieta controle.



49

Em relacéo a ingestdo alimentar pdde-se observar que os filhotes de mées HF e de
ambos o0s progenitores que receberam dieta HF tiveram notdria hiperfagia e,
consequentemente, maior consumo de energia (Tabela 4). A dieta paterna ndo influenciou este
parametro. Os filhotes HF-M/SC-P demonstraram elevacdo da ingestdo alimentar em
comparagdo com os filhotes SC-M/SC-P (+59% no sexo masculino e +39% no sexo feminino;
P=0,0001) e em comparacdo com os filhotes SC-M/HF-P (+48% no sexo masculino e +39%
no sexo feminino; P=0,0001). O teste Two Way ANOVA demonstrou que a interacdo entre
dieta HF materna e o sexo masculino dos filhotes afetou essa variavel (P<0,005; two way
ANOVA).

Os filhotes HF-M/HF-P tiveram valores méaximos de ingestdo alimentar em relacdo
aos filhotes SC-M/HF-P (+86% no sexo masculino e +78% no sexo feminino; P<0,0001) e
em comparacao aos filhotes HF-M/SC-P (+26% no sexo masculino e +28% no sexo feminino;
P=0,007; Tabela 4). Estes resultados sdo suportados pelo teste Three Way ANOVA, o qual
confirmou que a interagdo entre dieta materna, dieta paterna e o sexo dos descendentes
colaborou para exacerbacao da hiperfagia das proles, sobretudo nos machos. (P<0,0001; three
way ANOVA).

Ratificando os achados supracitados, o Indice de adiposidade também foi afetado
principalmente pela mae HF e por ambos progenitores HF. Proles de mées HF e de pai e mée
HF apresentaram maior indice de adiposidade. Este parametro foi aproximadamente 55%
maior em HF-M/SC-P do que em SC-M/SC-P (P=0,0024 em ambos 0s sexo0s) e 61% maior
do que a prole SC-M/HF-P (P=0,0001 em ambos os sexos, Tabela 4). Dieta materna e sexo
dos descendentes influenciaram no indice de adiposidade, sendo as fémeas mais afetadas do
que os respectivos homélogos (P<0,0001; two way ANOVA). Ademais, as proles HF-M/HF-
P apresentaram os maiores valores de indice de adiposidade em relacio a SC-M/HF-P
(+125% no sexo masculino e +131% no sexo feminino; P<0,0001) e a HF-M/SC-P
(aproximadamente +40% em ambos 0s sexos; P<0,0001, Tabela 4). Uma interacdo entre dieta
materna, dieta paterna e sexo dos descendentes foi observada nestes resultados, onde as

fémeas apresentaram os maiores valores para esta variavel (P<0,001; three way ANOVA).
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4.2.2 Glicemia de jejum e Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

A glicemia de jejum e tolerancia a glicose dos filhotes foram influenciadas pela dieta
HF dos pais e/ou das maes, conforme demonstrado na Tabela 4 e Figura 9.

Curiosamente, a dieta HF paterna também afetou esses parametros de forma
independente. Quando apenas o pai recebeu dieta HF, os filhotes SC-M/HF-P apresentaram
hiperglicemia (+46% em ambos o0s sexos; P=0,06) e intolerancia a glicose, caracterizada por
um aumento de 25% na &rea sob a curva do TOTG, em ambos 0s sexos, em relacdo a prole
SC-M/SC-P (P=0,0007).

De forma interessante, os filhotes nascidos de pais ou de mées HF foram igualmente
programados, sugerindo que tanto o pai como a mée alimentados com dieta HF podem gerar
descendentes que desenvolvem hiperglicemia e intolerancia a glicose. Os filhotes machos e
fémeas HF-M/HF-P apresentaram estes parametros com os valores muito acima do normal,
resultantes da interacdo entre as dietas paterna e materna, sobretudo no sexo masculino,

evidenciando um dimorfismo sexual (P<0,0001; three way ANOVA).

4.2.3 Anélises plasmaticas

A dieta HF materna influenciou mais o perfil lipidico da prole do que a dieta HF
paterna. As proles de mdes HF e de ambos os progenitores HF tiveram os niveis plasmaticos
de colesterol total e triglicerideos mais elevados. Tais valores sdo expostos na Tabela 4.

O colesterol total foi aproximadamente 32% maior nas proles HF-M/SC-P do que em
SC-M/SC-P (P=0,02 em ambos os sexos) e 28% maior do que em SC-M/HF-P (P<0,05 em
ambos os sexos). Curiosamente, observou-se um incremento de 20% nos triglicerideos
plasméticos somente na prole HF-M/SC-P do sexo masculino, em comparagdo com SC-
M/SC-P (P=0,001) e 15% maior em comparagéo com SC-M/HF-P (P=0,02). O teste Two Way
ANOVA confirmou que o perfil lipidico das proles foi afetado pela dieta materna e sexo dos
descendentes, com maior comprometimento no sexo masculino (P<0,0001).

O colesterol total foi aproximadamente 60% maior nos filhotes HF-M/HF-P do que em
SC-M/HF-P (P<0,0001 em ambos os sexos) e 25% mais elevado do que nas proles HF-M/SC-

P (P<0,003 em ambos 0s sexos).
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As proles HF-M/HF-P apresentaram os niveis mais elevados de triglicerideos em
relagdo a SC-M/HF-P (+40% no sexo masculino e +28% no sexo feminino; P <0,0001) e HF-
M/SC-P (+22% em machos e 17% em fémeas; P=0,002). Este resultado € ratificado pelo teste
Three Way ANOVA, que mostrou uma interacéo entre dieta paterna, dieta materna e sexo dos
descendentes, uma vez que o sexo masculino foi mais afetado do que o sexo feminino nesta
andlise plasmaética (P<0,0001; three way ANOVA).

Figura 9 - Area sob a curva do teste oral de tolerancia a glicose das proles de machos e fémeas
aos trés meses de idade
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Legenda: Os dados séo expressos como média e EPM e analisados por One Way ANOVA e poés-teste de Holm-
Sidak. P<0,05 quando: (a) comparado com SC-M/SC-P macho, (b) comparado com SC-M/HF-P
macho, (c) comparado com HF-M/SC-P macho, (d) comparado com SC-M/SC-P fémea, (e)
comparado com SC-M/HF-P fémea, (f) comparado com HF-M/SC-P fémea, (*) comparado com
respectivo contrapar. AbreviacgGes: HF: dieta hiperlipidica, SC: dieta controle.
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Corroborando com os achados referentes a glicemia de jejum, a dieta HF paterna
também influenciou os niveis de insulina nas proles geradas, com elevacdo de
aproximadamente 58% em ambos os sexos em relacdo ao grupo SC-M/SC-P (P=0,04, Tabela
4). Este incremento resultante da programacédo paterna € justificado pela influéncia da dieta
HF paterna e do sexo da prole, uma vez que os machos apresentaram valores brutos mais
elevados de insulina (P<0,0001; two way ANOVA).

A dieta HF materna também resultou em hiperinsulinemia nas proles. Dessa forma, 0s
niveis de insulina foram maiores em HF-M/SC-P do que em SC-M/SC-P (+175% nos machos
e +131% nas fémeas; P<0,0001) e em SC-M/HF-P (+74% no sexo masculino e +45% no sexo
feminino; P=0,006, Tabela 4). Este achado é explicado pela interacdo entre dieta HF materna
e sexo dos filhotes, especialmente nos machos (P<0,0001; two way ANOVA).

As proles HF-M/HF-P apresentaram o0s valores mais exacerbados de insulina em
relacdo a SC-M/HF-P (+170% no sexo masculino e +105% no sexo feminino; P <0,0001) e a
HF-M/SC-P (+55% em machos e +41% em fémeas; P=0,0002, Tabela 4). Esse insulto
maximizado ¢é explicado pela interacdo entre dietas paterna, materna e sexo dos descendentes,
principalmente em machos, que se mostraram mais sensivel a programacdo parental
(P<0,001; three way ANOVA).

Os niveis de adiponectina das proles também foram influenciados pela dieta materna
e/ou paterna (Tabela 4). Observou-se que o nivel de adiponectina foi aproximadamente 15%
menor em SC-M/HF-P do que em SC-M/SC-P (P<0,05 em ambos 0s sexos), todavia este
decréscimo foi mais suave do que nos filhotes de mées HF.

As proles HF-M/SC-P mostraram concentragbes menores de adiponectina em
comparagdo com SC-M/SC-P (-37% no sexo masculino e -24% no sexo feminino; P <0,0001)
e com SC-M/HF-P (-23% no sexo masculino e -19% no sexo feminino; P=0,04).

Os grupos HF-M/HF-P apresentaram os valores mais baixos de adiponectina em
relacdo a SC-M/HF-P (-47% no sexo masculino e -39% no sexo feminino; P<0,0001) e em
relacdo a HF-M/SC-P (cerca de -31% em ambos o0s sexos; P<0,04). A programacéo parental
por meio de dieta HF ofertada as mées e aos pais influenciou negativamente na adiponectina
plasmatica, sobretudo nos filhotes machos, que se mostraram mais sensiveis (P<0,01; three
way ANOVA).

Hiperleptinemia também foi observada nos filhotes das mées HF e quando ambos 0s
progenitores receberam dieta HF, sendo que os filhotes HF-M/HF-P apresentaram os valores
mais elevados de leptina circulante (Tabela 4), achados que confirmam com o quadro de

hiperfagia alimentar nestas proles, resultante da programacao fetal.
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4.2 .4 Figado: triglicerideos e esteatose

As proles SC-M/HF-P apresentaram aumento da massa hepatica, do contetdo de
triglicerides hepéticos e densidade de volume (Vv) de esteatose. Estes parametros também
foram alterados quando apenas a mae e ambos 0s progenitores receberam dieta HF. Os grupos
SC-M/HF-P tiveram hepatomegalia (+57% em ambos o0s sexos; P<0,0001, Tabela 4),
aumento de triglicerides hepaticos (aproximadamente +67% em ambos os sexos; P= 0,002,
Tabela 4) e aumento de esteatose (+432% nos machos e +518% nas fémeas; P<0,0001, Figura
10) em comparacdo as proles SC-M/SC-P. As proles HF-M/HF-P de ambos os sexos
apresentaram valores exacerbados para tais parametros.

O teste Two Way ANOVA justificou a maximizacdo destes efeitos deletérios nas
proles de machos e fémeas originadas de ambos os progenitores HF pela interacdo entre dieta
paterna e dieta materna (P<0,0001). Entretanto, ndo houve diferencas entre sexos para 0S
parametros supracitados.

A anélise das imagens realizadas pela microscopia de luz permitiu observar macro e
microesteatose em grande quantidade nos filhotes machos e fémeas provenientes de pais e
maes HF em comparacdo aos respectivos grupos controles. Interessantemente nota-se que a
obesidade paterna programa a prole similarmente a obesidade materna e que, quando 0s
filhotes sdo provenientes de ambos os progenitores HF, o acumulo de goticulas de gordura
nos hepatdcitos € maximizado, denotando um insulto agressivo da programacao parental
(Figura 10).



Tabela 4 - Dados biométricos e bioguimicos das proles aos trés meses de idade

Machos Fémeas
Dados
SC-M/SC-P  SC-M/HF-P  HF-M/SC-P HF-M/HF-P SC-M/SC-P SC-M/HF-P HF-M/SC-P HF-M/HF-P
: 2,2+0,1 2301  34%0,1*° 4,4+0,1*"¢ 1,90,1 1,90,1 2,7+0,1%%" 3,5+0,2%%""
IA (g/animal)
IE (kl/animal) 36,315  389£18 57,613 72,6+1,5%° 32,6+2,3 32,6+20  457+18%" 581360 "
Adiposidade (%) 2,4+0,2 24+03  3,9%0,2%° 5,4+0.4*"¢ 320,17 3,0£0,2° 4,940,3%" 6,9+0,4%""
GJ (mmol/L) 4,5+0,2 6,6+0,1° 8,1+0,2° 10,2+0,4%P¢ 3,9+0,1 5,7+0,1° 6,0£0,4%" 7,740,3%¢""
CT (mg/dL) 67,7+1,3 70,5454  90,2+1,1° 112,942 6%0¢ 58,2+1,0 60,1+2,6 76,8+1,9% " 95 6+34%""
TG (mg/dL) 54,8+0,4 57,0431  65,8+1,8%° 79,9+2,530¢ 53,6+1,1 55,5+0,6 60,740,8"  711+14%""
Insulina (pg/mL) 88,6+1,8  140,2+4,6° 2435+1,6% 377,8+3,130¢ 85,9+3,1  136,6+18,2" 198,4+10,9%¢"  279,8+54%%""
Adiponectina (10°pg/mL) 7,4%0,2 6,0+0,2° 4,7+0,4%P 3,2+0,170¢ 8,30,4 7,0+0,2° 5,7+0,4%¢" 4,3+0,2%¢""
Leptina (pg/mL) 21824255 226,9+36,6 453,8+16,6°"  690,7+30,8 "¢ 198,5+6,7 196,8+10,8  410,5+19,0%*" 550,0+26,6%"
Figado (mg/cm) 0,34+0,02  0,53+0,02*  0,50+0,02° 0,70+0,012°¢ 0,32+0,01 0,48+0,03° 0,42+0,02°  0,61+0,03 %%
TG hep (mg/dL) 2,79+0,19  4,71+0,40°  4,90+0,35% 6,60+0,15 *° 2,64+0,06 4,33+0,34° 4,46+0,36°  6,25+0,51 %%

Legenda: Os dados sdo expressos como média e EPM e analisados por One Way ANOVA e pds-teste de Holm-Sidak. P<0,05 quando: (a) comparado com SC-M/SC-P macho,
(b) comparado com SC-M/HF-P macho, (c) comparado com HF-M/SC-P macho, (d) comparado com SC-M/SC-P fémea, (e) comparado com SC-M/HF-P fémea,

(f) comparado com HF-M/SC-P fémea, (*) comparado com respectivo contrapar. Abreviacdes: HL: dieta hiperlipidica, C: dieta controle, IA: ingestdo
alimentar, IE: ingestdo energética, GJ: glicemia de jejum, CT: colesterol total, TG: triglicerideos plasmaticos, TG hep: triglicerideos hepaticos.
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Figura 10 - Densidades de volume (Vv) de esteatose e fotomicrografias do figado (coloracdo HE) das proles de machos e fémeas aos trés meses de idade
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Legenda: Os dados sdo expressos como média e EPM e analisados por One Way ANOVA e pds-teste de Holm-Sidak. P<0,05 quando: (a) comparado com SC-M/SC-P macho, (b) comparado
com SC-M/HF-P macho, (c) comparado com HF-M/SC-P macho, (d) comparado com SC-M/SC-P fémea, (¢) comparado com SC-M/HF-P fémea, (f) comparado com HF-M/SC-P
fémea, (*) comparado com respectivo contrapar. Abreviagdes: HF: dieta hiperlipidica, SC: dieta controle. Proles de médes e pais HF e de ambos os progenitores HF apresentam
inimeras goticulas de gordura nos hepatécitos (setas).
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4.2.5 Figado: RT-gPCR e Western blotting

O pai HF e a mde HF influenciaram diferentemente a expressdo de alguns genes
relacionados com a lipogénese (SREBP-1c e FAS) e beta-oxidacdo (PPAR-a ¢ CPT 1). Os
filhotes SC-M/HF-P apresentaram aumento na expressdo génica de SREBP-1c e FAS em
relacdo aos filhotes SC-M/SC-P (+195% em ambos 0s sexos e +145% em ambos 0s sexos,
respectivamente; P<0,0001, Figura 11). Os filhotes SC-M/HF-P também apresentaram
aumento na expressdo de SREBP-1c (+42% no sexo masculino e +55% no sexo feminino; P =
0,01, Figura 11) e de FAS (+45% em ambos os sexos; P=0,01, Figura 11) em comparagédo
com os filhotes HF-M/SC-P, denotando, com isto, que a programacéo paterna por dieta HF é
mais deletéria do que a materna no que tange ao estimulo da sintese hepética de AGs. O teste
Two Way ANOVA mostrou que a dieta paterna e o sexo da prole colaboraram especialmente
para a elevacdo da SREBP-1c, sendo os machos mais influenciados do que seus homdélogos
(P<0,001). Os filhotes HF-M/HF-P machos e fémeas tiveram expressdo maximizada de tais
genes lipogénicos, resultados suportados por uma interagdo entre a dieta paterna e dieta
materna (P<0,001; two way ANOVA).

Figura 11 - Expressdo dos genes lipogénicos SREBP-1c (A) e FAS (B) no figado das proles
de machos e fémeas aos trés meses de idade
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Legenda: Os dados séo expressos como média e EPM e analisados por One Way ANOVA e pos-teste de Holm-
Sidak. P<0,05 quando: (a) comparado com SC-M/SC-P macho, (b) comparado com SC-M/HF-P
macho, (c) comparado com HF-M/SC-P macho, (d) comparado com SC-M/SC-P fémea, (e)
comparado com SC-M/HF-P fémea, (f) comparado com HF-M/SC-P fémea, (*) comparado com
respectivo contrapar. Abreviagfes: HF: dieta hiperlipidica, SC: dieta controle, SREBP-1c:
proteina de ligacdo ao elemento regulador do esterol, FAS: acido graxo sintetase.



57

O pai HF néo alterou a expressdo génica do PPAR-a e CPT-1 dos filhotes machos e

fémeas. Curiosamente, apenas os filhotes HF-M/SC-P e HF-M/HF-P apresentaram reducéo

destes genes, porém sem diferenca entre eles (Figura 12).

Figura 12 - Expressdo dos genes de beta-oxidacdo PPAR-a (A) e CPT-1 (B) no figado das
proles de machos e fémeas aos trés meses de idade

\
)

o

g
o

e SC-MISC-P
- SC-MHF-P

--
(5]

1

-
=
T

[a][b]

PPAR-a (expressao relativa RNAm) (:

=4
o

&= HF-M/SC-P
= HF-MHF-P

[al[b]

macho

[d][e]

fémea

[d][e]

(B)
Ny

CPT-1 (expressao relativa RNAm)

2.0

1.5p

1.0p

0.5F

0.0

[ sCMisC-P
- SC-MHF-P

L

[al[b]

== HF-MSC-P
= HF-MHF-P

[al[b]

macho

fémea

Legenda: Os dados sdo expressos como média e EPM e analisados por One Way ANOVA e pos-teste de Holm-
Sidak. P<0,05 quando: (a) comparado com SC-M/SC-P macho, (b) comparado com SC-M/HF-P
macho, (c) comparado com HF-M/SC-P macho, (d) comparado com SC-M/SC-P fémea, (e)
comparado com SC-M/HF-P fémea, (f) comparado com HF-M/SC-P fémea, (*) comparado com
respectivo contrapar. Abreviagdes: HF: dieta hiperlipidica, SC: dieta controle, PPAR-a: receptor
ativador de proliferacdo peroxissomal alfa, CPT-1: carnitina palmitoiltransferase 1.

Os resultados obtidos através da expressao génica foram confirmados pela expressao

proteica. Desse modo, os filhotes SC-M/HF-P tiveram elevacdo de SREBP-1c (+112% no

sexo masculino e +66% no sexo feminino; P<0,0001) e de FAS (+63% em machos e +51%

em fémeas; P<0,0001) em comparagdo com os filhotes SC-M/SC-P (Figura 13). Os filhotes

SC-M/HF-P apresentaram incremento de SREBP-1c e FAS (+21% em ambas as proteinas e

em ambos os sexos; P=0,01) em relacdo aos filhotes HF-M/SC-P (Figura 13). As proles HF-

M/SC-P tiveram elevagdo de SREBP-1c (+75% no sexo masculino e +37% no sexo feminino;
P=0,001) e de FAS (+34% no sexo masculino e +25% no sexo feminino; P=0,004) em

comparacdo com os filhotes SC-M/SC-P (Figura 13). Tais achados referentes a elevagdo de

SREBP-1c foram justificados pelo teste Two Way ANOVA, onde houve interagdo entre a

dieta paterna ou materna e o sexo dos descendentes, sendo os machos mais acometidos
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(P<0,001). Adicionalmente, os filhotes HF-M/HF-P machos e fémeas apresentaram 0sS

maiores valores dessas proteinas lipogénicas.
Inversamente, o pai HF ndo influenciou a expressao proteica de PPAR-o ¢ CPT-1 em
ambos os sexos. Uma reducdo na expressdo destas proteinas foi observada nos filhotes HF-

M/SC-P e HF-M/HF-P, entretanto sem diferencas entre eles (Figura 13).

Figura 13 - Expressdo das proteinas de lipogénese SREBP-1c (A) e FAS (B), de beta-
oxidagdo PPAR-a (C) e bandas representativas (D) no figado das proles de
machos e fémeas aos trés meses de idade
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Legenda: Os dados sdo expressos como média e EPM e analisados por One Way ANOVA e pos-teste de Holm-
Sidak. P<0,05 quando: (a) comparado com SC-M/SC-P macho, (b) comparado com SC-M/HF-P
macho, (c) comparado com HF-M/SC-P macho, (d) comparado com SC-M/SC-P fémea, (e)
comparado com SC-M/HF-P fémea, (f) comparado com HF-M/SC-P fémea, (*) comparado com
respectivo contrapar. Abrevia¢fes: HF: dieta hiperlipidica, SC: dieta controle, u.a.: unidades
arbitrarias, SREBP-1c: proteina de ligacdo ao elemento regulador do esterol, FAS: &cido graxo
sintetase. PPAR-a: receptor ativador de proliferagdo peroxissomal alfa.
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4.2.6 Hipotalamo: Western blotting e RT-gPCR

Os filhotes de maes HF e de ambos os progenitores HF tiveram notoria diminuicéo da
expressdo proteica do receptor ObRb, o que j& prejudica a acdo da leptina no hipotalamo
(Figura 14), enquanto que o pai HF n&o influenciou este parametro. Os filhotes HF-M/SC-P
demonstraram diminuicdo na expressao de ObRb em comparacdo com as proles SC-M/SC-P
(-15% no sexo masculino e -11% no sexo feminino; P=0,0001) e em compara¢cdo com SC-
M/HF-P (-13% no sexo masculino e -22% no sexo feminino; P=0,0001). Os filhotes HF-
M/HF-P apresentaram diminui¢do ainda mais pronunciada deste receptor em relacdo aos
filhotes SC-M/HF-P (-20% no sexo masculino e -22% no sexo feminino; P<0,0001) e em
comparacdo com HF-M/SC-P (-18% no sexo masculino e -10% no sexo feminino; P=0,007;
Figura 14).

Adicionalmente, os filhotes HF-M/SC-P tiveram decréscimo na fosforilagdo de JAK?2
em comparacdo com os filhotes SC-M/SC-P (-21% no sexo masculino e -23% no sexo
feminino; P=0,001) e SC-M/HF-P (-24% no sexo masculino e -21% no sexo feminino;
P=0,001). Nas proles HF-M/HF-P esta diminuicdo foi ainda mais notoria em relacdo aos
filhotes SC-M/HF-P (-34% no sexo masculino e -25% no sexo feminino; P<0,0001) e em
relacdo aos filhotes HF-M/SC-P (-13% somente no sexo masculino; P=0,005, Figura 14),
indicando acentuado prejuizo na via de sinalizacdo JAK/STAT no hipotalamo (Figura 14),
todavia, ndo foram evidenciadas diferencas entre sexos. Somando-se a estes resultados, houve
importante aumento da expressdo de SOCS3 nestes filhotes, maximizando a supressdo desta
via, sobretudo na prole masculina, denotando um pronunciado dimorfismo sexual. Desta
forma, os filhotes HF-M/SC-P apresentaram elevacdo do SOCS3 em comparacdo com SC-
M/SC-P (+23% no sexo masculino e +20% no sexo feminino; P<0,01) e em relagdo com 0s
filhotes SC-M/HF-P (+21% em machos e +20% nas fémeas; P<0,01). As proles HF-M/HF-P
tiveram a expressdo desta proteina supressora muito mais aumentada em relacdo aos filhotes
SC-M/HF-P (+33% no sexo masculino e +28% no sexo feminino; P<0,0001) e em
comparac¢do com HF-M/SC-P (+11% no sexo masculino e +9% no sexo feminino; P=0,02;
Figura 14). Tal achado pode ser justificado pela interacdo entre dieta paterna, dieta materna e
sexo dos descendentes, uma vez que 0s machos apresentaram-se mais sensiveis que as fémeas

a programagcéo parental (P=0,0001, three way ANOVA).
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Figura 14 - Expressado proteica no hipotalamo de receptor ObRb (A), JAK 2 (B), SOCS 3 (C)
e bandas representativas (D) das proles de machos e fémeas aos trés meses de

idade
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Legenda: Os dados séo expressos como média e EPM e analisados por One Way ANOVA e pos-teste de Holm-
Sidak. P<0,05 quando: (a) comparado com SC-M/SC-P macho, (b) comparado com SC-M/HF-P
macho, (c) comparado com HF-M/SC-P macho, (d) comparado com SC-M/SC-P fémea, (e)
comparado com SC-M/HF-P fémea, (f) comparado com HF-M/SC-P fémea, (*) comparado com
respectivo contrapar. AbreviacGes: HF: dieta hiperlipidica, SC: dieta controle, u.a.: unidade arbitraria,
ObRb: receptor de leptina cadeia longa, JAK 2: enzima janus kinase, STAT 3: sinal transdutor e
ativador da transcri¢do, SOCS 3: proteina supressora de sinalizagdo de citocina.
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Finalmente, os filhotes de médes HF e de ambos os progenitores HF apresentaram
alteracbes na expressao génica e proteica de neurotransmissores hipotalamicos, como
resultado da inibigcdo da via JAK/STAT. Consequentemente houve aumento do neuropeptideo
orexigénico NPY, com concomitante diminuigdo de POMC, e de seu produto de clivagem,
alfa-MSH, cujo efeito é anorexigénico, sobretudo nos filhotes HF-M/HF-P, resultando em
acentuada hiperfagia nestes grupos (Figura 15).

A programacdo parental através de dieta HF resultou em um prejuizo mais
pronunciado da via de sinalizacdo da leptina JAK/STAT no hipotalamo de filhotes machos,
sendo tal achado explicado pela interacdo entre dieta HF paterna e dieta HF materna e sexo
dos descendentes em tal desfecho (P<0,0001, three way ANOVA).
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Figura 15 - Expressdo génica e proteica no hipotdlamo de NPY (A e B), POMC (C e D), alfa-MSH (E) e bandas representativas (F) das proles de

machos e fémeas aos trés meses de idade
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Legenda: Os dados sdo expressos como média e EPM e analisados por One Way ANOVA e pés-teste de Holm-Sidak. P<0,05 quando: (a) comparado com SC-M/SC-P macho, (b)
comparado com SC-M/HF-P macho, (c) comparado com HF-M/SC-P macho, (d) comparado com SC-M/SC-P fémea, (e) comparado com SC-M/HF-P fémea, (f)
comparado com HF-M/SC-P fémea, (*) comparado com respectivo contrapar. Abrevia¢Bes: HF: dieta hiperlipidica, SC: dieta controle, u.a.: unidade arbitraria, NPY:
neuropeptideo Y, POMC: pré-opiomelanocortina, alfa-MSH: horménio estimulante de melandécitos alfa.
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A expressdo proteica de marcadores inflamatérios, representados por IL-6, TNF-alfa e
IL-1 beta no hipotadlamo foram influenciados pela dieta HF dos pais e/ou das maes, conforme
exposto na Figura 16.

Os filhotes HF-M/SC-P demonstraram elevacdo da expressdao de IL-6(+400% em
ambos os sexos; P<0,0001), TNF-alfa (+100% em machos e +82% em fémeas; P<0,0001) e
de IL-1 beta (+135% em machos e +66% em fémeas; P<0,0001) em compara¢do com 0s
filhotes SC-M/SC-P. Para estas variaveis, a dieta HF materna influenciou de forma mais
expressiva a prole gerada do que a dieta HF paterna. Sendo assim, o grupo HF-M/SC-P teve
elevagédo da expressdo de IL-6 (+88% em machos e +140% em fémeas; P<0,0001), TNF-alfa
(+33% em machos e +17% em fémeas; P=0,001) e de IL-1 beta (+57% em machos e +38%
em fémeas; P=0,001) quando comparado ao grupo SC-M/HF-P.

Curiosamente, a dieta HF paterna também afetou esses parametros de forma mais
ténue. Quando apenas o pai recebeu dieta HF, os filhotes SC-M/HF-P apresentaram aumento
de IL-6 (+167% em machos e +100% em fémeas; P<0,0001) e TNF-alfa (+55% em ambos 0s
sexos; P=0,001) em relacdo a prole SC-M/SC-P, porém sem alteracdes em IL-1 beta. Uma
interacdo entre dieta paterna e sexo dos descendentes contribuiu para este achado,
especialmente no sexo masculino (P<0,001; two way ANOVA).

Adicionalmente, os filhotes machos e fémeas HF-M/HF-P apresentaram estes
parametros com os valores maximizados, resultantes da interacdo entre as dietas paterna e
materna, sobretudo no sexo masculino, evidenciando um dimorfismo sexual (P<0,0001; three
way ANOVA).
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Figura 16 - Expressdo proteica no hipotalamo de IL-6 (A), TNF-alfa (B), IL-1 beta (C) e
bandas representativas (D) das proles de machos e fémeas aos trés meses de
idade
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Legenda: Os dados séo expressos como média e EPM e analisados por One Way ANOVA e pés-teste de Holm-
Sidak. P<0,05 quando: (a) comparado com SC-M/SC-P macho, (b) comparado com SC-M/HF-P
macho, (c) comparado com HF-M/SC-P macho, (d) comparado com SC-M/SC-P fémea, (e)
comparado com SC-M/HF-P fémea, (f) comparado com HF-M/SC-P fémea, (*) comparado com
respectivo contrapar. Abreviagbes: HF: dieta hiperlipidica, SC: dieta controle, u.a.: unidade arbitraria,
IL-6: interleucina 6, TNF-alfa: fator de necrose tumoral alfa, IL-1 beta: interleucina 1 beta.
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4.2.7 Hipotalamo: Imunofluorescéncia

As imagens obtidas pela técnica de imunofluorescéncia corroboram com os resultados
referentes a biologia molecular, no que concerne a expressao génica e proteica de NPY
(orexigénico) e POMC (anorexigénico). Porém, tal metodologia permite observar a presenca
de tais neurotransmissores especificamente no ndcleo arqueado do hipotalamo das proles.

Sendo assim, € possivel observar intensa marcacdo em verde de NPY nas fibras
nervosas, que ascendem do nucleo arqueado até o nlcleo periventricular, situado ao redor do
terceiro ventriculo (3V), sobretudo nas proles HF-M/SC-P e HF-M/HF-P, em ambos 0s sexos
Diferentemente, a programacdo paterna parece nao interferir em tal parametro, sendo as
proles obtidas por pais HF equiparadas as proles SC-M/SC-P (Figuras 17 e 18).

Em contrapartida, fica evidente menor marcacdo em verde de POMC nas proles HF-
M/SC-P e HF-M/HF-P, machos e fémeas, demonstrando mais uma vez que as proles de pais

HF nédo apresentam alteracdes neste neurotransmissor, conforme exposto nas Figuras 19 e 20.
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Figura 17 - Fotomicrografias de cortes coronais do hipotalamo obtidas por microscopia confocal a laser com marcacéo de NPY nas proles de machos aos
trés meses de idade

Legenda: O grupo SC-M/SC-P (A) apresenta pouca marcagdo de NPY, presente nas fibras nervosas que ascendem pelo niicleo periventricular (A’, em maior aumento da area demarcada
em A). Mesmo padréo é observado no grupo SC-M/HF-P (B e B’). Em oposicéo, o grupo HF-M/SC-P (C) apresenta maior marcagdo de NPY, sobretudo nas fibras nervosas
que ascendem do nucleo arqueado (C’, em maior aumento da area demarcada em C). Fluorescéncia mais intensificada foi notoria no grupo HF-M/HF-P (D e D’). Nota: nucleo
celular marcado em azul (DAPi) e NPY marcado em verde (Alexa 488). Legenda: 3v = terceiro ventriculo.
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Figura 18 - Fotomicrografias de cortes coronais do hipotalamo obtidas por microscopia confocal a laser com marcagdo de NPY nas proles de fémeas aos
trés meses de idade

Legenda: O grupo SC-M/SC-P (A) apresenta pouca marcagéo de NPY, presente nas fibras nervosas que ascendem pelo nucleo periventricular (A’, em maior aumento da area demarcada em A). Mesmo padréo
é observado no grupo SC-M/HF-P (B e B’). Em oposi¢do, o grupo HF-M/SC-P (C) apresenta maior marcacdo de NPY, sobretudo nas fibras nervosas que ascendem do nucleo arqueado (C’, em
maior aumento da area demarcada em C). Fluorescéncia mais intensificada foi notdria no grupo HF-M/HF-P (D e D”).

Nota: ntcleo celular marcado em azul (DAPi) e NPY marcado em verde (Alexa 488). Legenda: 3v = terceiro ventriculo.
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Figura 19 - Fotomicrografias de cortes coronais do hipotdlamo obtidas por microscopia confocal a laser com marcacdo de POMC nas proles de machos
aos trés meses de idade

Legenda: O grupo SC-M/SC-P (A) apresenta intensa marcagdo de POMC, sobretudo ao redor do ndcleo do neurdnio (A’, em maior aumento da area demarcada em A). Mesmo padrio € observado no grupo
SC-M/HF-P (B ¢ B’). Em oposigdo, o grupo HF-M/SC-P (C) apresenta menor marcacdo de POMC, localizada em torno do ndcleo do neurdnio (C’, em maior aumento da area demarcada em C).
Pouca fluorescéncia foi mais notéria no grupo HF-M/HF-P (D e D’). Nota: nacleo celular marcado em azul (DAPi) e POMC marcado em verde (Alexa 488). Legenda: 3v = terceiro ventriculo.
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Figura 20 - Fotomicrografias de cortes coronais do hipotalamo obtidas por microscopia confocal a laser com marcacdo de POMC nas proles de fémeas aos
trés meses de idade

Legenda: O grupo SC-M/SC-P (A) apresenta intensa marcagdo de POMC, sobretudo ao redor do niicleo do neurdnio (A’, em maior aumento da area demarcada em A). Mesmo padrdo é observado no grupo
SC-M/HF-P (B e B’). Em oposigdo, o grupo HF-M/SC-P (C) apresenta menor marcagdo de POMC, localizada em torno do nucleo do neurdnio (C’, em maior aumento da area demarcada em C).
Pouca fluorescéncia foi mais notoria no grupo HF-M/HF-P (D e D’). Nota: ntcleo celular marcado em azul (DAPi) e POMC marcado em verde (Alexa 488). Legenda: 3v = terceiro ventriculo.
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5 DISCUSSAO

A obesidade materna induzida por dieta HF programou na descendéncia
anormalidades metabdlicas, alteracdes estruturais e nas vias de lipogénese e beta-oxida¢do no
figado, assim como prejuizos na sinalizacdo hipotalamica da leptina, responséavel pelo
comportamento alimentar, cursando com concomitante inflamacdo local. A obesidade
paterna, embora de forma menos notoria, também influenciou negativamente a prole, a qual
desenvolveu alteragdes no metabolismo da glicose, na estrutura hepatica, resultante do
aumento da lipogénese e um quadro inicial de inflamagdo hipotalamica, sem, portanto,
apresentar incremento da massa corporal e ingestdo alimentar, enquanto que a obesidade
parental (em ambos o0s progenitores) repercutiu em efeitos deletérios maximizados na
descendéncia, especialmente em machos. Ademais, na maioria das analises, 0s machos
mostraram-se mais sensiveis ao insulto materno e/ou paterno, denotando um relevante
dimorfismo sexual. Salienta-se também que tais achados deletérios sdo independentes da dieta
das proles, uma vez que estas receberam somente dieta controle (SC), com aportes adequados
de macro e micronutrientes, segundo preconizado por Reeves e colaboradores (Reeves et al.,
1993).

O modelo dietético empregado nos progenitores deste estudo foi baseado na oferta de
dieta rica em lipideos (49% da energia total), sendo 36% destes advindos da gordura saturada,
percentual equivalente a valores altos em relacdo a uma dieta normal em humanos
(Samuelsson et al., 2008). Torna-se imprescindivel ressaltar que o aporte proteico tanto da
dieta SC como da dieta HF (19% da energia total) garante o requerimento nutricional para os
animais usados no trabalho, considerando que a diminuicdo de proteinas durante periodos
criticos de desenvolvimento pode favorecer o surgimento de doengas crénicas na prole adulta
(Catta-Preta et al., 2006; Gregorio et al., 2008).

Varios estudos na literatura ttm demonstrado grande influéncia do estado nutricional e
metabolico da méde na vida futura da prole, resultando no aumento da massa corporal,
intolerancia a glicose, dislipidemia e acimulo de gordura em tecidos metabolicamente ativos,
como o figado, fendbmeno conhecido como Programacdo Fetal (Barker, 1995b). A partir
destas observacdes diversos paradigmas tém sido sugeridos para a obtencdo de modelos
experimentais vidveis, com o intuito de mimetizar o que ocorre em seres humanos. Em
animais, a oferta de uma dieta hiperlipidica, com excesso de gordura saturada no periodo de

pré-acasalamento até a lactacdo € um método comum para causar anormalidades metabolicas
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na prole (Bringhenti et al., 2013; Ornellas et al., 2013), fato que justifica o0 modelo
experimental utilizado neste estudo.

Neste contexto, os nossos resultados indicam que um perfil metabolico materno
desfavoravel, estabelecido durante o periodo anterior a concepcao e caracterizado por um
aumento dos fatores presentes na circulagdo materna, tais como nutrientes (colesterol total,
triglicerideos e glicose), horménios (insulina) e diminuicdo dos niveis de adiponectina,
acompanhados de aumento no ganho de massa corporal podem estar relacionados com a
génese de doencas crbnicas na prole, como descrito anteriormente (Sullivan et al., 2011).

No que concerne as flutuagdes na massa corporal, nossos resultados demonstraram que
a dieta materna HF teve um efeito pronunciado na programacao dos filhotes, com elevacéo
precoce neste parametro, independentemente do género. Outros estudos do nosso grupo que
utilizaram uma linha semelhante de investigacdo, iniciando a rotina dietética durante gestacéo
e/ou lactagéo (insulto mais agudo) demonstraram diferenca no ganho de peso somente a partir
da quarta semana de vida (Gregorio et al., 2010; Volpato et al., 2012b). Resultado similar foi
encontrado no atual trabalho, porém de forma precoce, justificado por maior tempo de
consumo de dieta HF pelas progenitoras. Em adicdo, o comportamento hiperfagico observado
nestas proles corrobora com o aumento da adiposidade e da massa corporal, sendo 0os machos
mais pesados que as fémeas, fato ja demonstrado em popula¢Ges humanas e em camundongos
(Wells, 2007, 2012; Ornellas et al., 2013).

Diferentes mecanismos tém sido propostos para elucidar como o ambiente intra-
uterino pode influenciar negativamente o filho em sua vida pés-natal. Mudancas nos
transportadores placentarios, promovendo um maior afluxo de nutrientes para o feto sdo um
mecanismo importante da programacdo fetal induzida pela dieta materna (Jones et al., 2009;
Jeve et al., 2014). No entanto, enquanto o fluxo de glicose materna € intensificada para o feto,
a insulina materna ndo pode atravessar a placenta, resultando em um maior estimulo das
células beta-pancreéaticas fetais, fendbmeno que, em longo prazo, ira desencadear varias
mudancgas metabdlicas e teciduais na descendéncia (Yessoufou e Moutairou, 2011), como 0
aumento da massa corporal, a intolerancia a glicose com hiperinsulinemia, dislipidemia,
alteracbes na expressao génica e proteica de componentes de lipogénese hepética e beta-
oxidacdo, culminando no quadro de esteatose hepatica (Borengasser et al., 2014; Brumbaugh
e Friedman, 2014), caracteristicas deletérias observadas nas proles masculina e feminina de
médes obesas. Independentemente disso, quando apenas a mae é obesa, a prole tem maior
ganho de massa corporal, justificado por um aumento no indice de adiposidade. Como o

desenvolvimento do tecido adiposo fetal € modificado por dieta materna durante a gestacdo e
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lactacdo (Long et al., 2012) é possivel explicar o incremento na gordura corporal observado
nessas proles. Por conseguinte, com um aumento do tecido adiposo, ha uma maior liberacéo
de citocinas pro-inflamatérias e diminuicao de adiponectina, o que favorecera a intolerancia a
glicose e disturbios na sensibilidade a insulina, resultando em hiperinsulinemia, achados
evidentes neste estudo e anteriormente demonstrados (Ornellas et al., 2013).

Defeitos na secrecdo e na acdo da insulina podem gerar varias alteracfes metabolicas,
tais como hiperglicemia, aumento da producdo hepatica de glicose, dislipidemia e alteracdes
hepaticas nas proles masculina e feminina de maes obesas, efeitos vistos no presente estudo e
corroborados por outros autores (Muoio e Newgard, 2008; Gregorio et al., 2010). Animais
com excesso de peso, induzido pela programacéo fetal materna podem desenvolver resisténcia
a insulina, o que tem efeitos distintos sobre o tecido adiposo e o figado. No primeiro, estimula
a lipdlise, resultando em aumento do transporte de acidos graxos livres para o figado através
da veia porta, processo denominado "input". Por outro lado, no figado, a hiperinsulinemia
inibe a beta-oxidagdo, reduzindo a saida (“output”) de &cidos graxos livres, 0s quais se
acumulam no parénquima hepatico. Por conseguinte, a obesidade materna resultou em uma
diminuicdo da expressdo génica e proteica de PPAR-alfa, também diminuindo a transcricdo de
genes envolvidos na formacdo de enzimas responsaveis pela oxidagcdo de lipideos em
mitocondrias das proles e este fato se correlaciona inversamente com o grau de esteatose
hepatica (Desvergne e Wahli, 1999). Além disso, a diminuicdo de CPT-1, um gene alvo do
PPAR-alfa, prejudicou a beta-oxidacdo, diminuindo o transporte de &cidos graxos de cadeia
longa para a matriz mitocondrial (Serviddio et al., 2008). Concomitantemente, SREBP-1c
também é encontrado em niveis elevados nestes descendentes, favorecendo a lipogénese,
devido a sintese de &cidos graxos pela enzima &cido graxo sintetase (FAS), culminando em
acumulo de triglicerideos no tecido hepatico (Ruiz et al., 2014). De acordo com 0S Nnossos
dados, a obesidade materna induzida pela dieta hiperlipidica levou a um aumento de SREBP-
1c e FAS, com concomitante diminuicdo em PPAR-alfa e CPT-1, o que demonstra que,
quando a mée é obesa, duas vias hepatica sdo influenciadas, tendo estimulo da lipogénese, em
detrimento da beta-oxidagdo mitocondrial na prole adulta. Estes achados s&o corroborados por
hepatomegalia e elevacdo no teor de triglicerideos hepaticos.

A obesidade materna pode programar também o perfil lipidico dos descendentes, que
passam a apresentar hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia (Samuelsson et al., 2008),
fatos evidenciados nas proles geradas. Alteracbes na expressdao génica do ativador de
proliferacdo peroxissomal (PPAR) nesses grupos sao apontadas na génese destes disturbios no

metabolismo lipidico. Com isto, o decréscimo na expressdo hepatica do PPAR-alfa esta
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negativamente correlacionado com os triglicerideos séricos, fato também confirmado em
outro estudo (Yamaguchi et al.,, 2010). No entanto, a concentragdo plasmatica de
triglicerideos na prole feminina permaneceu inalterada tal como visto por Taylor e
colaboradores, podendo apresentar variacbes com o curso do envelhecimento (Taylor et al.,
2005).

Estudos recentes em animais e em seres humanos demonstraram a participagéo paterna
na vida pos-natal da descendéncia (Anderson et al., 2006; Pembrey et al., 2006) e, a partir
disto, varias teorias tém sido propostas para explicar como o estado nutricional paterno pode
afetar as geracdes futuras, mesmo sendo o envolvimento do pai na formacéo do feto apenas
no ato de fecundacéo, diferentemente da mée, que oferece um ambiente intra-uterino para o
desenvolvimento da prole.

A obesidade paterna pode programar o0s descendentes através de retardo no
desenvolvimento do embrido (Binder et al., 2012) e por meio de fatores epigenéticos,
resultantes de uma modificacdo nas células germinativas, causada pela exposicdo ambiental,
como a dieta no periodo pré-concepcional (Curley et al., 2011).

Dessa forma, uma grande variedade de modelos dietéticos paternos estdo induzindo
danos na prole. Uma dieta paterna restrita em proteinas foi capaz de comprometer a fungéo
cardiovascular nas proles de camundongos machos e fémeas (Watkins e Sinclair, 2014), ao
contrario, uma dieta paterna hiperlipidica induziu tolerancia diminuida a glicose e a secre¢do
de insulina deficiente na prole feminina de ratos (Ng et al., 2010). Estes resultados
demonstram que o tipo de dieta paterna ofertada e a espécie de animais utilizada no estudo
podem interferir diretamente nos achados obtidos. Assim, ao contrario de Ng e colaboradores
(Ng et al., 2010), descobrimos que machos e fémeas de pais obesos s&o igualmente afetados
pela programacao fetal. Uma explicacdo para o supracitado baseia-se na escolha da linhagem
C57BL/6 em nosso experimento, que surge como um modelo para o estudo de alteracGes
metabolicas nos roedores, permitindo comparagcdes com 0s seres humanos, porque estes
animais tém vulnerabilidade genética, sendo fortemente influenciados por fatores ambientais
na instalagdo da obesidade e da resisténcia a insulina (Surwit et al., 1995; Collins et al.,
2004).

A obesidade paterna ndo afetou a massa corporal das proles em ambos 0s sexos, um
achado justificado pela manutencdo da ingestdo alimentar e do indice de adiposidade,
equivalentes as proles de ambos os pais que receberam dieta SC. Nossos dados sdo
corroborados por Ng e colaboradores (Ng et al., 2010) e por alguns estudos epidemiolédgicos

gue mostraram que o indice de massa corporal paterno ndo tem sido associado com 0 peso ao
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nascimento dos filhos, inversamente ao evidenciado pela programacdo materna (Heude et al.,
2005; Botton et al., 2010).

Interessantemente, a obesidade paterna foi capaz de alterar o metabolismo dos
carboidratos, culminando com a hiperglicemia, hiperinsulinemia compensatoria e subsequente
intolerancia a glicose. Tais efeitos sdo independentes de variagdes na massa corporal, no
indice de adiposidade e da ingestdo alimentar, como demonstrado anteriormente (Ng et al.,
2010; Penesova et al., 2010; Abbasi et al., 2011). Além disso, a diminuicdo dos niveis de
adiponectina nestes grupos é associada com os resultados expostos acima, uma vez que esta
citocina exibe caracteristica insulino-sensibilizadora, inibindo a producdo hepatica de glicose
e favorecendo a homeostasia (Robinson et al., 2011).

No presente estudo observou-se que a obesidade materna afeta mais intensamente 0s
niveis de insulina e a tolerancia a glicose da prole do que quando apenas o pai € obeso. Varios
trabalhos tém mostrado que as proles de mées obesas séo influenciadas pelo ambiente intra-
uterino adverso e pela lactagdo (Gregorio et al., 2010), sendo o leite materno o veiculo para a
nutricdo da prole. Conseqlientemente, além de alteracdes epigenéticas, a prole gerada por
mées obesas também sofre interferéncia direta desses fatores, o que poderia justificar o dano
mais pronunciado no metabolismo de carboidratos (Entringer et al., 2012). Ademais,
evidéncias epidemiologicas e clinicas documentam que o estado nutricional paterno associado
a sindrome metabdlica pode interferir negativamente na sensibilidade a insulina em criangas,
similarmente aos filhos de mées obesas (Veena et al., 2013).

Curiosamente, a obesidade paterna resultou em esteatose hepatica nas proles
masculina e feminina, semelhantemente a programacdo materna. Todavia, 0s nossos dados
sugerem que o acumulo de triglicerideos no figado é devido a diferentes mecanismos de
sinalizacdo (ver Figura 21). Portanto, quando apenas o pai € obeso, a esteatose hepatica seria
causada pela exacerbacdo da lipogénese, com aumento significativo de SREBP-1c e da
enzima FAS (maior que a encontrada na prole de mdes obesas), sem alteracdo na beta-
oxidacdo. Face ao exposto, a hipdtese que explica estas diferentes formas de programacéao da
esteatose hepética baseia-se na disfungdo mitocondrial. Sabe-se que as mitocdndrias sdo de
origem materna e, como tal, podem ser um alvo importante na investigacdo de distarbios
metabolicos em filhos de mées obesas, corroborada pelo fato de constituirem um local critico
do metabolismo energético (Bruce et al., 2009). A este respeito, a disfuncdo mitocondrial no
figado pode estar associada com o desenvolvimento de esteatose hepética ndo-alcodlica em
camundongos devido & reducdo da beta-oxidacdo de AGs, como ocorreu com os filhotes

machos e fémeas de maes obesas (Rao e Reddy, 2004). Além disso, a presenca de esteatose
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hepéatica na descendéncia de pai obeso é suportada por aumento do teor de triglicerideos
hepéticos e hepatomegalia. Também acreditamos que, em longo prazo, o aumento da ativacéo
de lipogénese, resultante da programacdo paterna pode danificar a via de beta-oxidacéo,
porque com a formacdo de AGs ha maior concentracdo intracelular da malonil-coenzima A,
que pode inibir a acdo da CPT-1 e, assim, prejudicar a beta-oxidacdo (Rasmussen et al.,
2002).

As proles masculina e feminina de ambos os pais obesos apresentaram os efeitos
deletérios maximizados em todas as variaveis observadas, como consequéncia da
programacdo parental. Cabe salientar que os achados aqui expostos séo exclusivamente
resultantes da programacdo de ambos 0s progenitores, uma vez que as respectivas proles
receberam somente dieta SC durante todo o experimento, o que exclue o fator ambiental
familiar (alimentacdo e estilo de vida), varidvel que dificulta a analise em observacdes

epidemioldgicas, conforme visto por Abbasi e colaboradores (Abbasi et al., 2011).

Figura 21 - Esquema com mecanismos obtidos neste estudo
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Legenda: A esteatose hepatica observada na descendéncia de pais obesos e mae obesas, possivelmente, é 0
resultado de diferentes vias ativadas, resultantes de um quadro de hiperinsulinemia. Assim, sugerimos
que a obesidade paterna pode intensificar a lipogénese através do aumento da expressdo de SREBP-1c,
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que estimula a sintese de acidos graxos pela enzima FAS. Enquanto a obesidade materna é capaz de
promover a lipogénese com menor intensidade e uma diminui¢do na beta-oxidagdo, devido a uma
menor expressao de PPAR-alfa e CPT-1. As setas (1) e (|) indicam aumento e diminui¢do na expressao
génica e proteica, respectivamente. Abreviacdes: proteina de ligacdo ao elemento de regulacdo dos
esterdis (SREBP-1c); acido graxo sintetase (FAS); receptor ativador de proliferacdo peroxissomal alfa
(PPAR-); carnitina palmitoiltransferase | (CPT-1); acidos graxos livres (AGL).

Fonte: A autora, 2015.

Curiosamente, os filhotes de mées e pais obesos apresentaram maior massa corporal
ao nascer, demonstrando a influéncia precoce deste tipo de programacéo fetal. Neste contexto,
um relevante estudo epidemioldgico que examinou a influéncia dos progrenitores sobre a
salde futura da descendéncia concluiu que o risco de desenvolver diabetes tipo 2 nos filhos de
um anico progenitor diabético foi menor do que o risco quando ambos 0s progenitores eram
diabéticos. Portanto, estes dados sugerem um modelo aditivo para transmissdo familiar de
diabetes, onde os efeitos sdo maximizados ou somatizados (Meigs et al., 2000), evidéncia que
ratifica 0os nossos resultados.

No que concerne a programacao fetal dos eixos hipotalamicos envolvidos no controle
do comportamento alimentar, uma pletora de achados ja vem estabelecendo a influéncia
materna sobre a prole adulta. Sabe-se que os primeiros dez dias de vida representam um
momento especial para o desenvolvimento e o controle neural de roedores. A diferenciagéo
dos nucleos hipotalamicos ocorre até os Ultimos vinte dias do periodo de vida p6s-natal. Com
isto, 0s sistemas neuroendocrinos apresentam-se vulneraveis e imaturos, portanto, suscetiveis
a reorganizacdo na regulacdo hipotalamica do peso corporal e de diversas vias metabolicas,
decorrentes de insultos nos periodos criticos do desenvolvimento (Bouret, 2009), afirmativa
que valida os achados deste trabalho.

N&o obstante as controvérsias existentes na literatura, insulina e leptina parecem ser 0s
elementos que conectam o estado nutricional materno as implicacbes na prole, sendo
consideradas indutoras da reorganizacdo permanente do nucleo hipotalamico, e assim agem
sinergicamente na maturagcdo e no desenvolvimento estrutural dos circuitos neuronais que
atuam na modulagdo do comportamento alimentar, atuando em neurdnios no nucleo arqueado
para promover o alongamento e proliferacdo de ax6nios (Rohner-Jeanrenaud e Jeanrenaud,
1997; Pinto et al., 2004).

As proles de machos e fémeas originadas de mdes que receberam dieta HF
apresentaram um prejuizo na via de sinalizacdo da leptina, o que favoreceu uma provavel
resisténcia central & sua ac¢do, culminando com hiperleptinemia e hiperfagia. A expresséo
proteica do receptor de leptina ObRb, especificamente situado no hipotdlamo revelou-se

sensivel a programacdo fetal, encontrando-se reduzida nestas proles. Fato similar foi visto por
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Manuel-Apolinar e colaboradores (2010) em um modelo de desnutricdo materna em
camundongos, reiterando que tal receptor pode ser influenciado pela dieta materna (Manuel-
Apolinar et al., 2010). Somados a isto, uma menor fosforilacdo de JAK2 e concomitante
acréscimo na expressdo da proteina supressora SOCS3 foram visualizados nestes grupos,
indicando prejuizo na regulacdo da expressdo de neurotransmissores responsaveis pelo
controle da saciedade, conforme corroborado por estudos prévios (Gupta et al., 2009;
Teegarden et al., 2009).

A superexpressdo de marcadores inflamatorios hipotalamicos: I1L-6, TNF-alfa e IL-1
beta nos filhotes de mées HF favorecem a elevacdo de SOCSS3, caracterizando uma relacéo
entre inflamagdo hipotalamica e prejuizos a sinalizagdo da leptina, uma vez que SOCS3 atua
através do impedimento da ativacdo de JAK2 e STAT3 (Olofsson et al., 2013). No presente
estudo, a hiperleptinemia encontrada nestes animais foi acompanhada pelo alto nivel proteico
de marcadores inflamatérios e de SOCS3 no hipotadlamo, contribuindo com a resisténcia
central & leptina. Nesta vertente, De Souza e colaboradores estudaram o efeito da dieta sobre o
padrdo de expressdo génica no hipotadlamo de ratos e reportaram aumento significativo da
expressao destas proteinas de resposta inflamatdria, ap6s 16 semanas de dieta hiperlipidica
(De Souza et al., 2005). Esse fenbmeno segue a ativacdo de proteinas quinases sensiveis a
inflamacéo, como a quinase c-Jun N-teminal (JNK) e a quinase do inibidor do NF-kB (IKK)
(Zhang et al., 2008), que em camundongos leva a reducédo da sinalizagdo da leptina e insulina
no hipotalamo, resultando em hiperfagia e ganho de peso (Unger et al., 2010), fenotipos
curiosamente observados nas proles de maes HF, alimentadas com dieta SC.

Como resultado da interrupcdo da via de sinalizagcdo da leptina, resultante da
programacdo materna, notou-se o estimulo da via orexigénica, pela maior expressdo génica e
proteica de NPY e concomitante diminui¢do da via anorexigénica, dado o decréscimo da
expressao génica e proteica de POMC e, sobretudo de seu produto de clivagem, alfa-MSH.
Assim, o POMC ¢é o precursor do alfa-MSH, que por sua vez atua ativando o receptor de
melanocortina-4, levando a reducdo no consumo alimentar. Em contraste a ativacdo do
sistema melanocortina, que induz perda de massa corporal, a liberacdo de NPY no nucleo
arqueado possui efeito oposto, estimulando o consumo alimentar e reduzindo o gasto
energético (Sanchez-Lasheras et al., 2010). Tais eventos moleculares culminaram no aumento
da ingestéo alimentar e consequentemente em maior ganho ponderal nestas proles (Figura 22).
A literatura também documenta alteragdes na via orexigénica (Sellayah et al., 2008) ou na via
anorexigénica (Delahaye et al., 2008) das proles de roedores provenientes de mdes restritas

em proteina durante o periodo gestacional, denotando, com isto, que a programagdo materna
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por dieta HF parece ser mais deletéria ao interferir simultaneamente nas duas subpopulacdes
de neurdnios.

Diferentemente ao que ocorreu nas proles de mées HF, a programacédo paterna parece
ndo influenciar de maneira tdo pronunciada os eixos hipotalamicos das proles, uma vez que
apresentaram manutencdo na via JAK/STAT, na expressdo dos neurotransmissores
reguladores do apetite e nos niveis circulantes de leptina equiparando-se as proles de ambos
0s progenitores SC. Todavia, 0 incremento na expressao proteica de IL-6 e TNF-alfa ja
configura uma alteracdo hipotalamica primaria, que em longo prazo poderd culminar em
resisténcia central a leptina. Corroborando com os resultados deste estudo, evidéncias
sugerem que as alteragdes hipotaldmicas ndo sejam apenas uma extensdo da inflamacao
presente na periferia, mas que estejam envolvidas na génese da obesidade em modelos
animais (Velloso e Schwartz, 2011). Outro achado que ratifica essa hipdtese € o de que a
inflamacdo associada a resisténcia aos horménios adipostaticos no hipotadlamo de ratos,
precede 0 ganho de peso e a inducdo do processo inflamatério no tecido adiposo (Prada et al.,
2005), eventos que poderiam ser observados caso as proles de pais HF fossem analisadas no
curso do envelhecimento.

Adicionalmente ao supracitado, um trabalho experimental demonstrou que
camundongos machos podem transmitir um alelo Obrg2a™” para duas geragées subsequientes,
0 que os tornam resistentes a obesidade e variacbes no comportamento alimentar, ao contrario
do que acontece na transmissdo materna (Yazbek et al., 2010).

Outras pesquisas prévias ja garantiram que as alteracfes observadas na descendéncia
de pais obesos podem ser expressas fenotipicamente se isso acontecer em conjunto com
fatores maternos (ecoldgicos, fisioldgicos ou moleculares), o que implica na transmissdo
parental entre as geracdes (Curley et al., 2011). Esta € uma outra hipotese que poderia
explicar como a prole de ambos os progenitores obesos tiveram o pior perfil metabdlico,
hepatico e hipotalamico apesar de o pai obeso sozinho ndo influenciar em todas as variaveis
contempladas. Ademais, a presenca de intolerancia a glicose e hiperinsulinemia na
descendéncia gerada pelos pais obesos podem indicar a lesdo precoce a outros sistemas, que
se tornam intensamente afetados na vigéncia de um insulto materno (no caso deste estudo, a

obesidade materna induzida pela dieta HF desde o periodo pré-gestacional).
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Figura 22 - Esquema com mecanismos obtidos neste estudo
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Legenda: A obesidade paterna parece programar um quadro inicial de inflamacdo hipotaldamica, com maior
expressdo de IL-6 e TNF-alfa, porém tal processo ndo é capaz de interromper a via de sinalizacdo da
leptina JAK/STAT, o que resulta em manutencdo do binbmio fome-saciedade. Enquanto, a obesidade
materna resulta em pronunciada inflamacéo local, com incremento de IL-6, TNF-alfa e IL-1 beta, os
quais, por acdo direta, estimulam a expressdo de SOCS3, proteina responsavel por inibir a via
JAK/STAT, consequentemente gera hiperfagia nas proles geradas. Abreviacdes: interleucina 6 (IL-6),
interleucina 1 beta (IL-1 beta), fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), receptor de leptina cadeia
longa (ObRb), janus quinase 2 (JAK-2), fator de transcricdo 3 (STAT-3), proopiomelanocortina
(POMC), neuropeptideo Y (NPY), transcrito regulado por cocaina e anfetamina (CART), proteina
relacionada ao agouti (AgRP), proteina supressora de sinalizagao de citocina 3 (SOCS3).

Fonte: A autora, 2015.

Do mesmo modo, a densidade de volume de esteatose e alteracGes nas vias afins, o
prejuizo na via de sinalizacdo hipotaldmica da leptina (JAK/STAT) e concomitante
inflamacdo local observados com valores maximizados em machos e fémeas gerados por
ambos 0s progenitores obesos sugerem que a transmissdo fenotipica seja baseada na soma dos

efeitos isolados da obesidade materna e paterna.
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Finalmente, vérias teorias tém sido propostas para elucidar como machos e fémeas
respondem de forma diferente aos insultos parentais no periodo de desenvolvimento, como
visto neste trabalho, onde o sexo masculino apresentou-se mais sensivel a programacéo fetal
do que seu respectivo contrapar. Desta forma, pesquisadores sugerem que durante a fase de
pré-implantacdo, os embrides do género masculino podem ter maior capacidade de se adequar
ao ambiente adverso e, como consequéncia, apresentar maior sensibilidade a influéncias
especificas da programacdo (Luyckx e Brenner, 2005; Grigore et al., 2008). AlteracGes
genéticas na placenta podem ocorrer, uma vez que fetos do género feminino apresentam
placentas mais facilmente adaptadas a condic¢des intrauterinas desfavoraveis, preservando o
transporte de nutrientes, sem interferir no seu crescimento e desenvolvimento (Murphy et al.,
2005; Scott et al., 2009).

Estudos epigenéticos vém destacando que um cromossomo X relacionado a doencas
em mulheres pode ser seletivamente inativado durante o periodo de embriogénese,
especialmente em situagdes intrauterinas adversas, resultando em vantagens e beneficios para
0 género feminino que também é protegido pelos hormonios sexuais correspondentes
(Looijenga et al., 1999; Migeon et al., 2005; Clifton, 2010).

A luz do exposto, outros estudos devem ser realizados para melhor compreender os
mecanismos envolvidos na programacdo materna, paterna e parental em varios tecidos
metabdlicos e sistemas, considerando que além da obesidade materna, a obesidade paterna
também pode ser considerada uma preocupacao real para a saude publica, com profundas

consequéncias na vida dos filhos gerados.
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CONCLUSOES

Obesidade materna induzida por dieta hiperlipidica no periodo pré-gestacional até o

final da lactag&o causa nas proles de machos e fémeas, aos trés meses de idade:

a) Aumento da massa corporal a partir da segunda semana de vida; alteracfes
do metabolismo glicidico, com hiperglicemia, intolerancia a glicose e
hiperinsulinemia; piora do perfil lipidico; esteatose hepatica resultante da
ativacdo da via de lipogénese e inibicdo da via de beta-oxidacao e prejuizos
na via da leptina JAK/STAT no hipotalamo com concomitante inflamacéo

local e hiperleptinemia, culminando em hiperfagia alimentar;

Obesidade paterna induzida por dieta hiperlipidica no periodo pré-gestacional até o

final da lactacdo causa nas proles de machos e fémeas, aos trés meses de idade:

b) Manutencdo da massa corporal; alteragdes do metabolismo glicidico, com
hiperglicemia, intolerancia a glicose e hiperinsulinemia; esteatose hepatica
resultante somente da ativacdo da via de lipogénese e manutencdo na via da
leptina JAK/STAT no hipotalamo, porém com um quadro de inflamacao

local inicial, sem resultar em mudanc¢as no comportamento alimentar;

Obesidade parental induzida por dieta hiperlipidica no periodo pré-gestacional até o

final da lactacdo causa nas proles de machos e fémeas, aos trés meses de idade:

c) Aumento da massa corporal ao nascimento e maximizacdo de todos 0s

efeitos deletérios resultantes da programacdo fetal.
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