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RESUMO

LANNES, Wilian Rodrigues. Obesidade materna aumenta a lipogénese e doenca hepatica
gordurosa ndo alcoolica nos descendentes até a geracdo F2 de camundongos. 49 f, 2015.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias, Biologia Humana e Experimental) — Instituto de
Biologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro 2015.

A obesidade maternal induzida por dieta hiperlipidica programa a prole a suscetiveis
doengas na vida adulta e pode passar para geragOes subsequentes. O presente estudo
avaliou o efeito da dieta materna sobre a estrutura hepatica na prole adulta de
camundongos, focando na primeira (F1) e segunda (F2) geracGes. Fémeas C57BL/6 (FO)
foram alimentadas com dieta controle (SC) ou dieta hiperlipidica (HF) no periodo de 8
semanas antes do acasalamento, durante a gestacao e a lactacdo para dar origem a primeira
geracdo (SC-F1 e HF-F1). Aos 3 meses, as fémeas F1 foram acasaladas e formaram a
Segunda geracdo (SC-F2 e HF-F2). A partir do desmame todas a proles receberam apenas
dieta controle. O figado foi dissecado, pesado, foram realizados cortes de 5 um de
espessura e corados com hematoxilina e eosina. O tecido hepatico congelado foi
utilizado para analisar o triglicerideo hepético e expressdo proteica por Western bloting. O
grupo HF-F1 apresentou maior massa corporal (MC) aos 90 dias quando comparado ao
grupo SC-F1 (P=0.001), no entanto a prole HF-F2 ndo apresentou diferenca significativa
qguando comparado ao grupo SC-F2.Quanto ao metabolismo de carboidratos, a prole
HF-F1 mostrou-se intolerante a glicose comparada ao grupo SC-F1, no entanto esse
resultado ndo foi observado na prole HF-F2. No entanto, a prole HF-F1 (P=0.009) e HF-
F2 apresentaram hiperinsulinemia (P=0.03). Em relacdo, a esteatose hepatica esta foi
maior na prole HF-F1 em torno de 18% mais goticulas lipidicas depositadas no figado, do
que na prole SC-F1 (P<0.0001), enquanto a prole HF-F2 apresentou aumento de 13% neste
parametro quando comparado a prole SC-F2 (P<0.0001). Em relacdo a expressao de
proteinas, a prole HF-F1 apresentou expressdo significativamente maior do PPAR-gama e
SREBP-1c, ambos fatores de transcricdo lipogénicos, em comparacdo a prole SC-F1
(P=0.01). A prole HF-F2 mostrou apenas expressao significativamente maior do PPAR-
gama quando comparado a SC-F2 (P=0.04). De modo interessante, a obesidade materna
foi prejudicial para as vias lipogénicas e beta-oxidacdo através da regulacdo positiva do
PPAR-gama e regulacdo negativa do PPAR-alfa. Por outro lado, a segunda geragdo
demonstrou lipogénese elevada, por conta de um desequilibrio do PPAR, favorecendo o
acumulo hepatico de triglicerideos com prejuizo no metabolismo da prole, mesmo nédo
sendo exposta diretamente a dieta hiperlipidica.

Palavras-chave: Dieta hiperlipidica. Intergeracional. Programacgédo metabdlica.



ABSTRACT

LANNES, Wilian Rodrigues. Maternal obesity increases lipogenesis and nonalcoholic
fatty liver disease in the offspring until the F2 generation. 49 f, 2015 Disserta¢ao
(Mestrado em Ciéncias, Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro 2015.

Diet-induced maternal obesity may program susceptibility in offspring to chronic
diseases and affect subsequent generations. The present study evaluated the effects of
maternal obesity upon liver structure in early adult life, focusing on the F1 and F2
generations. C57BL/6 female mice (FO) were fed standard chow (SC) or HF diet (8 weeks)
prior to mating and during the gestation and lactation to provide the F1 generation (F1-SC
and F1-HF). At 3 months old, F1 females were mated to produce the F2 generation (F2-SC
and F2-HF). The liver was dissected, weighed and sliced into several fragments at 5 pum
thickness and stained with hematoxylin and eosin. Frozen liver tissue was used to analyze
western blot and triacylglycerol. Data were analyzed by unpaired Student’s t-test. The HF-
F1 group had higher body mass (BM) at 90 days when compared with SC-F1 (P=0.001),
whereas the HF-F2 offspring showed no significant difference in BM when compared to
SC-F2 offspring. HF-F1 had glucose intolerance when compared to SC-F1 group. This
result was not observed in the F2 offspring. Nevertheless, HF-F1 offspring (P=0.009)
and the HF-F2 showed hyperinsulinemia (P=0.03). Regarding the hepatic steatosis, the HF-
F1 offspring presented 18% more lipid droplets than SC-F1 offspring (P<0.0001), while the
HF-F2 showed a 13% increase in this parameter when compared to SC-F2 offspring
(P<0.0001). The HF-F1 offspring showed increased expression of PPAR-gamma and
SREBP1- ¢, lipogenic transcription factors, when compared to SC-F1 offspring (P=0.01).
The HF-F2 offspring showed only increased PPAR-gamma expression when compared to
SC-F2 offspring (P=0.04). Interestingly, maternal obesity impairs both lipogenesis and
beta-oxidation pathways through upregulation of PPAR- gamma and downregulation of
PPAR-alpha. Conversely, the second-generation offspring presented with only enhanced
lipogenesis, but it causes disrupted PPAR balance, favoring hepatic lipid accumulation and
impaired metabolism in these animals that were not directly exposed to the HF intake.

Keywords: Fat diet . Intergenerational . Metabolic programming.



Figura 1l -
Figura 2 —
Tabela 1 -
Figura 3 -

Figura4 —
Figura5—

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

Tabela 2 —

Figura 9 —

Figura 10 —

LISTA DE ILUSTRACOES

Evolucédo da doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica............ccccveuvennen,
ModificagOes epigenéticas passadas a varias geracfes subsequentes.....
Composicédo das dietas eXperimentals...........covvereeieierieieneneseseeieas
Desenho experimental, ilustrando a formacéo das prolesF1 e F2, a
partir da Matriz FO.......cccoooiiieieece e
Imagem digital de corte histologico do figado..........ccocevvvvviiiiiincnnnene
Massa corporal das progenitoras no periodo pré-gestacional, apds 8
semanas de dieta hiperlipidica ou padréo...........cccccevevieiiveveiiieseciene
Teste oral de tolerancia a glicose, representado pela avaliacdo da area
sob a curva das progenitoras no periodo pré-gestacional, apés 8
semanas de dieta hiperlipidica ou padréo...........c.ccocereevriinennicrieneenen,
Massa corporal da prole da primeira (F1) e segunda geracfes (F2) aos
3 MESES A AR .....ccveeeiiieiiceeeee e

Teste oral de tolerancia a glicose da primeira (F1) e segunda geracfes

Parametros bioquimicos e hepaticos da prole da primeira e segunda
geracles aos 3 meses de Idade ........cccccvvveeveeieiie e

Fotomicrografias da Esteatose hepética (coloracdo por H&E, mesmo
aumento em todas as fotos) e quantificacdo da esteatose hepatica..........
Western blot da expressdo de PPAR-gama, SREBP-1c, PPAR-alfa no

figado por beta-actina (média e desvio padrdo da media).......................

20
22
25

26
29

31

32

33

34

35

36
37



AIN-93 -
ALT -
CPT1-
DHGNA —
DNA —
FO -
F1-

F2 -
HF —
IMC -
MC —
PPAR —
RNA -
SC -
TOTG -
SREBP-1C —
SIRT1 -

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

American Institute of Nutrition Cancer de Mama
Alanina Aminotransferase

Carnitina, Palmitoil Transferase

Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcdolica
Acido Desoxirribonucléico

Progenitoras

Primeira geracdo da prole

Segunda geracdo da prole

Dieta Hiperlipidica (high fat)

indice de Massa Corporal

Massa Corporal

Receptor Ativado Por Proliferadores Peroxissomais
Acido Ribonucléico

Dieta Padrdo para Roedores (standard chow)
Teste Oral de Tolerancia a Glicose

Proteina De Ligacdo De Regulacdo Do Esterol,1c

Sirtuina, proteina de transmissdo da (DHGNA), regula a transmissdo dos

PPARs



1.1
1.2
1.3
14

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.7.1
3.7.2
3.7.3
3.8

4.1
411
4.1.2
4.2
421
4.2.2

4.2.3

SUMARIO

[N EI0] 51610710 IO 13
REVISAO DE LITERATURA . ..ottt 15
ODbeSidade MALEINA.......cccieiiiiiiiiee e 15
Programacao MetabOliCa..........c.cceieeiieie e 16
Esteatose hepatica e programacado metabolica...........c.ccoevveveivevveie e 17
MeCcanisMOS EPIGENELICOS. .......ciririririeieese ettt 20
OBUIETIVOS. ...ttt aaae e anee e 23
ODBJELIVO QEIAL......c.oiiiieice e 23
ODJEtVOS ESPECITICOS. .. .cuviiiiiiiciece et 23
MATERIAIS E METODOS.......cociiteieeeeeeeteee et es st 24
ANIMAIS € AIETAL...cvieiiiiieie et rae e sreenee s 24
MaSSa COFPOTAL.........cuiiieiie et ens 27
Teste oral de tolerancia a gliCoSE.........ccccvvevveiiiiieie e 27
Eutanasia dos aniMaiS..........ceivieiieiieieresese e 27
Determinacéo das concentracgdes de lipidios plasmaticos...........cccccocerveennne. 28
Determinacéo da concentragdo de iNSUliNa............cooovviiiriniiiciesc s 28
ANALISE dO FIgad0......cceeiiieicccece e 28
ESTIULUIEL ...ttt ettt et e st e e e e e snee s 28
BIOQUIMICA. ... ettt ettt re e s enes 29
LAY (=Y 1 = (o) SRS 30
ANALISE ESTAISTICA. .....viveviiiiciiiieieee e 30
RESULTADOS ..ottt sttt 31
PrOGENITOTAS. .. c.eiiieete et bbb 31
MIASSE COMPOTA. ... uvveeeteeeeitie ettt e et e ettt et et e e esb e e ssb e e bt e e e bb e e esbeeeenbneennneeeas 31
Teste oral de tolerancia @ glicose — TOTG......covevveieiieeeieiee e 32
[ 0] =TSRRI 33
A dieta materna altera a massa corporal da prole F1, mas ndo daF2................. 33

Dieta hiperlipidica materna altera o metabolismo de carboidratos

diferentemente em ambas QEIACOES. .....coeeeee e 34

Dieta materna hiperlipidica altera lipidios plasmaticos apenas na primeira




4.2.4 Dieta materna favorece a via da lipogénese e aumenta a_esteatose hepatica em

AMDAS 8S GEIAGOES. ... cvvevveveiieieeiieie ettt bbbt 35
5 DISCUSSAO. ...ttt iesie sttt 38
CONCLUSAO. ...ttt 41
REFERENCIAS. .......ooiiiiiieieieitee e 42
ANEXO A — Comité de Etica em PeSQUISA...........ccvrvrvereererieseeresieseeisseeeseeen, 48

ANEXO B — Termo de Submisséo a Revista International Journal of

IMOTPRNOIOGY ...t 49



13

INTRODUCAO

A nutricdo materna é importante e, quando inadequada, pode estar envolvida no
desenvolvimento de doencas cronicas no adulto. Alteracdo na nutricdo materna, incluindo
desnutricdo e superalimentacdo, pode levar a distirbios metabdlicos na descendéncia, o que
corresponde a “programagdo” de doengas cronicas na vida adulta (Aaltonen et al., 2011;
Alfaradhi e Ozanne, 2011).

Nos ultimos anos o nimero de evidéncias é crescente envolvendo a superalimentacdo
materna nos periodos pré-gestacional, gestacdo e lactacdocom a alteracdo de vias metabdlicas
na prole (Alfaradhi et al., 2014; Ornellas et al., 2015). A obesidade materna favorece o
aparecimento precoce de obesidade e suas comorbidades na prole, mesmo quando hd uma
nutricdo adequada na vida pos- desmame (Gregorio et al., 2010).

Existe uma situacéo preocupante de transmissdo ciclica, transgeracional, da obesidade
devido ao aumento do ndmero de mulheres com sobrepeso/obesidade em idade fértil
(Alfaradhi et al., 2014). O desenvolvimento da obesidade frequentemente resulta no
aparecimento de outras complicacbes metabolicas, incluindo a resisténcia a insulina e
doencas cardiovasculares que, em conjunto, corresponde a sindrome metabdlica (Aballay et
al., 2013).

Ha evidéncias substanciais, em seres humanos e em modelos experimentais,
demonstrando que a modulacdo da dieta materna, seja através da restricdo energética (Frantz
et al., 2011), ou através da ingestdo de dieta com alto teor de gordura predispde a obesidade e
sindrome metabdlica na descendéncia de primeira geracdo (F1) (Guo e Jen, 1995). Estudos
recentes indicam que animais F1 podem transmitir fendtipos semelhantes a segunda geracéao
(F2) e até mesmo para a terceira geragdo (F3) (Benyshek et al., 2006; Pinheiro et al., 2008).

A superalimentacdo ou excesso de nutrientes durante o desenvolvimento sugere que a
obesidade materna predispde a prole a obesidade e disfuncdo metabodlica na idade adulta
(Catalano, 2003; Oken e Gillman, 2003), causando a esteatose hepatica ou “doenga
hepatica gordurosa ndo alcodlica” (DHGNA), considerada a doenca hepatica mais comum no
ocidente, com prevaléncia aproximada de 30% na populacdo dos Estados Unidos (Lazo e
Clark, 2008).

A esteatose hepatica também esta associada com a resisténcia a insulina, que ¢ central
para a sua patogénese (Marchesini et al., 2001). A hiperinsulinemia parece mediar esse desvio

metabolico, pois é capaz de transpor a placenta. Assim, o figado, que é 6rgdo central do
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metabolismo, torna-se alvo para acimulo de lipideos durante a vida intrauterina (Cerf, 2007;
Yessoufou e Moutairou, 2011).

A resisténcia a insulina desempenha papel central na génese da esteatose hepatica,
uma vez que a insulina estimula a lipdlise no tecido adiposo branco, aumentando assim a
entrada de &cidos graxos livres no figado e prejudicando a beta-oxidacdo hepatica (Koteish e
Diehl, 2001; Angulo, 2007; Aguilaetal., 2010).

Os PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors - receptores ativados por
proliferador de peroxissoma) sdo fatores responsaveis pela transcricdo de genes envolvidos
com a beta-oxidacdo e lipogénese no figado. J& estd descrito que uma dieta materna
hiperlipidica desencadeia um desequilibrio nos PPARs na prole na primeira geracdo,
favorecendo a expressdo elevada de PPAR-gama (fator de lipogénese) concomitante a
diminuicdo da expressdo de PPAR-alfa, que é essencial para a beta-oxidacdo mitocondrial
(Magliano et al., 2013).

Danos hepaticos tém sido descritos tanto em camundongos recém-nascidos, quanto
em camundongos adultos de primeira geracdo (Alfaradhi et al., 2014). Entretanto, pouca
atencdo é dada a um possivel efeito intergeracional causado pela dieta materna hiperlipidica

que altera a estrutura e funcdo hepaética.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Obesidade materna

Diante do crescente aumento da obesidade, e consequentemente obesidade materna e
diabetes gestacional, estudos recentes tém-se centrado sobre os potenciais efeitos negativos da
superalimentacdo fetal. Estes revelaram uma relacdo entre a obesidade materna e o inicio da
sindrome metabodlica na prole. Muitos estudos epidemiol6gicos tém mostrado uma associacao
entre IMC materno e diabetes gestacional com adiposidade da prole (Shankar et al., 2008;
Locke et al., 2015).

Uma possivel explicacdo para a maior incidéncia de sobrepeso e obesidade nos
filhos expostos ao diabetes materno e obesidade é que estas mulheres transmitem um maior
numero de genes de susceptibilidade aos seus descendentes em comparacdo com mulheres de
peso normal. O ganho de peso materno e aumento do IMC entre as gestacbes também é
descrito capaz de aumentar o risco do excesso de peso na prole em comparacao a prole de
mées que ndo engordaram durante a gestacdo (Adamo et al., 2013; Cachelin, 2013).

Além disso, foi observado em filhos de mulheres obesas que nasceram apés a
cirurgia bariatrica uma reducdo no risco de obesidade e outros efeitos adversos na prole em
comparagdo com 0s irmaos que nasceram antes da cirurgia da mae (Kral et al., 2006). Estes
dados mostram um risco desproporcional na prole da mesma mae sob diferentes condi¢des no
utero e reforca o conceito de que as condi¢des ambientais, tanto em adicdo e independente de
susceptibilidades genéticas, sdo capazes de criar fisiologicamente a programacdo durante o
desenvolvimento (Kral et al., 2006; Alfaradhi e Ozanne, 2011).

Estes resultados sdo relevantes, pois as taxas de sobrepeso e obesidade em
mulheres em idade fértil continuam a aumentar em todo o mundo. Nos EUA, a prevaléncia
de mulheres obesas com idades entre 20-39 anos triplicou entre 1960 e 2000 (Alfaradhi e
Ozanne, 2011). Isso apresenta um quadro preocupante de transmissdo transgeracional
ciclica da obesidade. Outros estudos mostraram queo peso ao nascer e a macrossomia tem
uma maior associacdo com 0s niveis maternos de triglicerideos do que com a intolerancia a
glicose materna (Di Cianni et al., 2005), sugerindo que componentes da dieta podem
influenciar o desenvolvimento do feto durante a gravidez. A importancia do elevado teor

de gordura na dieta podendo alterar a prole também foi estabelecida em primatas nédo
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humanos. O consumo de dieta hiperlipidica materna (35% de gordura) durante a gravidez
levou a aumentos significativos nos niveis de &cidos graxos livres no feto, o que pode levar
a resisténcia a insulina (McCurdy et al.,2009).

Além disso, a gordura dietética presente na dieta hiperlipidica desempenha um papel
per se em influenciar o fenotipo da prole independentemente da resisténcia a insulina através
da influéncia do peso corporal da prole e o conteddo de triglicérides no figado. No
entanto, a combinacdo de dieta hiperlipidica e resisténcia a insulina na mae tem efeitos

adicionais sobre a adiposidade no inicio da vida da prole (Carmody et al., 2011).

1.2 Programacado metabdlica

A origem fetal das doengas que aparecem no adulto é conhecida como “Teoria de
Barker” segundo a qual, a nutri¢do deficiente durante a gestacao e infancia precoce dara origem
a uma adaptacdo metabolica e/ou estrutural permanente que aumenta o risco de
desenvolvimento de doencas na vida adulta (Barker, 1990, 1995, 2007).

Essa teoria deu origem ao conceito de programacdo metabdlica, definida como a
resposta a um desafio especifico durante uma janela de tempo critico do desenvolvimento
com efeitos na saude que persistem ao longo da vida (Bautista et al., 2015). Esta teoria vai
emprega o0 conceito de plasticidade do desenvolvimento, ou seja, a capacidade de um
organismo adaptar a estrutura e funcdo em resposta a exposi¢Oes diferentes durante o
desenvolvimento. Essa adaptacdo € possivel apenas durante um periodo critico do
desenvolvimento, que para a maioria dos 6rgdos e sistemas, corresponde a vida intrauterina
(Gluckman e Hanson, 2004). Ha cada vez mais evidéncias de que mecanismos epigenéticos
estdo envolvidos nos processos de plasticidade do desenvolvimento e, consequentemente com
a programacéo metabdlica (Cutfield et al., 2007).

Estudos em humanos (Roseboom et al., 2000) e em modelos animais (Gregorio et al.,
2010; Graus-Nunes et al., 2015) tém relatado que o ambiente nutricional adverso fetal e
neonatal pode induzir obesidade e comorbidades na prole, podendo alcancar a segunda
geracdo (Zambrano, 2009; Bringhenti et al., 2015; Graus- Nunes et al., 2015).

No desenvolvimento de mamiferos a disponibilidade de nutrientes é transferida ao
embrido/feto através da placenta, e para o lactente durante o aleitamento. Assim, a

programacdo € induzida por respostas adaptativas que o feto ou recém-nascido tém a
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estimulos da mae. Respostas fetais ou perinatais podem incluir mudangas no metabolismo,
producdo hormonal e sensibilidade dos tecidos aos hormonios que, por sua vez, pode afetar
0 desenvolvimento de varios Orgdos, levando a alteracbes persistentes na homeostase
metabolica (Gluckman e Hanson, 2004).

A nutricdo desempenha um papel fundamental no desenvolvimento dos individuos,
dessa forma, ha evidéncias crescentes de que a obesidade materna é um fator de risco para a
obesidade nos filhos. Tem sido relatado que 24% dos filhos de méaes obesas sdo obesos aos
4 anos de idade, em comparacdo a 9% das criangas nascidas de maes com peso normal
(Whitaker, 2004). Além disso, uma estreita relacdo entre ganho de peso materno durante a
gestacdo e obesidade na infancia tem sido relatada (Zambrano, 2009). Tem sido demonstrado
gue camundongos fémea, alimentados com dieta hiperlipidica desde antes do acasalamento
até o periodo de lactacdo, apresentaram aumento de peso e a sua prole desenvolve
hiperfagia, adiposidade elevada, atividade locomotora reduzida, hipertensdo arterial,
resisténcia a insulina, demonstrando que a dieta materna induz o desenvolvimento da
programacdo metabdlica na prole (Samuelsson et al.,2008).

O periodo pds-natal precoce também é um periodo que pode influenciar o
desenvolvimento da prole. O periodo pos-natal € um periodo de desenvolvimento, e
crescimento répido e nele agem fatores associados ao aumento do risco de obesidade.
Estudos previos tém implicado que o répido crescimento pos-natal da prole que foi gerada
em um ambiente de desnutricdo materna cursa com a obesidade no inicio na idade adulta
(Chen et al., 2010). O ganho de peso durante a infancia esta associado com a adiposidade,
pressdo arterial, os niveis de triglicerideos e outros fatores de risco metabolico independentes

do peso ao nascer (Ekelund et al., 2007).

1.3 Esteatose hepatica e programacao metabolica

O figado desempenha um papel central no metabolismo global, regulando uma
variedade de reacdes bioquimicas. Ja& comentamos que a DHGNA é considerada a doenca
hepatica mais comum no hemisfério ocidental (prevalente em cerca de 30% na populacao
dos Estados Unidos) (Abd El-Kader e EI-Den Ashmawy, 2015). O espectro da DHGNA se
inicia com esteatose e pode evoluir até cirrose hepética e cancer (Karagozian et al., 2014).

DHGNA é definida como o acumulo excessivo de gordura no figado superior a 10% do
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orgdo, conforme determinado a partir da porcentagem de hepatdcitos contendo goticulas de
gorduras visualizados por microscopia de luz (Aguila et al., 2010). Atualmente a DHGNA
¢ a manifestacdo hepatica da sindrome metabdlica, tendo a resisténcia a insulina como o
principal mecanismo patogénico (Bugianesi et al., 2005). E morbidade importante, que
resiste mesmo nos individuos obesos que emagrecem (Barbosa-da-Silva et al., 2012;
Barbosa-da-Silva et al., 2013).

A deposicdo de lipidios hepaticos € atribuida a desregulacdo da homeostase
lipidica, que pode resultar do aumento da liberagdo de acidos graxos a partir do tecido
adiposo, aumento da sintese de &cidos graxos por meio da lipogénese de novo que reduz a
oxidagcdo mitocondrial, ou uma combinagdo destes fatores (Marchesini et al., 2001).
Recentemente, vem sendo demonstrado que aingestdo de gordura na dieta materna contribui
para o desenvolvimento da DHGNA na prole adulta, através do metabolismo mitocondrial
hepético e da regulagdo da lipogénese hepatica (Oben et al., 2010; Alfaradhi et al., 2014;
Bringhenti et al., 2015). Estes sdo achados potencialmente significativos. O periodo de
lactacdo pode exercer um efeito metabdlico sobre o desenvolvimento da DHGNA e outras
condicdes (de aumento de peso, marcadores bioquimicos) implicados no desenvolvimento do
sindrome metabdlica (Oben et al., 2010).

Na obesidade materna, a unidade fetoplacentaria se desenvolve sob condicGes de
excesso de nutrientes e um ambiente com inflamagdo. A literatura demonstra que 0 consumo
de dieta hiperlipidica durante a gravidez reduz o fluxo sanguineo uterino, exacerba a
inflamacéo da placenta e aumenta o risco de morte fetal (Frias et al., 2011). No Utero a dieta
hiperlipidica altera o desenvolvimento metab6lico normal dos 6rgdos no feto.
Especificamente, fetos no terceiro trimestre de mades alimentadas com dieta hiperlipidica
apresentam esteatose, aumento do estresse oxidativo hepatico e apoptose celular (McCurdy et
al., 2009). Na grande maioria dos casos, a DHGNA infantil e adulta se desenvolve na
presenca da resisténcia a insulina e consequentemente sindrome metabdlica. Os dados em
humanos demonstraram que a reducdo da sensibilidade a insulina em todo o corpo esta
presente ao nascimento em filhos de maes obesas e com resisténcia a insulina (Catalano et
al., 2009). Sugere-se que a esteatose hepatica fetal tenha o fendtipo em grande parte explicado
pelo aumento da transferéncia de energia transplacentaria (McCurdy et al., 2009).

Alguns estudos concluem que o acimulo de gordura hepatica no inicio da vida ndo é
simplesmente uma manifestagdo precoce da DHGNA, mas um evento fisiopatologico
independente que, em seguida, potencializa a doenga hepatica pos- natal. Favoravel a esta

ideia, estudos demonstraram que a exposicdo a dieta hiperlipidica in utero parece piorar o
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fendtipo da DHGNA na prole de camundongos adultos exposta a um estilo ocidental de dieta
hiperlipidica até o desmame. Nesses animais, expostos a dieta hiperlipidica materna, mesmo
sendo submetidos a dieta controle apos o desmame a DHGNA ndo foi revertida completamente
(Bruce et al., 2009).

A persisténcia da esteatose hepética na vida pos-natal pode resultar de alteragdes em
algum dos seguintes processos hepaticos: lipogénese de novo, oxidacdo dos &cidos graxos, ou
exportacdo de lipoproteinas. A proteina de ligacdo do elemento de regulacdo do esterol 1c
(SREBP-1c), é um fator de transcricdo regulado pela insulina, que é o principal controlador
da lipogénese hepatica de novo. O SREBP- 1c € regulado positivamente no figado da prole de
camundongos adultos e jovens previamente expostos a dieta hiperlipidica materna (Bruce et
al., 2009; Gregorio et al., 2010). Estudos demonstraram uma reducdo da oxidacdo de acidos
graxos em camundongos adultos que foram expostos a dieta hiperlipidica materna. Quando a
prole foi exposta a dieta hiperlipidica pds-desmame, os  camundongos adultos foram
incapazes de aumentar a B-oxidacdo mitocondrial, com consequente reducdo na oxidacéo dos
acidos graxos e consequente deposito observado como esteatose hepatica (Bruce et al., 2009).

A expressdo hepatica de carnitina palmitoil transferase (CPT), uma enzima chave que
media o transporte de &cidos graxos de cadeia longa para a oxidacdo na mitocondria, ndo
é aumentada em figados com esteatose de camundongos adultos que foram expostos a
superalimentacdo gestacional (Bayol et al., 2010). Todas essas vias culminam na disfuncéo
mitocondrial que resulta na reducdo da oxidacdo dos acidos graxos e esteatose hepatica
(Borengasser et al., 2011).

Outra proteina que ajuda na compreensdo da transmissdo intergeracional da
DHGNA é a Sirtuina-1 (SIRT1), enzima que controla uma ampla gama de genes de
importancia metabolica. A SIRT1 regula a transcricdo dos receptores ativados por PPAR-alfa
e PPAR-gama, que controlam a oxidagdo e a lipogénese, respectivamente. Os lipidios e
intermedidrios lipidicos s&o os ligantes naturais para 0 PPAR-alfa, 0 que resulta em aumento da
transcricdo do PPAR-alfa promovendo a oxidagdo dos &cidos graxos, no entanto esta

ativacdo parece estar prejudicada em individuos com esteatose hepatica.
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Figura 1 - Evolucdo da doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica

Deposkdo do
lipidio hepatico 8
2 e

Esteatose Esteatohepatite Cirrose Cancer
hepatocelular

Legenda: A figuraapresenta a evolucdo da esteatose hepética onde 20% dos casos evolui para esteatohepatite
que em aproximadamente 15% dos casos evolui para cirrose e por sua vez em alguns casos evolui
para cancer hepatocelular.

Fonte: Adaptado de Peter Dietrich (Dietrich e Hellerbrand, 2014).

1.4 Mecanismos epigenéticos

Recentemente, viu-se que a programacdo de doencas cronicas por alteracdo
nutricional na mde pode ultrapassar a primeira geracdo e atingir as geracoes
subsequentes, conhecido como transmissdo transgeracional (Zambrano et al., 2005; Frantz et
al., 2011; Nascimento et al., 2012). A sensibilidade ambiental dos epigenomas € visto como
um mecanismo adaptativo em que o desenvolvimento do organismo ajusta seus sistemas
metabolico e homeostatico para se adequar ao ambiente extrauterino (Hanson et al., 2011).
O ambiente de desenvolvimento induz fenétipos alterados através de mecanismos genéticos,
fisioldgicos (especialmente enddcrino) e epigenéticos (McLachlan, 2001). Marcas epigenéticas
podem ser reprogramadas em resposta a estimulos ambientais, tais como mudancas na dieta
e no ambiente uterino. Estes tracos epigenéticos podem se espalhar rapidamente, resultando
em uma manifestacdo de um fendtipo ao longo de vérias geracdes. A transmissdo
transgeracional pode exacerbar o rapido inicio dos fendtipos, tais como aumento da altura,
obesidade ou diabetes em populagdes humanas no ultimo seculo (James, 2008; Bruce e
Hanson, 2010).

Os trés principais mecanismos moleculares envolvidos nos processosepigenéticos sao
0 DNA, as histonas, que sdo as proteinas que formam o nucleo em torno do qual o DNA
envolve e uma forma especifica de moléculas de RNA (RNA ndo codificante). Sendo
assim, as alteracdes epigeneticas incluem metilacdo do DNA, as modificacdes covalentes das

histonas e RNAs ndo-codificantes (Dolinoy e Jirtle, 2008). A associa¢do entre o crescimento
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fetal e doencas na fase adulta implica, em alteracGes na expressao de genes que é regulada por
mecanismos epigenéticos que os ativam ou desativam através da modulagdo da
transcricdo do DNA. A metilacdo do DNA origina inativacdo dos genes enquanto a acetilacéo
das histonas promove a transcri¢do. Nos ultimos anos temos visto um aumento na investigacdo
sobre mecanismos epigenéticos envolvidos nas doengas. A metilagio do DNA é o
mecanismo mais estudado (Alfaradhi e Ozanne, 2011).

Evidéncias demonstraram, em estudos humanos e animais, que mecanismos
epigenéticos sdo os potenciais mediadores da obesidade. Fatores nutricionais e ambientais
podem interagir com o gendtipo modulando marcacdes epigenéticas nas células somaticas e
influenciando assim o fenotipo. Dessa forma, esses padrfes de metilacdo podem ser
transmitidos através das geracdes (Cropley et al., 2006). A elucidacdo de processos
epigenéticos pode permitir a identificacdo perinatal dos individuos com maior risco de
desenvolver a sindrome metabdlica tardia e possibilitar estratégias de intervengdo precoce
para reduzir tais riscos.

Os genes que regulam a adipogénese, a homeostase da glicose, a inflamacgéo e/ou a
sinalizacdo de insulina sdo regulados por mecanismos epigenéticos, incluindo, receptores
nucleares (PPARSs) e enzimas que atuam na gliconeogénese (Desai et al., 2015). Ha também
evidéncias que as exposi¢0es ambientais durante a infancia podem induzir alteragdes
persistentes no epigenoma da prole, o que pode levar a um aumento do risco de obesidade e
sindrome metabolica na vida adulta. Nos humanos a programacdo da obesidade ocorre
principalmente através de alteracdes na metilacdo do DNA, o envolvimento da modificacéo de
histonas e alteracbes na estrutura da cromatina ainda ndo foram demonstrados (Desai et al.,
2015). Estudos em animais demonstraram que tanto a metilacdo do DNA e alteragcdes na
modificacdo da histona estdo associadas com a programacao da obesidade materna atraves da
superalimentacdo em modelos de roedores (Campion et al., 2010; Wang et al., 2012). As
alteracdes ambientais tém sido detectadas em genes que regulam fatores de crescimento,
adipogénese, e homeostase da glicose (Tosh et al., 2010).

Para entender como marcas epigenéticas se tornam hereditarias é importante
estudar a metilagdo do DNA, que é altamente dindmica durante a embriogénese. Entretanto,
ao contrario da crenca popular, a metilacdo do DNA nédo se completa completamente durante
0 desenvolvimento inicial ou gametogénese (Trasler, 2009). Dessa forma, algumas regioes
metiladas sobrevivem e sdo replicadas cada vez que a célula se divide e o DNA é passado
associado com histonas. Essas marcacdes podem, entdo, ser copiadas cada vez que a célula

se divide, influenciando a expressdao do gene ao longo da vida (Guibert et al., 2012). Assim,
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modificacOes epigenéticas fornecem um mecanismo pelo qual as exposi¢fes ambientais e
nutricionais precoces afetam o fen6tipo da prole através da modificacdo da linha germinativa
(Barres e Zierath, 2011).

Figura 2- M odificacOes epigenéticas passadas a varias geracOes subsequentes

Prole F1 (filho) Prole F2 (neto) Prole F3 (bisneto)

Efeito multigeracional  ee—— Efeito transgeracional

T, Eail

ModificagGes epigenéticas

Legenda: Exposi¢des ambientais e heranga epigenética transgeracional. A heranca transgeracional deve
estender-se a partir da FO até a geracdo F3.

Fonte: Adaptado de Desai e colaboradores (Desai et al., 2015).



23

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

O presente estudo tem como objetivo verificar se a obesidade materna no periodo
pré-gestacional e perinatal, além de “programar” os animais da primeira geracao, persistem
na segunda geragdo, enfocando a analise das principais vias metabdlicas relacionadas com a
DHGNA. Deste modo, desejamos induzir a obesidade materna por oferta de dieta

hiperlipidica e avaliar seus efeitos no figado da prole das duas geracdes seguintes (F1 e F2).

2.2 Objetivos especificos:

Avaliar os seguintes parametros na prole:

a) Massa corporal e metabolismo de carboidratos,
b) Perfil lipidico (colesterol total, triacilglicerol),
c) Alteracdes funcionais e remodelamento estrutural hepatico,

d) Beta-oxidacdo e lipogénese.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e dieta

Os procedimentos experimentais deste trabalho seguiram as normas estabelecidas no
guia 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 CEUA/017/2013, no Anexo).

Camundongos da linhagem C57BL/6 foram cuidados no biotério do Laboratério de
Morfometria, Metabolismo e Doenca Cardiovascular (LMMC), em estantes ventiladas
Neogen Allentown, mantidos em condic¢des controladas de temperatura (21+2°C) e umidade
(60£10%), com livre acesso a comida e agua. O ambiente foi submetido a ciclos de
12/12horas claro-escuro e de renovacdo de ar. Fémeas virgens (FO) com quatro semanas de

idade foram separadas aleatoriamente em um dos dois grupos nutricionais (n=10):

a) grupo Standard Chow (SC), com 17% da energia proveniente de lipidios;

b) grupo High Fat (HF) com 49% da energia proveniente de lipidios.

Os animais do grupo SC receberam dieta prdpria para roedores para a fase de
gestacao/lactacdo normoproteica (190g proteina/Kg dieta) e normolipidica (70g lipideos/Kg
dieta). O grupo HF recebeu dieta contendo alto teor de lipidios (270g lipideos/Kg dieta), com
0 mesmo percentual energético proveniente das proteinas como o da dieta SC.

E relevante destacar que o incremento do percentual lipidico da dieta HF foi
compensado pela reducdo de hidratos de carbono. O aporte de vitaminas e minerais foi
semelhante nas duas dietas, seguindo as normas preconizadas para roedores do American
Institute of Nutrition (AIN-93G) (Reeves et al.,1993).

As dietas experimentais foram confeccionadas pela empresa Pragsolucbes (Jau, SP,
Brasil) e suas composi¢des nutricionais encontram-se demonstradas na Tabela 1. Diariamente
as dietas foram ofertadas aos animais e, caso houvesse sobras, elas eram desprezadas a fim de
evitar oxidacgdo lipidica. A rotina de avaliagdo do consumo e dos restos das dietas foi mantida

durante todo o periodo experimental.
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Tabela 1 — Composicdo das dietas experimentais

Dietas Experimentais HF SC
Caseina 230,0 190,0
Maisena 299,486 539,486
Sacarose 100,0 100,0
Oleo de soja 70,0 70,0
Banha de porco 200,0 -

Fibra 50,0 50,0
Mistura de vitaminas 10,0 10,0
Mistura de minerais 35,0 35,0
Cistina 3,0 3,0
Colina 2,5 2,5
Antioxidante 0,014 0,014
Total em gramas 1000,0 1000,0
Energia (Kcal/Kg) 4950,0 3950,0
Hidratos de carbono (%) 32 64
Proteinas (%) 19 19
Lipidios (%) 49 17

Apdbs oito semanas de dieta, e com 12 semanas de idade, as fémeas FO foram
acasaladas com machos da mesma idade que receberam durante toda a vida dieta SC. E
importante ressaltar que as dietas do periodo pré-gestacional foram mantidas durante a
gestacdo e a lactacdo nas progenitoras FO. Ao desmame as proles (machos e fémeas) da F1 e
F2 passaram a receber dieta SC ao longo de todo experimento.

Ao nascimento, o género dos filhotes foi identificado pelo método da distancia
anogenital (Vandenbergh e Huggett, 1995). Apos esse procedimento, a ninhada de cada
progenitora foi fixada em seis filhotes (trés machos e trés fémeas), a fim de padronizar a
nutrigdo da prole durante a lactagdo. Ao desmame (21 dias), os filhotes machos da primeira
geragdo (F1), SC e HF, compuseram a prole F1, enquanto as fémeas SC e HF foram
aleatoriamente selecionadas, dentro de cada grupo, e assim alimentadas com dieta SC,
segundo a AIN93G, para gerar a prole da segunda geracéo (F2).

Aos trés meses de idade, fémeas F1 foram acasaladas com machos da mesma



26

idade, e alimentados com dieta SC por toda a vida a fim de originar F2. Os mesmos padrdes,
utilizados na separacéo e obtencgéo da prole F1, foram realizados com a geragdo F2. As proles
de machos (F1 e F2) foram acompanhadas até os trés meses de idade, além disso, é importante
acrescentar, que somente um filhote de cada progenitora foi utilizado para a formacao dos
grupos experimentais e que nunca mais de um filhote da mesma ninhada compds 0 mesmo
grupo. Desta forma, 0s grupos experimentais estudados seguiram da seguinte forma:

J Primeira geragdo: F1-SC e F1-HF

o Segunda geracdo: F2-SC e F2-HF

Figura 3 - Desenho experimental, ilustrando a formacdo das proles F1 e F2, a partir da
matriz FO

Progenltm
P/

=

Gestacdo
Lactagdo
Prole d
Desmame — F1 SC e
mese
Progenitora SCeHF [ 17% Lip |
F1
SCeHF
Gestagdo

17% up I.actaﬁo

Prole 07'

Desmame — F2 sC
SCeHF | 17%Lp 3 5

Legenda: FO=Progenitoras do estudo que receberam dieta padrdo (SC) ou high-fat (HF) a partir de um més de
vida até o final da lactagdo, perfazendo um total de 14 semanas de dietas experimentais. Enquanto as
proles geradas (F1 e F2) receberam ap6s o desmame apenas dieta padréo para roedores até o terceiro
més de vida, quando ocorreu a eutanasia.

Fonte: O autor, 2015
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3.2 Massa corporal

Durante o periodo pré-gestacional e durante a gestacdo, a massa corporal (MC) das
progenitoras foi mensurada semanalmente em balanca digital de precisdo. Da mesma forma, a

MC das proles foram acompanhadas semanalmente até a eutanésia.

3.3 Teste oral de tolerancia a glicose

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) foi realizado nas progenitoras duas
semanas antes do acasalamento e nas proles na semana anterior & eutandsia, apds jejum de
seis horas. Os animais foram gavados com solucdo de glicose 25% (1,09/Kg) por canula
orogastrica. Passados 15, 30, 60 e 120 minutos, a cauda dos animais foi ordenhada para
obtencdo de novas amostras de sangue para afericdo dos valores glicémicos (glicosimetro
Accu-chek performa, Roche, Manheim, Alemanha). Os resultados se basearam na area sob a
curva (AUC) da variacdo da glicemia, de zero a 120 minutos (Prism v.6.05 para Windows,
GraphPad Software, Sdo Diego, Estados Unidos da América).

3.4 Eutanésia dos animais

Na véspera do dia da eutanasia, os animais ficaram em jejum por seis horas (1 hora
da manhd as 7horas da manhd). Antes do procedimento, os animais foram anestesiados
profundamente (pentobarbital sodico, 150 mg/kg) sangue foi coletado por puncéao cardiaca e
foi armazenado para posterior analise. O figado foi retirado, pesado, fragmentado e estudado

conforme a descrigdo maisadiante.
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3.5 Determinacao das concentracdes de lipidios plasméticos

Os valores plasmaticos de colesterol total e triglicerideos foram determinados
utilizando um método colorimétrico cinético de acordo com as instru¢cbes do fabricante
(Sistema de BIOCLIN II; Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil).

3.6 Determinagao da concentragao de insulina

Concentracbes de insulina foram medidas usando kit de ensaio imunoenzimatico
(insulina Cat. Kit #£EZRMI-13K, Millipore, Missouri, EUA) com o equipamento Termoplate
(TP-READER ELX800, BiotekInstruments, USA).

3.7 Analise do Figado

3.7.1 Estrutura

Fragmentos aleatorios do figado foram mantidos em fixador recentemente preparado
(formaldeido a 4% w/v, tampéo fosfato 0,1 M pH 7,2) por 48h, em temperatura ambiente.
Depois os fragmentos foram incluidos em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, Mo,
EUA), seccionados com espessura de cinco micrometros e laminas foram coradas com
hematoxilina e eosina ou usadas para imunohistoquimica conforme detalhado mais adiante.
Fotomicrografias digitais foram obtidas em microscépio BX51 (Olympus Co, Téquio, Japao)
com camera Infinity 1-5¢ (Lumenera Co, Ottawa, Canadd, formato JPEG, 24 bits e resolucdo
de 2592 x 1944 pixels). Cinco animais por grupo e dez imagens aleatdrias por animal foram
analisadas, totalizando 50 imagens por grupo. As analises contaram com o sistema-teste de 36

pontos-teste (PT) produzido pelo programa Stepanizer (www.stepanizer.com). Os pontos-

teste (PP) sdo contados quando estdo sobrepostos as goticulas de gordura nos hepatécitos

(Aguila et al., 2003; Catta-Preta et al., 2011). Assim, a densidade de volume da esteatose
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(Vv[esteatose]) se determina como:

SPp

Vv estestose =
Py

Figura 4 — Imagem digital de corte histolégico do figado
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Legenda: Imagem do sistema-teste de 36 pontos sobreposto a imagem utilizando o software STEPanizer
(www.stepanizer.com). Os pontos-teste foram produzidos na cor vermelha para se diferenciar da
coloracdo por hematoxilina e eosina.

Fonte: O autor, 2015

3.7.2 Bioguimica

Amostras de figado congeladas (50 mg) foram colocadas em um processador de
ultrassom (modelo LB-130 PB,Labormetric, Miami, FL, EUA) com 1 ml de isopropanol e o
homogeneizado foi centrifugado a 2000 G. Depois, 5 uL do sobrenadante foi analisado com
analisador automatico (K55,BIOCLIN Sistema IlI; Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil),
utilizando um kit para medir triglicerideo. Além disso, a enzima alanina aminotransferase
(ALT), foi avaliada no plasma, utilizando um método colorimétrico cinético (BIOCLIN

Sistema II; Quibasa, Belo Horizonte,MG, Brasil).
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3.7.3 Western Blot

Inicialmente, 100 mg de figado congelado foi homogeneizado em tampéo contendo

inibidores de protease. Os homogenados foram centrifugados a 40 C, os sobrenadantes foram
recolhidos e a proteina total foi determinada utilizando um kit de ensaio de proteina BCA
(Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). Quantidades iguais de proteina total foram separadas
usando a eletroforese em gel de poliacrilamida. A membrana foi bloqueada por incubagéo em

5% (peso/volume) de leite desnatado em solucdo salina tamponada com Tris (20 mmol/L de

Tris/HCI pH 7,4 e 500 mmol/L NaCl). Incubou-se durante a noite a 40 ¢ com os seguintes
anticorpos primarios:
a) paraa lipogénese hepética (SREBP1-c 68kDa; SC-367) e PPAR-gama 67kDa, SC-
7273);
b) para beta-oxidacdo hepatica (PPAR-alfa 55 kDa, SC-9000);
c) as membranas também foram incubadas com anti-beta-actina (anticorpo monoclonal; 43
kDa; SC-81178; 1: 1000).

Todos os anticorpos foram adquiridos a partir de Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA, EUA). Apés a incubacdo, as membranas foram lavadas com TTBS e incubados
com anticorpo secundario por 1h a temperatura ambiente, com agitacdo constante. Para a
deteccdo das imagens foi utilizado o reagente ECL e as imagens foram obtidas pelo Bio-Rad
Image CEHmiDoc XRS Molecular System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A intensidade
das bandas de quimiluminescéncia foi quantificada utilizando o software ImageJ (versédo 1.48,
NIH imagej.nih.gov/ij, EUA).

3.8 Analise estatistica

Os dados foram analisados para distribuicdo normal e homogeneidade das variancias.
As diferencas entre os grupos foram testadas com o teste t ndo pareado, a menos que
indicado outro teste no texto (Prism v.6.05 para Windows, GraphPad Software, Sdo Diego,

Estados Unidos da América).
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4 RESULTADOS

4.1 Progenitoras

4.1.1 Massa corporal

As progenitoras iniciaram o experimento sem apresentar diferenca significativa na
massa corporal. Durante o periodo de pré-acasalamento (primeiras oito semanas de
experimento), as progenitoras que receberam dieta hiperlipidica, HF-0, apresentaram aumento
significativo da massa corporal (+ 6%) quando comparado com o grupo SC-0 (P=0,01). No
entanto, as progenitoras da geracdo HF-F1, utilizados para dar origem a prole HF-F2, néo
apresentaram diferenca significativa na massa corporal no periodo pré-acasalamento em

comparagdo com as progenitoras SC-F1 (P=0,12), figuras.

Figura 5 - Massa corporal das progenitoras no periodo pré-gestacional, apds 8 semanas de dieta
hiperlipidica ou padrdo
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Legenda: Simbolos acima denotam diferenca significativa, onde [a] simboliza diferenca do grupo SC=grupo
que recebeu dieta padrdo durante todo experimento. Os valores sdo apresentados como média e
desvio padrdo. Nos casos sinalizados P<0,05.

Fonte: O autor, 2015
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4.1.2 Teste oral de tolerancia a glicose - TOTG

O TOTG das progenitoras foi realizado durante o periodo pré-gestacional, a fim de
evitar o estresse durante a gravidez. O grupo HF-0 apresentou maior area sob a curva,
evidenciando intolerancia a glicose em compara¢do com o grupo SC, corroborando com o
aumento da massa corporal no mesmo periodo (P=0,0001). No entanto, as progenitoras HF-
F1 ndo apresentaram diferenca significativa no TOTG durante o periodo pré-acasalamento,

em comparacdo com as progenitoras SC-F1 (P=0,73), figura 6.

Figura 6 - Teste oral de tolerancia a glicose, representado pela avaliacdo da area sob a curva
das progenitoras no periodo pré-gestacional, apds 8 semanas de dieta
hiperlipidica ou padréo
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Legenda:Simbolos acima denotam diferenca significativa, onde [a] simboliza diferenca do grupo SC=grupo
que recebeu dieta padrdo durante todo experimento. Os valores sdo apresentados como média e desvio
padrdo. Nos casos sinalizados P<0,05.

Fonte: O autor, 2015



4.2 Prole

33

4.2.1 A dieta materna altera a massa corporal da prole F1, mas ndo da F2

A massa corporal (MC) da prole HF-F1 foi significativamente maior em comparagéo ao

grupo SC-F1 aos 21 dias e aos 3 meses (P=0.001). No entanto, a prole HF-F2 nédo apresentou

diferenga significativa em comparagdo com a MC do grupo SC-F2 (P=0,21). Vale ressaltar

que estes animais comegaram a consumir dieta controle ao desmame (21 dias apds o

nascimento), o que implica em um efeito da superalimentacdo materna na alteracdo das

vias metabolicas, figura7.

Figura 7 - Massa corporal da prole da primeira (F1) e segunda geracdes (F2) aos 3 meses de

idade
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Legenda: Simbolos acima denotam diferenca significativa, onde [a] simboliza diferenca do grupo SC=grupo que
recebeu dieta padrdo durante todo experimento, tanto na F1 quanto na F2. Os valores séo
apresentados como média e desvio padrdo. Nos casos sinalizados P<0,05.

Fonte: O autor, 2015
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4.2.2 Dieta hiperlipidica materna altera 0 metabolismo de carboidratos diferentemente em

ambas geracoes.

A prole HF-F1 apresentou significativa hiperinsulinemia em relacdo ao grupo SC- F1
(P=0,009). Do mesmo modo, o grupo HF-F2 também apresentou diferenca significativa
nos valores de insulina em comparagéo com grupo SC-F2 (P=0,03).

No que diz respeito a intolerancia a glicose, o TOTG revelou maior area sob a curva na
prole HF-F1 (+ 8,6%) em comparagdo com a prole SC-F1 (P=0,006), mostrando a
intolerancia a glicose na prole programada. No entanto, este resultado ndo foi observado na
prole da segunda geracdo, pois ndo houve diferenca entre a area sob a curva do TOTG dos
grupos HF-F2 e SC-F2 (P=0,9). Em ambas as geracdes o resultado do TOTG corroborou com
a massa corporal, figura8.

Figura 8 - Teste oral de tolerancia a glicose da primeira (F1) e segunda geracdes (F2)

1500 ~
[a] = SC

154

-o- SC-F1
124 [a) = HF-F1

1000 4

500 4

Area sob a curva(u.a)

0 15 30 60 120

SC-F1 HF-F1 SC-F2 HF-F2

Tempo, minutos

Legenda: Simbolos acima denotam diferenca significativa, onde [a] simboliza diferenca do grupo
SC=grupo que recebeu dieta padrdo durante todo experimento, tanto na F1 quanto na F2. Os
valores sdo apresentados como média e desvio padrdo da média. Nos casos sinalizados P<0,05.

Fonte: O autor, 2015
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4.2.3 Dieta materna hiperlipidica altera lipidios plasméticos apenas na primeira geracéo

A prole HF-F1 apresentou um aumento significativo nos niveis séricos de
triglicerideos (+ 14%) e do colesterol total (+ 37%) em relagdo ao grupo SC-F1 (P<0,05).
Por outro lado, ndo foi observada diferenca entre colesterol total e triglicerideos plasmaticos
dos grupos HF-F2 eo a prole SC-F2, tabela 2.

A massa hepética foi 20% maior no grupo HF-F1 em comparacdo ao grupo SC-F1
(P=0,006). No entanto, ndo houve diferenca significativa na massa hepéatica dos grupos HF-
F2 e SC-F2 (P=0,2). Em relacdo aos triglicerideos hepéticos, o grupo HF-F1 apresentou
30% mais do que o grupo SC-F1 (P=0,03). No entanto, a segunda geracdo ndo

apresentou alteracdes neste parametro, tabela?2.

Tabela 2 - Parametros bioquimicos e hepaticos da prole da primeira e segunda geracdes aos 3

meses de idade

Data SC-F1 HF-F1 SC-F2 HF-2
Colesterol Total (mg/dl) 125,3+3,27 172,0+8,8[a] 111,2+2,69 114,8+1,61
Triglicerideos (mg/dl) 84,92+1,77 96,78+1,03[a] 86,82+2,05 88,02+1,66
Insulina (1U/L) 3,10+0,43 5,40 £0,52[a] 3,60+0,33 4,88+0,37
Massa hepatica (mg) 0,51 +£0,02 0,60 +£0,01 0,44 +0,02 0,48 £ 0,02
TGP (1U/L) 37,60+0,92 50,60+2,60[a] 37,40+2,11 37,00%3,39

Triglicerideo hepatico (mg/dL/mg) 1,44 +0,11 1,86 +0,11][a] 1,97+0,19 2,31+0,10

Legenda: Os valores sdo apresentados como média e desvio padrdo da média. Nos casos sinalizados
P<0,05, [a] simboliza diferenca do grupo SC da respectiva geracéo.
Fonte: O autor, 201

4.2 .4 Dieta materna favorece a via da lipogénese e aumenta a esteatose hepatica em ambas as

geracdes

Quanto a densidade de volume da esteatose hepatica, a prole HF-F1 apresentou maior
percentual de vesiculas lipidicas depositadas no figado (+18%) quando comparado a prole
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SC-F1 (+7%, P<0,0001), em conformidade com os niveis de triglicerideos no figado. Por
outro lado, apesar do grupo HF-F2 ndo ter apresentado valores alterados de triglicerideo
hepatico, esse grupo apresentou maior percentual de esteatose hepatica (+13%) quando
comparado com o grupo SC-F2 (+7%, P<0,0001). Em ambos os grupos HF-F1 e HF-F2
foram observados a deposicdo de microvesiculas de lipidios, figura 9.

A enzima ALT, que atua como um marcador de lesdo hepética, foi significativamente
mais elevada na prole HF-F1 em comparacdo a prole SC-F1 (P=0,001). Apesar de
apresentar um pouco de lesdo hepética a prole HF-F2 nao apresentou valores alterados de

ALT em comparacdo com prole SC-F2 (P=0,92).

Figura 9 -Fotomicrografias da Esteatose hepatica (coloracdo por H&E, mesmo aumento em

todas as fotos) e quantificagdo da esteatose hepatica
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Legenda: Na esquerda: Vé-se o contetido lipidico presente nos hepatdcitos dos grupos HFs com presenca de
esteatose, em comparagao a uma menor deposi¢do de lipidios nos grupos SCs. Direita: Quantificagao
da esteatose hepatica, através da contagem de pontos. Os valores sdo apresentados como média e
desvio padrdo. Nos casos sinalizados P<0,05.

Fonte: O autor, 2015

No que se refere a expressdo de proteinas hepaticas, PPAR-alfa, PPAR-gama e
SREBP-1 ¢, HF-F1 mostrou um aumento da expressao de PPAR-gama e SREBP1- C, (ambos
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sdo fatores de transcricdo que estéo relacionados com a lipogénese) quando comparados com
proles F1SC (P=0,01). Por outro lado, a expressdo de PPAR-alfa, relacionadas com beta-
oxidacdo, foi menor em HF-F1 em que SC-F1 (P=0,04). Na segunda geracdo, a descendéncia
de HF-F2 s apresentou expressdo aumentada de PPAR-gama, quando comparado com SC-F2
(P=0,04). Apesar de ndo haver diferenca em relagdo SREBP-1 e PPAR-alfa, a superexpressao
do PPAR- gama provoca lipogénese hepética elevada, causando esteatose hepatica como

encontrado em animais HF-F2, figura 10.

Figura 10 - Western blot da expressao de PPAR-gama, SREBP-1c, PPAR-alfa no figado por

beta-actina (média e desvio padrdo da media)
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Fonte: O autor, 2015
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5 DISCUSSAO

O presente estudo fornece informacgdes originais sobre o impacto de uma dieta
materna hiperlipidica durante a gestacdo e lactacdo e seus efeitos na prole de
camundongos da primeira geracdo (F1) e segunda geracao (F2).

Evidéncias, tanto em humanos quanto em animais, sugerem que as alteracdes na
programacdo metabolica ndo sdo limitadas apenas a F1, que € diretamente exposta a agressao
uterina, mas podem ser transmitidas as geracfes subsequentes que ndo tém exposicao direta
ao insulto (Jimenez-Chillaron et al., 2009; Dunn e Bale, 2011). Estes efeitos podem ser
transmitidos através de ambos 0s progenitores materno e paterno (Nathanielsz e Hanson,
2003; Pentinat et al., 2010; Dunn e Bale, 2011). A literatura descreve que entre 0s 6rgaos que
apresentam alteracBes a programacdo materna, o figado é um dos primeiros 6rgdos a
mostrar susceptibilidade aos efeitos prejudiciais da superalimentacdo no feto (Howie et al.,
2009). Dessa forma, o estudo presente se concentrou na analise da DHGNA avaliando a prole
F1 e F2 em um modelo de maes alimentadas com dieta hiperlipidica. Os resultados
revelaram que na idade adulta a prole apresentou resultados de MC, TOTG, insulina, lipidios, e
parametros hepaticos mais pronunciadas na F1 do que na F2, porém ambas as proles
apresentaram esteatose hepatica.

Atualmente estudos concentram-se em pesquisar a relacdo da obesidade materna
durante a gravidez e o aumento do risco de doencas metabdlicas na prole, incluindo
intolerdncia & glicose, resisténcia & insulina, obesidade e DHGNA. No entanto, o
mecanismo subjacente a esta programacao ainda ndo € bem compreendido (Alfaradhi et al.,
2014). Foi observado que a obesidade materna aumentou a sensibilidade ao ganho de peso na
prole mesmo sem alteragcdes no peso ao nascer (Oben et al., 2010; Aiken e Ozanne,
2014). Em nosso estudo, observamos que a prole HF-F1 apresentou maior MC no final do
desmame até 3 meses de idade, mesmo sem apresentar diferenga no nascimento. No entanto, a
prole HF-F2 ndo mostrou diferenga na MC aos 3 meses.

Os modelos mais comuns utilizados para estudar programacdo materna sao 0S

roedores. O modelo de dieta hiperlipidica durante a gravidez tem mostrado
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resultados varidveis sobre a MC da prole ao nascer, sendo relatado nenhum efeito sobre a MC
da prole ao nascer, redugdo da MC ou aumento da MC ao nascer (Buckley et al., 2005;
Graus-Nunes et al., 2015). Vimos que o ganho de MC da prole de mées que receberam
dieta hiperlipidica ndo apresentou diferenca ao nascimento, no entanto foi maior no
final do experimento para a F1 e sem diferenca entre os grupos da F2, concordando com
estudos prévios (Samuelsson et al., 2008; Bringhenti et al., 2015; Ornellas et al.,2015).

Ja esta descrito que a prole de progenitoras alimentadas com dietas hiperlipidica
cursam com resisténcia a insulina (Graus-Nunes et al., 2015) e intolerancia a glicose na
idade adulta (Drake et al., 2011). Nosso estudo demonstra alteracdes na sensibilidade a
insulina e intolerancia a glicose na prole F1, mas ndo na prole F2. Os fatores maternos que
causam os disturbios metabdlicos na prole sdo desconhecidos, mas provavelmente incluem
hiperinsulinemia materna. Ha declinio na homeostase da glicose com o tempo em modelos de
programacao. Esta descrito que a prole de progenitores obesos se tornou hiperinsulinémica aos
3 meses de idade e progrediu para o quadro de diabetes aos 6 meses de idade (Drake et al.,
2011).

A obesidade materna induzida por dieta provoca um aumento da concentracdo de
triglicerideo materno, que, consequentemente também aumenta na prole devido ao fato de
passar através da placenta, resultando em maior transporte e deposicdo de lipideos em 6rgaos
fetais. Isto pode explicar 0s nossos resultados com aumento do colesterol total, triglicerideos
plasmaticos e hepaticos na prole HF-F1. No entanto, a prole HF-F2 ndo apresentou esta
alteracdo e novos estudos sugerem que os efeitos nas geracdes posteriores podem ser
diferentes daqueles porque a primeira geracao foi exposta diretamente a agressao no Gtero.

Em relacdo aos triglicerideos hepéticos, o consumo da dieta hiperlipidica materna
durante a gravidez conduziu a aumentos significativos nos niveis de acidos graxos livres no
feto. E postulado que a dieta hiperlipidica desempenha um papel na influéncia do fenétipo
da prole independente da resisténcia insulina por intermédio da influéncia da MC e
triglicerideos hepéticos da prole. No entanto, a associacdo da resisténcia a insulina materna e
dieta hiperlipidica provoca efeitos adicionais sobre a adiposidade no inicio da vida (McCurdy
et al., 2009).

O figado sempre € muito suscetivel aos efeitos da nutricdo fetal (Howie et al.,
2009). A prole de progenitores obesas apresentam maior MC e risco de desenvolvimento de
esteatose hepatica em comparacdo com a prole de progenitoras magras (Fall, 2011). O
nosso estudo demonstrou a presenga de esteatose hepatica na prole de méaes que receberam

dieta hiperlipidica, mesmo a prole sendo alimentada com dieta padrdo. Esteatose foi
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observada na primeira geracdo (HF-F1) e também na segunda geragdo (HF-F2), a qual mostrou
depositos de microvesiculas lipidicas no parénquima hepatico. Uma explicacdo para a
presenca de esteatose na prole € justificada pelo fato de que no Utero o alto teor de gordura
oriundo da exposicdo a dieta causa esteatose nos fetos no terceiro trimestre associado ao
aumento do estresse oxidativo hepatico e apoptose (Elahi et al., 2009).

Além disso, a obesidade materna pode levar a um aumento da massa do figado e
hipertrofia dos adipocitos na prole, sugerindo aumento de respostas lipogénicas da
programacdo (Knebel et al., 2012). A literatura descreve que a exposi¢cdo a obesidade
materna, devido ao aumento da captagdo de calorias ou alto teor de gordura na
alimentacdo, resulta no aumento da massa do figado e acimulo de lipidios. Isto é atribuido
ao aumento da lipogénese e diminuicdo da lipdlise. Pontos criticos da regulacdo nas
respectivas vias tém sido relacionados com aumento da SREBP-1c acompanhados de genes
envolvidos na biossintese hepatica de lipidios, além da reducdo da expressdo de PPAR-alfa e
genes envolvidos na oxidacdo de acidos graxos.

No presente estudo observamos no grupo HF-F1 o aumento da expressdo de PPAR-
gama e 0 gene SREBP-1c associado a uma reducdo na expressdo de PPAR-alfa, que é um
regulador chave de processos no catabolismo lipidico. Ja na prole HF-F2 foram observadas
apenas alteracfes na expressdo do PPAR-gama. Esta pode ser a explicagdo para a presenca de
esteatose hepética encontrada na prole das duas geracoes, pois 0 PPAR-gama esta associado a
lipogénese e a expressdo do gene alvo SREBP-1c que € responsavel pela regulacdo dos
genes necessarios para a lipogénese, que, consequentemente, aumenta o acimulo de lipidios
(Shankar et al., 2010).

QOutro estudo, utilizando um modelo de obesidade induzida por dieta em
camundongos, descreveu a expressao aumentada do gene hepéatico da SREBP-1c na prole
com 15 semanas de idade (Bruce et al., 2009), concordando com as informacGes de outro
estudo, com alteracdo da expressdo do gene da lipogénese antes do inicio da obesidade da
prole de progenitoras com sobrepeso (Shankar et al., 2010).

O tempo de execucdo da dissertacdo, de 24 meses no mestrado, é pequeno para
expandir o estudo para a terceira geracdo. Mas este seria um desdobramento interessante do

estudo, que almejamos realizar em um outro momento.
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CONCLUSAO

A obesidade materna pré-gestacional e gestacional provoca efeitos sobre a estrutura e
metabolismo hepatico que ultrapassam a primeira geracdo, independentemente da dieta da
prole.

A obesidade materna altera a lipogénese e a beta-oxidacdo hepéticas na prole por
regulacdo positiva de PPAR-gama e regulacdo negativa do PPAR-alfa.

A prole da segunda geragdo tem desequilibrio dos PPARs, favorecendo o acimulo de
lipidios e metabolismo hepéatico prejudicado nestes animais que nao foram diretamente
expostos ao insulto materno.

Estas observacdes sinalizam a necessidade urgente de controlar a epidemia da

obesidade, o que mostra aumento da prevaléncia entre as mulheres em idade fértil.
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