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RESUMO

Entre as doengas ndo comunicéveis mais predominantes na atualidade, a obesidade
destaca niveis crescentes a cada ano. Dados mais recentes da Organizacdo
Mundial de Saude (OMS) apontam que cerca de 650 milhdes de adultos séo obesos,
ou seja, muitos destes individuos estdo em idade reprodutiva. A partir dessas
informagdes, o presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da obesidade
induzida pelo modelo de superalimentagdo poés-natal materna, sobre parametros
metabdlicos na prole de ratos Wistar na idade adulta. Para isso, ratas Wistar nao
obesas com 70 dias de idade foram colocadas para cruzar com ratos também néo
obesos, constituindo a geracao FO. Trés dias apds a concepcao da primeira geracao
(F1), foi realizada a reducdo de ninhada na proporcédo de 3 animais fémeas por
ninhada constituindo o grupo ninhada reduzida (Small Litter, SL) e 9 animais fémeas
por ninhada para os grupos controle (Normal Litter, NL). Aos 70 dias de idade, as
ratas F1 foram submetidas ao cruzamento com ratos ndo obesos e apls a
concepcao da segunda geracdo (F2), as ninhadas foram padronizadas para 6
filhotes por méae (3 filhotes machos e 3 fémeas). Apés o desmame, a geracéo F2 foi
separada nos seguintes grupos experimentais: filhotes machos e fémeas de maes
NL: M-NLO e F-NLO; e filhotes de mées SL: M-SLO e F-SLO. Os filhotes foram
acompanhados até os 120 dias de idade. Ambas as proles M-SLO e F-SLO tiveram
maior ingestdo alimentar e ganho de massa corporal ao longo do periodo
experimental, apresentaram fenotipo obeso, aumento da massa do pancreas e da
area das ilhotas pancreéticas. Contudo, as andlises bioquimicas revelaram que
apenas a prole M-SLO teve aumento nas concentracdes plasmaticas de glicose e
triglicérides. As andlises moleculares demonstraram também que apenas a prole M-
SLO teve reducao na expressao da PI3K e da razdo p-AKT/AKT no hipotalamo. Em
conjunto, nossos dados evidenciam que a superalimentacdo materna pdés-natal
induz um fendtipo obeso tanto nos filhotes machos e fémeas durante a vida adulta,
assim como o remodelamento das ilhotas pancreaticas. Contudo, apenas nos
filhotes machos foi observado desregulacdo de parametros bioquimicos e da via da

insulina no hipotadlamo, evidenciando um mecanismo sexo-especifico.

Palavras-Chave: Programacdo metabdlica; obesidade; DOHaD; metabolismo;

insulina; hipotalamo



ABSTRACT

Among the most prevalent non-communicable diseases today, obesity stands out at
increasing levels each year. More recent data from the World Health Organization
(WHO) indicate that about 650 million adults are obese, that is, many of these
individuals are of reproductive age. Based on this information, the present study aims
to evaluate the effects of obesity induced by the maternal postnatal overfeeding
model on metabolic parameters in the offspring of Wistar rats in adulthood. For this,
non-obese Wistar rats with 70 days of age were placed to cross with non-obese rats,
constituting the FO generation. Three days after conception of the first generation
(F1), litter reduction was carried out in the proportion of 3 female animals per litter
constituted by the reduced litter group (Small Litter, SL) and 9 female animals per
litter for the control groups (Normal Litter, NL). At 70 days of age, F1 rats were
crossed with non-obese rats and after conception of the second generation (F2),
litters were standardized to 6 pups per mother (3 male pups and 3 female pups).
After weaning, the F2 generation was separated into the following experimental
groups: male and female offspring from NL mothers: M-NLO and F-NLO; and pups
from SL mothers: M-SLO and F-SLO. The pups were followed up to 120 days of age,
when euthanasia and sample collection were performed. Both M-SLO and F-SLO
offspring had higher food intake and body mass gain throughout the experimental
period, presented obese phenotype, increased pancreas mass and pancreatic islet
area. However, biochemical analyzes revealed that only the M-SLO offspring had an
increase in plasma concentrations of glucose and triglycerides. Molecular analyzes
also showed that only the M-SLO offspring had a reduction in the expression of PI3K
and p-AKT/AKT ratio in the hypothalamus. Taken together, our data evidence that
postnatal maternal overfeeding induces an obese phenotype in both male and female
offspring during adulthood, as well as pancreatic islet remodeling. However, only in
male offspring dysregulation of biochemical parameters and of the insulin pathway in

the hypothalamus was observed, evidencing a sex-specific mechanism.

Key words: Metabolic programming; obesity; DOHaD; metabolism; insulin;

hypothalamus



IMPACTO E RELEVANCIA DA PESQUISA PARA SOCIEDADE

Este estudo mostrou que a obesidade materna pode atuar como fator de risco
para o desenvolvimento de diversas outras doencas na geragcado seguinte, ou seja, a
saude da méae é de extrema importancia e pode influenciar na saude dos filhos que
um dia ela poderé ter.

Em nossos achados, vimos que tanto os filhotes machos quanto fémeas de ratas
obesas, apresentaram aumento da fome e, consequentemente, aumento do peso e
da gordura corporal, se tornando também obesos na vida adulta. Além disso, 0s
filhotes machos e fémeas apresentaram alteracdes no pancreas, um 6rgdo muito
importante para o controle da glicemia, que é a quantidade de acucar no sangue.

Também observamos que a glicemia, estava aumentada apenas nos filhotes
machos, assim como os niveis de triglicérides, que é um tipo gordura no sangue. Em
contrapartida, as fémeas apresentaram ambos parametros normais, 0 que nos faz
guestionar o motivo desses efeitos maléficos aparecerem apenas nos filhotes
machos.

NGs também vimos que uma importante regido do cérebro chamada hipotalamo,
que é responsavel pelo controle da saciedade, ou seja, vontade de comer mais ou
menos alimentos, estava com suas fun¢cBes desreguladas também apenas nos
filhotes machos, o que nos faz pensar sobre 0 que acontece no organismo dos
machos e quais os préximos passos para completar esse quebra-cabeca.

Vale a pena relembrar que, embora este trabalho tenha sido realizado em um
modelo experimental animal, os dados observados nos auxiliam a compreender as
consequéncias do nosso estilo de vida, sendo um importante aliado na busca de
estratégias de prevencdo e/ou terapia de doencas cronicas, como a obesidade,

evitando, dessa forma, que atinjam as futuras geracoes.



1. INTRODUCAO

O avanco da sociedade para o século XXI foi marcado pela queda do nimero
de mortes e enfermidades causadas pelas doencas comunicéveis, cuja forma de
transmissao ocorre de uma pessoa para outra por meio de diversas maneiras como
0 contato com sangue, pelo ar ou através de vetores ambientais. Por outro lado, o
namero de mortes causadas pelas doengas ndo comunicaveis, resultantes da
combinacdo de fatores genéticos, fisioldgicos, ambientais e comportamentais,
cresceu significativamente. Entre as doencas nao comunicaveis mais predominantes
na atualidade, a obesidade atinge niveis crescentes a cada ano, de modo que dados
da Organizacdo Mundial de Saude no ano 2016 apontam que h& cerca de 650
milhdes de adultos e 124 milhdes de criangas com obesidade, sendo que o nimero
de adultos com obesidade triplicou nos ultimos 40 anos (1). No Brasil, essa doenca
teve um aumento de 72% nos ultimos treze anos, partindo de 11,8% em 2006 para
aproximadamente 20% em 2019. Considerando o indice de massa corporal (IMC)
como principal fator indicador de sobrepeso e obesidade, em relagdo aos adultos, ha
mais homens (57,1%) com sobrepeso (IMC maior que 25) do que mulheres (53,9%),
todavia os valores de obesidade (IMC maior que 30) sdo maiores entre mulheres
(20,7%) do que entre homens (18,7%). Além disso, 12,9% das criancas brasileiras
entre 5 e 9 anos de idade tém obesidade, assim como 7% dos adolescentes na faixa
etéria de 12 a 17 anos (2).

Paralelamente, o crescimento da indulstria voltada a producdo e
comercializacdo de alimentos processados e ultraprocessados, assim como
mudancas no estilo de vida que englobam desde o acesso, a escolha e construcao
dos habitos alimentares, assim como alteracdes nas rotinas e estilo de vida,
resultaram em uma tendéncia que leva a populacdo ser mais sedentaria e a
consumir dietas hipercaloricas (DHC) (3). Portanto, a combinacdo entre esses dois
fatores leva a um balanco energético positivo, de modo que o consumo maior de
calorias do que 0 necessario para a manutencdo das reacdes fisiologicas e
realizacdo de atividades individuais, resulta num excedente cal6rico que é
armazenado em forma de triacilgliceréis pelo tecido adiposo e que,
consequentemente, aumenta a massa corporal do individuo (4,5).

O tecido adiposo, recentemente tem sido referido como 6rgédo endocrino na

literatura cientifica devido ao crescente niumero de pesquisadores evidenciando a



sua complexidade, multifuncbes e integralidade com outros 6rgdos e sistemas
fisioldgicos. As células que constituem o tecido adiposo, os adipdcitos, sintetizam
citocinas pré-inflamatérias como as interleucinas 6 (IL-6) e 8 (IL-8), o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e quimiocinas para células do sistema imune, como a
proteina quimiotatica de monécito (MCP-1) (6). Dessa maneira, a hipertrofia dos
adipécitos, também observada na obesidade, exacerba o processo de sintese
dessas citocinas e quimiocinas, resultando em uma inflamag&o sistémica no
individuo. Com isso, a obesidade se torna um fator contribuinte no desenvolvimento
de disturbios metabdlicos e outras doencas como a resisténcia a insulina, diabetes
do tipo 2, dislipidemia, hipertenséo, cardiomiopatia, infertilidade, esteatose hepatica
ndo alcoolica, disturbios emocionais e aumento do risco de desenvolvimento de
cancer (7-9).

Além disso, a hipertrofia dos adipécitos também aumenta a sintese do
horménio leptina, responsavel principalmente pela sensacdo de saciedade, o que
contribui para um quadro de resisténcia a acdo da leptina (10). A perda da
responsividade a leptina, ocasionalmente leva a perda da sua capacidade de regular
negativamente a secrecdo da insulina no periodo pés-prandial, que promove a
resisténcia a insulina. Um dos efeitos fisiolégicos comuns tendo em vista a
resisténcia a insulina e a leptina, € o aumento do acumulo de triacilgliceréis nos
adipdcitos que, com o passar do tempo, perdem a capacidade estocar totalmente
esses lipidios, assim ocorrendo entdo a deposicdo ectépica dos mesmos, atingindo
principalmente 6rgdos como o figado, o pancreas e o coracao (11).

Nos ultimos 30 anos, a prevaléncia da obesidade tem crescido
significativamente em homens e mulheres adultos, principalmente aqueles
residentes em paises desenvolvidos. Contudo, este aumento da prevaléncia ocorreu
principalmente durante a idade reprodutiva (12), um achado preocupante, pois na
literatura cientifica ha diversos estudos que relacionam a ocorréncia de insultos,
como a obesidade materna e/ou paterna, ao maior risco de desenvolvimento de
doencas na prole ao nascimento, na infancia, na adolescéncia e na vida adulta (13—
15). Ademais, dados referentes a estudos clinicos indicam que a obesidade é uma
das doencas que quando acometem a saude das mées tem repercussdoes em sua
prole (16). Para a mae, a obesidade durante a gestacdo aumenta as chances de
diabetes gestacional e pré-eclampsia (17,18), enquanto para o filho ha maior risco



de abortos, além da maior susceptibilidade em desenvolver sindrome metabdlica e
doencas cardiovasculares como a hipertenséo, na vida adulta (19,20).

Essa relagdo entre o bem-estar dos pais e a saude da prole, em periodos
sensiveis do desenvolvimento sdo chamados de “janelas de programacao”, pois €
bastante evidenciado pela literatura cientifica de que insultos que venham a ocorrer
durante estas fases podem comprometer o desenvolvimento de 6rgdos e/ou
sistemas da prole (21,22). Esta relacdo também ¢é chamada de plasticidade
fenotipica e teve sua origem com o estudo de 1986 publicado por David Barker e
Charles Osmond, no qual evidenciaram, por meio de dados epidemiolégicos, que na
Inglaterra e Pais de Gales havia uma relacdo entre o estado nutricional, a
mortalidade infantil e a prevaléncia de isquemia cardiaca (23) e, posteriormente,
também correlacionou o0 baixo peso ao nascer com o0 desenvolvimento de
hipertenséo e outras doencas cardiacas na vida adulta (24).

Os estudos que correlacionaram aspectos nutricionais dos individuos em
fases iniciais do desenvolvimento com o surgimento de fisiopatologias ao decorrer
da vida, culminaram na publicacdo da “Hipotese do Fendtipo Poupador”, que propde
a importancia de um aspecto nutricional de qualidade durante o periodo gestacional
e nos anos inicias de vida, assim garantindo o desenvolvimento saudavel dos 6rgaos
e sistemas. Assim, um ambiente de pior disponibilidade de nutrientes nessa fase
levaria a adaptacg0es fisiologicas que aumentaria as chances de sobrevivéncia neste
ambiente de escassez de nutrientes. Todavia, um ambiente de normalidade ou
sobrecarga de nutrientes, as adaptacdes fisiolégicas originariam patologias, como
por exemplo, a obesidade e o diabetes do tipo 2 (25,26).

Décadas apos a publicacdo dos primeiros trabalhos de Barker, sua hipétese
foi cada vez mais expandida e mais estudos na literatura prosseguiram elucidando a
importancia das janelas de programacdo para a saude do individuo, inclusive
evidenciando que a plasticidade fenotipica pode iniciar desde a formagédo do odcito
até fases mais tardias do desenvolvimento, como a puberdade (Fig. 1). A partir da
ideia de que néo so6 a probabilidade de ocorréncia de doengas, assim como o estado
de saulde do individuo estavam correlacionadas, surgiu-se o termo DOHaD, que
traduzido para o portugués significa “Origens Desenvolvimentistas da Saude e da
Doenga” e hoje se consolida como uma area da ciéncia, possuindo diversos

pesquisadores colaboradores ao redor do mundo (27).
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Figura 1. Efeitos dos insultos perinatais na programacdao de fisiopatologias na
prole. Fonte: Adaptado de Developmental Programming, a Pathway to Disease
(Padmanabhan et. al, 2016).

A epigenética € uma area da ciéncia que estuda alteracdes no fendtipo que
sem que haja mudancas na sequéncia de DNA e que perpetuam nas divisbes
celulares, tantas as meibticas quanto as mitéticas. Dessa forma, durante o
desenvolvimento de um organismo, o DNA contido nas células acumula possiveis
modificacdes estruturais que influenciam na expressdo de genes e, a literatura
cientifica aponta que o estilo de vida, a alimentacéo, o exercicio fisico e a exposi¢cao
a fatores ambientais sdo potenciais fatores que promovem o0 acumulo dessas
modificacdes (28).

Dessa forma, a epigenética possui papel fundamental nos mecanismos que
promovem a plasticidade fenotipica. Insultos que ocorrem durante as janelas de
programacao sdo capazes de causar modificacdes herdaveis na fita do DNA de
modo que irdo resultar em regides da fita mais ou menos condensadas, assim,
alterando a expressdo de genes e consequentemente terdo interferéncia na

expressao de seus produtos, ou seja, podem alterar a quantidade e/ou a



funcionalidade de proteinas, enzimas e RNAs (Fig. 2) (29,30). A acetilacéo,
metilacdo e fosforilacdo de histonas, a metilacdo de regibes de nucleotideos do
DNA, a elevacao das reacdes de ubiquitinagdo e dos sistemas de proteossomas, 0
aumento ou a diminuicdo da expressdo de micro-RNAs, sdo o0s principais

mecanismos pelos quais a epigenética pode atuar (31).

Modificagao nas
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Metilagao do DNA

Enzima:
Histona
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Enzima: Histona .
DNA metiltransferase desacetiltransferase ' mi-RNAs

Figura 2. Principais mecanismos da epigenética. Fonte: Adaptado de Epigenetic
mechanisms underlying cardiac degeneration and regeneration (Chaturvedi et. al
2014).

Além disso, fatores ambientais podem atuar como gatilhos, negativos ou
positivos, para o desencadeamento de mecanismos epigenéticos, como a exposi¢cao
a fumaca de cigarro (32), o contato com disruptores neuroenddécrinos (33,34), o
estresse (35), a pratica de exercicio fisico (36) e o cuidado parental (37).

Estudos em modelos animais evidenciaram que a inducdo da obesidade
materna pela ingestdo de DHC durante a gestacdo esta relacionada com o
surgimento de diversas fisiopatologias em sua prole como sindrome metabdlica,
diabetes do tipo 2, obesidade, remodelamento cardiaco, hipertenséo, disfuncéo
vascular e disfuncdo cognitiva (38—40). Além disso, o modelo de inducédo de
obesidade por superalimentacdo pos-natal por meio da reducéo de ninhada, mostra-



se um bom modelo para avaliar os impactos do sobrepeso e da obesidade infanto-
juvenil e os efeitos na idade adulta. Resisténcia a insulina e a leptina, aumento da
adiposidade corporal, aumento dos sinais orexigénicos no hipotalamo, alteracdo da
expressdo de genes, aumento do estresse oxidativo e da inflamagdo em 6rgdos
como coracao, rins, figado e tecido adiposo sédo os principais efeitos vistos na idade
adulta, causados pela superalimentacdo pos-natal (41-44). Ademais, o sexo dos
conceptos ou neonatos pode atuar como um fator modulador para a programacao
fetal, de modo que as fisiopatologias consequentes do insulto sofrido pela mae
durante as janelas de programacao podem ser amenizadas ou agravadas de acordo
com o sexo da prole (45-49). Outros grupos de pesquisa mostraram que a
obesidade materna por meio de DHC causa alteracdes sexo-especifica de
parametros metabdlicos, como alteragBes a nivel de sistema nervoso central como
disfuncédo hipotalamica e alteracGes a nivel periférica do mecanismo de acdo da
leptina e insulina (45,50,51).

Embora haja na literatura diversas evidéncias que indicam uma relacao entre
a obesidade materna e o desenvolvimento de fisiopatologias em sua prole durante a
idade adulta, pouco se conhece sobre como o sexo da prole pode influenciar nos
efeitos fisiopatologicos acarretados pelo ambiente obesogénico durante a gestacao.
Com isso, 0 presente estudo visa permitir uma melhor compreensdo dos
mecanismos envolvidos no desenvolvimento dos efeitos fisiopatol6gicos sobre o
metabolismo da prole de machos e fémeas concebidas por ratas submetidas a
superalimentacdo poés-natal, durante a vida adulta. Além disso, o presente estudo
visa contribuir para o desenvolvimento de futuras intervencdes que envolvam a
prevencao, controle e praticas terapéuticas capazes de amenizar a problematica do
crescente numero de pessoas acometidas com essas fisiopatologias.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos da superalimentacao pos-natal materna sobre parametros

metabdlicos em sua prole na idade adulta.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar na prole de ambos 0s sexos de ratas submetidas a superalimentacao pos-

natal:

e Aingestao alimentar, a evolugéo do peso corporal, a adiposidade visceral e

subcutanea;

e As alteragBes morfolégicas no pancreas, tais como, aumento da area das

ilhotas pancreaticas;

e A expressao proteica das proteinas/enzimas da via da insulina: IR, IRS-1,
IRS-2, PI3K, AKT no hipotalamo, por meio de western blot.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MODELO ANIMAL E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo foi conduzido seguindo as normativas e regimentos
norteados pelos Principios Eticos da Experimentacdo Animal, determinados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), pela Lei
11.794/08 e pelo Decreto 6.899/09, mediante aprovacio pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais da UFG (CEUA/UFG) de n° 043/2017.

Ratos Wistar machos e fémeas (geragao FO) com 60-70 dias de idade (200 —
250 g) originados do Biotério Central da Universidade Federal de Goias (UFG) foram
acomodados no biotério setorial do Departamento de Ciéncias Fisiologicas (DCIiF)
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), UFG - Campus Samambaia, Goiania, GO.
Durante todo o periodo experimental os animais foram alocados em caixas de
polipropileno (45 x 30 x 15 cm) sob condi¢cdes controladas de luminosidade [12 h
claro-escuro (06:00-18:00 h)] e temperatura (22 + 2° C) com acesso de agua e racao
a vontade (Nuvilab, Colombo, Parand, Brasil).

Apés uma semana de adaptacdo, os animais foram submetidos ao
cruzamento na proporcdo de duas fémeas (n = 22) para um macho (n = 11).
Constatada a prenhez pela presenca de espermatozoides em laminas de lavado
vaginal, as fémeas foram alocadas em caixas individuais de polipropileno (45 x 30 x
15 cm) sob as mesmas condi¢des descritas anteriormente.

No terceiro dia ap0s o nascimento da primeira geracdo (F1), 11 fémeas
tiveram suas ninhadas reduzidas a trés filhotes fémeas cada mae, constituindo o
grupo reducdo de ninhada (small litter — SL), as outras 11 ratas tiveram suas
ninhadas padronizada para 9 filhotes fémeas, constituindo assim o grupo controle
(normal litter — NL). Os filhotes excedentes foram submetidos a eutanasia por
decapitacdo. ApOs o desmame, aos 21 dias de vida da prole, as fémeas da geracao
FO foram anestesiadas com tiopental sodico (45 mg/kg, IP, Thiopentax®, Cristalia,
Itapira, Sao Paulo, Brasil) e submetidas a eutanasia. As fémeas oriundas das proles
(F1) foram alocadas em caixas de polipropileno (3 ratas/caixa) e, aos 70 dias de

idade foram submetidas ao acasalamento na proporcédo de duas fémeas para cada



macho (todos os machos que foram utilizados foram nédo obesos, ndo foram usados
ratos da mesma ninhada das fémeas para evitar consanguinidade “efeito ninhada”).

Apébs o nascimento da segunda geracdo (F2), as proles foram padronizadas
para seis filhotes (3 machos e 3 fémeas) por ninhada. Os neonatos excedentes
foram submetidos a eutanasia por decapitacdo. Depois do desmame da F2, suas
maes (geracdo F1) foram anestesiadas com tiopental sodico (45 mg/kg, IP,
Thiopentax®, Cristélia, Itapira, S&o Paulo, Brasil) para realizacdo da eutanasia. As
ninhadas foram divididas em caixas de polipropileno (3 animais do mesmo
sexo/caixa), originando o0s seguintes grupos experimentais: filhotes machos e
fémeas vindos de mées controles (NLO — normal litter offspring) e filhotes machos e
fémeas vindo de maes obesas (SLO - small litter offspring) (Fig. 3). Apés a
separacdo dos grupos experimentais, a afericdo da massa corporal e do consumo
alimentar foi realizada semanalmente até o dia da eutanasia.

Ninhada
Reduzida

Machos SLO
Fémeas SLO

Geracéo F1 Geragéo F2
PN3

PN7O g PN1 gy e PN s PN70 gy PN1 gy PN21 pammm PN120 4
Acasalamento Nascimento u:lm:::a Desmame Acasalamento Nascimento Desmame Eutanasia

" Geragéo FO Geracéo F1 Geragéo F2
Ninhada

Controle

Figura 3. Delineamento experimental. Primeira geracdo (F1); segunda geracao
(F2); dia pés-natal (PN). Fonte: O autor.

3.2 EUTANASIA E COLETA DE ORGAOS

A eutanasia dos animais (n = 10 animais de diferentes ninhadas por grupo) foi
realizada aos 120 dias de vida. Submetidos a um jejum de 12 horas, 0s animais
foram anestesiados previamente com tiopental sédico (45 mg/kg, IP, Thiopentax®,
Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil) associado ao anestésico local Lidocaina (1

mg/kg de massa corporal, i.p; Cristdlia, Sdo Paulo, Brasil) para realizacdo da



eutanasia por exsanguinacdo, com coleta de sangue por puncdo venosa da veia
cava com seringa previamente heparinizada (Hepamax, Blau Farmacéutica, Cotia,
SP, Brasil). As amostras de sangue foram centrifugadas durante 15 minutos a 7000
rpm para separacdo do plasma. Logo apos, o plasma foi coletado e armazenado em
um freezer a -80 °C para posterior realizacdo das dosagens bioquimicas.

Em seguida, o hipotalamo foi coletado e armazenado no freezer a -80°C para
futuras analises moleculares. Paralelamente, o figado, pancreas, tecido adiposo
branco (inguinal, retroperitoneal, perigonadal e mesentérico) e tecido adiposo
marrom tiveram suas massas aferidas em uma balanca analitica. Amostras de
pancreas foram fixadas em formol 10% para analises morfoldgicas. A tibia direita foi

medida apoés a retirada do platé tibial, por meio de um paquimetro de preciséo.

3.2 ANALISES BIOQUIMICAS

Os niveis plasmaticos de glicose e triglicérides foram quantificados por
espectrofotometria (Analisador Bioquimico Semiautomatico, BIO 200FL, Bio Plus®,
Sdo Paulo, Brasil), por meio da utlizagdo dos kits comerciais enzimatico-
colorimétricos (Bioclin — Quibasa Quimica Basica, Belo Horizonte, Brasil), seguindo

as informacdes do fabricante, com os resultados expressos em mg/dl.

3.3 ANALISES HISTOLOGICAS

Amostras de pancreas (n = 6 animais de diferentes ninhadas por grupo) foram
fixadas em solugdo de formol a 10% e subsequentemente desidratadas em
concentracdes crescentes de alcool (70-100%), diafanizadas em xilol, e incluidas em
parafina histologica (Histopar, Easypath, Sdo Paulo, Brasil). Em seguida, foram
feitos cortes nao seriados de 6 ym de espessura em um microtomo (RM2245, Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany), com os cortes depositados sobre laminas de vidro
e secos em estufa a 37°C, para que, em seguida, fosse realizada a coloracdo por
hematoxilina e eosina para avaliagdo morfologica dos tecidos.

Imagens digitalizadas (TIFF 24-bit color, 2560 x 1920 pixels) das laminas de
pancreas montadas (n = 6 animais de diferentes ninhadas por grupo) foram obtidas
no microscopio de luz (DM500, Leica Microsystems®, Wetzlar, Alemanha) acoplado

a uma camera digital (ICC50 HD, Leica Microsystems®, Wetzlar, Alemanha). A partir



do aumento de 40x, obteve-se 35 imagens digitalizadas de ilhotas pancreaticas por
lamina. A afericdo da area da ilhota foi realizada por meio do software ICY (Institut

Pasteur & France-Biolmaging, Paris, Franga).

3.4 WESTERN BLOT

Amostras de hipotalamo (n = 6 animais de diferentes ninhadas por grupo)
foram homogeneizadas em tampéao (Triton-X- 100 1%, Tris 100 mM (pH 7,4),
pirofosfato de s6dio 100 mM, fluoreto de sédio 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato
de sodio 10 mM, PMSF 2 mM e aprotinina 0,01 mg/ml) com homogeneizador
Polytron PTA 20S (Brinkmann Instruments) a 4° C. O extrato tecidual foi centrifugado
a 12000 rpm a 4° C por 20 min para a remocdo do material insolivel. Apos a
centrifugacdo, foi quantificado o conteudo proteico total através do método de
Bradford com kit (BIO-RAD®, Hercules, CA, USA). Em seguida, as amostras foram
desnaturadas em tampéao TRIS-HCI (50 mM, pH 6,8, SDS 1%, 2-mercaptoetanol 5%,
Glicerol 10%, azul de bromofenol 0,001%) e aquecidas a 95° C por 5 min. Aliquotas
de 20 ug de proteinas de cada amostra foram submetidas a corrida por eletroforese
em gel de poliacrilamida. Em cada gel havia um marcador de peso molecular com
bandas de valores determinados (Precision Plus Protein Standards, BIO-RAD®,
Hercules, CA, USA). As proteinas separadas no gel foram transferidas para
membranas de nitrocelulose (GE®, Little Chalfont, Berckinghamshire, UK), através
de um sistema de transferéncia Trans-Blot® TurboTM (BIO-RAD®, Hercules, CA,
USA). Para bloquear sitios de ligacdes inespecificas as membranas foram
incubadas com uma solucéao blogueadora (leite desnatado Molico® 5%, Tris 10 mM,
NaCl 150 mM e Tween 20 0,02%) por 1 h em temperatura ambiente.
Posteriormente, as membranas foram incubadas com anticorpos primarios
especificos (Tabela 1). Essas incubagfes foram feitas com solugdo bloqueadora
(0,3% de BSA) overnight a 4° C. Posteriormente, as membranas foram lavadas com
TBST 3X por 5 min e incubadas com o anticorpo secundario especifico (Tabela 1)
conjugado com peroxidase por 1 h e reveladas com solugéo para deteccédo por
guimiluminescéncia (NOVEX® ECL, Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA). A
guimiluminescéncia foi detectada e as imagens capturadas pelo sistema de imagens
Chemi-DocTM MP System (BIO-RAD®, Hercules, CA, USA). A intensidade das

bandas foi quantificada por densitometria Optica utilizando o software ImageJ 1.34s



(Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MS, USA). Todas as

proteinas foram normalizadas tomando como referéncia a proteina GAPDH.

Tabela 1. Lista de anticorpos com fabricantes, fonte e fator de diluigao.

Anticorpo Fabricante e n° do catalogo Fonte Diluicéo

Anti-AKT Cell Signaling, MA, EUA (9272S) Rabbit polyclonal  1:500

Anti-pAKT Santa Cruz, CA, EUA (SC-33437) Rabbit polyclonal  1:200

Anti-IRB Santa Cruz, CA, EUA (SC-711) Rabbit polyclonal  1:500
Anti-IRS-2 Santa Cruz, CA, EUA (SC-8299) Rabbit polyclonal  1:500
Anti-PI3K Cell Signaling, MA, USA (4292) Rabbit polyclonal  1:500

Anti-GAPDH Santa Cruz, CA, USA (SC-25778) Rabbit polyclonal  1:500

Anti-Rabbit IgG- Santa Cruz, CA, USA (SC-2004) Goat 1:1000
HRP

Anti-Mouse IgG-  Santa Cruz, CA, USA (SC-2005) Goat 1:1000
HRP

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média £ o erro padrdo da média (M £
EPM). Para a comparacdo dos efeitos da superalimentacdo pds-natal na massa
corporal e ingestdo alimentar durante o periodo experimental, foi utilizada a Analise
de Variancia de duas vias, seguida do pOs-teste de Sidak, com o nivel de
significancia estabelecido em p<0,05. Para as demais comparac¢fes foi utilizado o
teste t-student com o nivel de significancia estabelecido em p<0,05. Para as analises
e representacdo grafica foi utilizado o software GraphPad Prism® versdo 6
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).



4. RESULTADOS

4.1 EFEITOS DA SUPERALIMENTACAO POS-NATAL MATERNA (F1) SOBRE A
MASSA CORPORAL E INGESTAO ALIMENTAR DA PROLE (F2)

A superalimentacdo pos-natal ocasionada por meio da reducéo de ninhada na
F1 foi capaz de causar alteragcbes no ganho de massa corporal e na ingestao
alimentar na geragao F2. Dessa forma, os filhotes machos e fémeas pertencentes ao
grupo SLO apresentaram maior massa corporal (p<0.05 e p<0.005 respectivamente)
em relacdo ao grupo controle a partir do sétimo dia de vida (PN7), quadro que
permaneceu até o vigésimo primeiro dia de vida (PN21) (p<0.0001), ou seja, até o
desmame (Fig. 4A e 4C). Embora no PN28 ndo houve diferenca na massa corporal
de ambos filhotes machos e fémeas SLO, a partir da semana seguinte (PN35),
guando comparados aos seus respectivos grupos NLO, os filhotes machos e fémeas
de maes obesas apresentaram maior massa corporal (p<0.05 e p<0.005
respectivamente) persistindo até o final do periodo experimental (PN120) (p<0.0001)
(Fig. 4B e D).
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Figura 4. Efeito da superalimentacdo pés-natal materna (F1) sobre a evolucao
da massa corporal dos filhotes (F2) machos e fémeas durante o periodo
experimental. Curva da massa corporal, antes (A e C) e apdés o desmame (B e D)
até os 120 dias de vida. Dados expressos em Média £+ EPM. Anadlise de Variancia
em duas vias foi utilizada, seguida do poOs-teste de Sidak. *p<0,05; **p<0,01;
****n<0,0001 vs NLO.

Além disso, a partir dos 45 dias de vida, ambas proles F2 de machos e
fémeas do grupo SLO tiveram maior ingestdo alimentar quando comparados aos
seus respectivos grupos NLO, o que permaneceu até os 120 dias de vida (Fig. 5A e
B), resultando em uma area sob a curva maior (machos NLO 237,5 £ 2,750 vs SLO
286,4 + 2,246, p = 0,0002; fémeas NLO 212,2 + 1,500 vs SLO 254,3 + 3,604, p =
0,0031) dos filhotes machos e fémeas SLO quando aos filhotes machos e fémeas
NLO (Fig. 5C).
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Figura 5. Efeito da superalimentacdo pos-natal materna (F1) sobre a ingestéo
alimentar dos filhotes (F2) machos e fémeas durante o periodo experimental.
Ingestdo alimentar ap6s o desmame da prole de machos (A), fémeas (B) e sua
respectiva area sob a curva (C). Dados expressos em Média + EPM. Andlise de
Variancia em duas vias foi utilizada, seguida do pés-teste de Sidak. *p<0,05 vs NLO.
Teste t-student foi utilizado. ##p<0,01; ###p<0,001 vs NLO.

4.2 EFEITOS DA SUPERALIMENTACAO POS-NATAL MATERNA (F1) SOB
PARAMETROS BIOQUIMICOS DA PROLE (F2)

Na vida adulta, os filhotes machos do grupo SLO apresentaram alteragéo das
concentracfes plasméticas de glicose (NLO 85,47 + 2,442 mg/dL vs SLO 99,47 +
5,656 mg/dl; p=0,0204; Fig. 6 A) e triglicérides (NLO 39,94 + 6,221 mg/dL vs SLO
47,48 £ 7,896 mg/dl; p=0,0320; Fig. 6 B). No entanto, nos grupos experimentais das
fémeas, ndo houve diferenca significativa na concentracdo plasméatica de glicose
(NLO 91,55 + 2,112 mg/dL vs SLO 93,62 + 2,606 mg/dl; p=0,5304; Fig. 6 A) nem na
de triglicérides (NLO 39,52 + 8,912 mg/dL vs SLO 42,36 + 2,116 mg/dl; p=0,5454;
Fig. 6 B).
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Figura 6. Efeito da superalimentacdo poés-natal materna (F1) sobre a
concentracao plasmética de glicose e triglicérides dos filhotes (F2) machos e
fémeas durante o periodo experimental. Concentracdo plasmatica de (A) glicose e
(B) triglicérides. Dados expressos em Média + EPM. Teste t-student foi utilizado.
*p<0,05 vs NLO.

4.3 EFEITOS DA SUPERALIMENTACAO POS-NATAL MATERNA (F1) SOB
PARAMETROS HISTOMORFOLOGICOS DA PROLE (F2)

Aos 120 dias de vida, ambas as proles de machos e fémeas SLO
apresentaram um aumento do tecido adiposo branco retroperitoneal (machos NLO
0,4799 + 0,0501 g/cm vs SLO 1,002 + 0,1486 g/cm, p = 0,0076; fémeas NLO 0,3565
+ 0,0230 g/cm vs SLO 0,5070 + 0,0371 g/cm, p = 0,0063), mesentérico (machos
NLO 0,2709 + 0,0271 g/cm vs SLO 0,6774 + 0,0669 g/cm, p = 0,0002; fémeas NLO
0,3151 + 0,0202 g/cm vs SLO 0,4576 + 0,0261 g/cm, p = 0,0015) e gonadal (machos
NLO 0,5052 + 0,0806 g/cm vs SLO 0,9600 + 0,1152 g/cm, p = 0,0089; fémeas NLO
0,3049 £ 0,0075 g/cm vs SLO 0,7524 + 0,1680 g/cm, p = 0,0238) (Fig. 7 A-C). No
entanto, houve aumento do tecido adiposo branco inguinal apenas na F2 de
machos, de modo que a prole de fémeas ndo apresentou alteracdo neste parametro
(machos NLO 0,2567 + 0,0114 g/cm vs SLO 0,4851 = 0,0710 g/cm, p = 0,0100;
fémeas NLO 0,2135 + 0,0239 g/cm vs SLO 0,2245 + 0,0364 g/cm, p = 0,8054) (Fig.
7 D). Além disso, a superalimentagdo pos-natal materna néo alterou a massa do

tecido adiposo marrom entre 0s grupos experimentais (machos NLO 0,0545 +



0,0032 g/cm vs SLO 0,0559 + 0,0047 g/cm, p = 0,8180; fémeas NLO 0,0465 +
0,0033 g/cm vs SLO 0,0569 + 0,0052 g/cm, p = 0,1224) (Fig. 7 E).

A Tecido Adiposo Branco B Tecido Adiposo Branco C Tecido Adiposo Branco
Retroperitoneal Mesentérica Gonadal
B Machos Fémeas B Machos Fémeas B Machos Fémeas
S 157 S 1.0q S 157
2 = =
< S 0.8 *kk Rt
g 10 = =
~E 1.01 - -
g © g « 0.6 g ©
0 n =]
T O [ e) [ e)
=t 5. =204 s 2
o 05 ) [}
E E 0.2 £
Q. Q Qo
£ oo £ 0.0/ £ ool
O NLO SLO NLO SLO O NLO SLO NLO SLO O NLO SLO NLO SLO

D Tecido Adiposo Branco E
Inguinal Tecido Adiposo Marrom
€ Machos Fémeas = Machos Fémeas
< 0.87 § 0.10;
2] E
p =
a g 0.084
-E _2
S« m: .06
n © 2o
© E T O
= = s %
£ E
= s
IS £
g YY S 0.00-
o NLO SLO NLO SLO o NLO SLO NLO SLO

Figura 7. Efeito da superalimentacdo pds-natal materna (F1) sobre morfologia
do tecido adiposo branco e marrom de filhotes (F2) machos e fémeas aos 120
dias de vida. Massa dos tecidos adiposos branco retroperitoneal (A), mesentérico
(B), inguinal (C), gonadal (D) e do tecido adiposo marrom (E); os valores foram
relativizados pelo comprimento da tibia. Dados expressos em Média + EPM. Teste t-
student foi utilizado. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs NLO.

Além disso, a superalimentacdo pds-natal materna foi capaz de causar o
aumento da massa do pancreas (machos NLO 0,1998 + 0,0083 g/cm vs SLO 0,2268
+ 0,0072 g/cm, p = 0,0345; fémeas NLO 0,1592 + 0,0091 g/cm vs SLO 0,1932 +
0,0096 g/cm, p = 0,0228) de ambas proles de machos e fémeas SLO quando
comparados aos grupos NLO (Fig. 8 A). Ademais, as analises histologicas
evidenciaram que o aumento na massa do pancreas foi acompanhado pelo aumento
da &rea da ilhota pancreatica, de modo que ambos os grupos de filhotes de machos
e fémeas SLO tiveram o0 aumento da area da ilhota pancreatica (machos NLO
18.549 + 951,3 um? vs SLO 27.864 + 2.007 um?, p = 0,0018; fémeas NLO 16.729 +



997.9 um? vs SLO 25.158 + 1.868 um?, p = 0,0018) quando comparados aos seus

respectivos grupos controles (Fig 8B e 8C).
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Figura 8. Efeito da superalimentacdo pds-natal materna (F1) sobre a massa do
pancreas e a area das ilhotas pancreaticas de filhotes (F2) machos e fémeas
aos 120 dias de vida. Massa do pancreas (A) e avaliagdo histologica da area da
ilhota pancreédtica, com as medidas da area da ilhota pancreatica (B) e as
fotomicrografias representativas aumento de 400x barra de escala representa 50um
(C). Dados expressos em Média + EPM. Teste t-student foi utilizado. *p<0,05;
**p<0,01 vs NLO.

4.3 EFEITOS DA SUPERALIMENTACAO POS-NATAL MATERNA (F1) SOB A
EXPRESSAO PROTEICA DA VIA DA INSULINA NO HIPOTALAMO DA PROLE (F2)

As andlises de western blot revelaram os efeitos da superalimentacdo pos-
natal materna sobre a expressao de proteinas da via de sinalizacdo da insulina no
hipotalamo de sua prole. Ambos grupos de filhotes machos e fémeas do grupo SLO

nao apresentaram alteracdo na expressao das proteinas IR-f (machos NLO 100,0 £



11,21 % vs SLO 115,1 + 18,06 %, p = 0,2051; fémeas NLO 100,0 + 11,42 % vs SLO
112,3 £ 36,60 %, p = 0,5427) e IRS-2 (machos NLO 100,0 + 21,38 % vs SLO 114,1 +
30,75 %, p = 0,5028; fémeas NLO 100,0 £ 55,08 % vs SLO 112,3 £ 23,78 %, p =
0,4883) quando comparadas com seus respectivos grupos controle (Fig. 9 A e B).
Todavia, a proteina PI3K teve sua expressao reduzida somente entre oS grupos
experimentais dos filhotes machos (machos NLO 100,0 + 26,93 % vs SLO 55,30 *
11,42 %, p = 0,0223; fémeas NLO 100,0 + 40,64 % vs SLO 90,56 + 31,80 %, p =
0,7244) quando comparados aos seus respectivos controles, nao havendo

diferencas significativas nos grupos de fémeas (Fig. 9 C).
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Figura 9. Efeito da superalimentacdo p6s-natal materna (F1) sobre a expressao

de sinalizadores da via da insulina no hipotalamo de filhotes (F2) machos e
fémeas aos 120 dias de vida. Expressao proteica do IR-B (A), IRS-2 (B) e PI3K (C)
no hipotalamo. Imagens representativas dos imunoblots abaixo dos graficos. Dados

expressos em Média + EPM. Teste t-student foi utilizado. *p<0,05 vs NLO.

Além disso, as analises moleculares revelaram que a superalimentacédo pos-
natal materna nao foi capaz de alterar a expressao da AKT total (machos NLO 100,0
+ 16,25 % vs SLO 103,1 + 8,438 %, p = 0,7227; fémeas NLO 100,0 + 17,38 % vs
SLO 95,84 + 5,894 %, p = 0,6272) nem da p-AKT (machos NLO 100,0 £ 11,83% vs



SLO 88,92 + 7,164 %, p = 0,1426; fémeas NLO 100,0 + 26,73 % vs SLO 92,55 +
18,81 %, p = 0,6375), em ambos os filhotes machos e fémeas (Fig. 10 A e B).
Contudo, houve uma diminuigdo da razdo p-AKT/AKT (machos NLO 100,0 + 14,18
% vs SLO 81,33 £ 8,061 %, p = 0,0310; fémeas NLO 100,0 + 10,34 % vs SLO 97,39
+ 15,90 %, p = 0,7864) somente nos filhotes machos quando comparados aos seus
respectivos grupos controle, ndo havendo diferencas significativas entre 0os grupos

experimentais das fémeas (Fig. 10 C)
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Figura 10. Efeito da superalimentacdo pés-natal materna (F1) sobre a

expressdo de sinalizadores da via da insulina no hipotdlamo de filhotes (F2)
machos e fémeas aos 120 dias de vida. Expresséao proteica da AKT (A), p-AKT (B)
e a razdo entre p-AKT e AKT (C) no hipotalamo. Imagens representativas das
imunoblots abaixo dos graficos. Dados expressos em Média + EPM. Teste t-student
foi utilizado. *p<0,05 vs NLO.



5. DISCUSSAO

A superalimentacdo pés-natal € um modelo bem estabelecido para o estudo
dos efeitos do ganho de peso ao longo da vida, que culmina em sobrepeso e
obesidade, acompanhado pelo desenvolvimento de outras fisiopatologias como a
sindrome metabdlica e doencas cardiovasculares. Modelos experimentais que foram
submetidos a superalimentacdo pods-natal possuem massa corporal aumentada
antes e apos o desmame, sao hiperfagicos, possuem maior adiposidade corporal e
disfuncéo cardiovascular, desde idades jovens até a idade adulta (41). Contudo,
ainda nao € bem elucidado na literatura cientifica se a prole concebida de animais
fémeas que foram submetidas a superalimentacdo pos-natal podem programar as
proximas geragfes a desenvolverem as mesmas condi¢des fisiopatoldgicas vistas
na geracao anterior e se, essas condi¢cdes sdo moduladas pelo sexo da prole. Desta
forma, o presente estudo demonstrou, pela primeira vez, que a prole de ratas
submetidas a superalimentacdo pos-natal, independente do sexo, tiveram aumento
da massa corporal antes e ap6s o desmame, quadro que perdurou até a fase adulta,
aos 120 dias de vida.

De maneira semelhante, nosso grupo de pesquisa demonstrou em trabalho
anterior, que ambos os filhotes machos e fémeas de ratas submetidas a
superalimentacado pos-natal séo hiperfagicos, pois aumentam tanto a ingesta de leite
materno quanto a ingesta de racdo ap6s o desmame (52). A reducdo de ninhada
aumenta a massa corporal, pois ao diminuir a competicdo entre os filhotes para se
alimentarem, proporcionam a eles acesso a uma maior quantidade de alimento logo
nos primeiros dias de vida. Além disso, ja foi evidenciado que o modelo de
superalimentacdo pos-natal é capaz de alterar a composicdo do leite materno,
aumentando a quantidade de lipidios e, consequentemente, o teor calérico, que, por
sua vez, pode estar contribuindo com o ganho de massa e adiposidade corporal,
além dos quadros de hiperinsulinemia e hiperleptinemia da prole (53,54).

Na vida adulta, ambas proles machos e fémeas tiveram aumento significativo
da adiposidade corporal, o que vai de encontro com outros estudos que
demonstraram que a obesidade materna foi capaz de induzir o fenétipo obeso tanto
em filhotes machos (55) quanto em fémeas (56). Somente a prole macho de maes
obesas apresentaram aumento do tecido adiposo inguinal, o que ja foi observado em

outros estudos, onde a prole de fémeas de mées alimentadas com DHC nao



apresentou aumento do tecido adiposo branco peri-renal e, controversamente com
nossos resultados, nem do gonadal (57).

A superalimentacdo pds-natal ndo alterou significativamente a massa de
tecido adiposo marrom na prole de ambos 0s sexos na vida adulta corroborando
com um estudo prévio o qual nem a privacdo nutricional nem a superalimentacéo
pos-natal foram capazes de alterar a massa do tecido adiposo marrom (58). No
entanto, estudos em que a obesidade materna foi induzida por dieta hiperlipidica,
houve o0 aumento da deposicao lipidica no tecido adiposo marrom tanto na prole de
machos quanto na de fémeas (59). Embora ndo avaliado neste estudo, a
hiperinsulinemia e hiperleptinemia sao fenétipos encontrados por diversos estudos
na literatura (60—62), de modo que o desbalanco entre a acdo destes hormonios
esta relacionado com o ganho de massa corporal e adiposidade pelos animais
durante o periodo experimental (15,63). Ademais, a lipdlise no tecido adiposo branco
também sofre modulacao hipotalamica, por meio da atividade autonémica simpatica,
de modo que o receptor beta-adrenérgico promove a lipdlise e o receptor alfa-2-
adrenérgico que a inibe. Alteracbes no equilibrio desses neurotransmissores
juntamente com as alteracBes epigenéticas no proprio tecido adiposo tem sido
apontado como potenciais fatores que promovem a adipogénese, lipogénese e
diminuicdo da lipdlise e da termogénese, portanto, promovendo o aumento da
adiposidade corporal (64,65).

Ambas as proles machos e fémeas (F2) das ratas submetidas a
superalimentacdo pés-natal apresentaram aumento da massa do pancreas quando
comparados aos seus respectivos grupos controle e, este aumento foi acompanhado
também pelo aumento da é&rea das ilhotas pancredticas, evidenciando um
remodelamento do pancreas endécrino na idade adulta. Além do aumento da area
também foi observado mudancas estruturais dessas ilhotas. Em geral, ilhotas
pancreaticas apresentam certa regularidade morfol6gica com formato tipicamente
esférico, como pode ser claramente observado nos animais dos grupos NLO. Por
outro lado, as ilhotas dos filhotes SLO machos e fémeas apresentam formatos
irregulares. Alteracdes morfoldgicas do pancreas endocrino tém sido relatadas em
outros estudos (66,67). Foi observado em geragdes F1 e F2 em machos concebidos
por camundongas com obesidade pré-gestacional induzida por dieta hiperlipidica
aumento da massa pancreatica, do diametro da ilhota pancreatica e da massa das

células alfa e beta (68). Além disso, outro estudo observou que o consumo de uma



dieta hiperlipidica durante toda a gestacdo e lactacdo promoveu efeitos que se
distinguiram de acordo com o sexo da prole, de modo que, enquanto a prole fémea
obteve respostas como o0 aumento da densidade mitocondrial, aumento da
expressdo do receptor ER-a e a diminuigdo da expresséo de fatores pré-apoptoticos
nas ilhotas pancreaticas, a prole de machos apresentou diminuicdo da atividade
mitocondrial e aumento da expresséo de fatores pro-apoptoticos (69).

No hipotdlamo, a insulina e a leptina possuem um crosstalk entre as suas
vias, de modo que mensageiros secundarios como as proteinas da familia dos
substratos do receptor de insulina (IRS), o fosfoinositidil-3-fosfato (P13K) e a proteina
kinase B (AKT) participam das vias de acdo de ambos horménios, de modo a
promover saciedade e reacdes anabdlicas no metabolismo. Ao investigar a via da
insulina no hipotadlamo, verificou-se que, a superalimentacdo pos-natal materna nao
foi capaz de alterar a expressao da subunidade beta do receptor de insulina (IR-B)
nem do substrato do receptor da insulina do tipo 2 (IRS-2) em ambas as proles de
machos e fémeas na vida adulta. Contudo, somente os filhotes machos
apresentaram reducdo na expressdao da PI3K e na razdo p-AKT/AKT, o que
evidencia uma possivel desregulacdo da via da insulina a nivel central sexo-
especifica. Corroborando com estes resultados, uma DHC foi capaz de reduzir a
expressao de IR-B, PI3K, e AKT, assim como alterar a expressdo dos neuropeptidios
NPY e POMC no hipotalamo (70).

Embora ndo avaliado demais mensageiros secundarios, a participacdo da
PI3K e da AKT na via da leptina e o fato destes terem sua expressao diminuidas,
sugere uma possivel desregulacdo também da via da leptina, o que culmina na
desregulacéo dos efeitos de saciedade e corroboraria com a hiperfagia encontrada
na prole de machos e fémeas de maes submetidas a superalimentacdo pés-natal.

Apesar da superalimentacdo pds-natal materna nao ter sido capaz de alterar
a expressdo dos mensageiros secundarios avaliados a nivel hipotalamico, outros
autores também encontraram que apenas os filhotes machos concebidos por maes
submetidas a DHC tiveram alteragcfes hipotalamicas, evidenciando respostas sexo-
especificas (71,72). Com base nisso, outros mensageiros e vias precisam ser
melhores estudados para elucidar quais 0s possiveis mecanismos envolvidos na

ocorréncia dos fenétipos da prole de fémeas.



6. CONCLUSAO

Com base nos resultados encontrados, a superalimentacdo pos-natal materna
foi capaz de promover hiperfagia que foi acompanhado pelo ganho de massa e
adiposidade corporal em ambas proles de machos e fémeas até a vida adulta. Além
disso, houve alteracdo do perfil bioquimico apenas dos filhotes machos,
apresentando elevagcdo dos niveis plasmaticos de glicose e triglicérides. Além do
mais, houve aumento da massa pancreatica e da area da ilhota pancreética nas
proles machos e fémeas. Contudo, apenas os filhotes machos apresentaram
reducdo na expressdo de mensageiros secundarios, AKT e PI3K, no hipotalamo,
sugerindo uma possivel desregulacdo sexo-especifica das vias da insulina e leptina
centralmente.

Estudos futuros ainda se mostram relevantes para melhor compreensao das
vias moleculares envolvidas na sinalizacdo da insulina e leptina, assim como no
remodelamento das ilhotas pancreaticas e se hd mecanismos distintos entre as

respostas de machos e fémeas.
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