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RESUMO

A obesidade € precursora de co-morbidades como o Diabetes Mellitus tipo
2 e doengas vasculares. Estudos demonstram que a composi¢do da dieta
materna durante a gestacdao pode modular o metabolismo da prole,
promovendo um ajuste funcional conhecido como imprint metabdlico,
predispondo a prole ao ganho de peso e resisténcia da insulina (RIl). A RI
esta diretamente relacionada com a adiposidade e com o0 aumento no nivel
de citocinas pré-inflamatérias no sangue. Estas citocinas sao responsaveis
pela ativacdo de serina-quinases que podem promover a reducao do sinal
intracelular. Considerando que o hipotdlamo desempenha importante
funcdo no controle da homeostase energética e do metabolismo periférico,
a alteracao na expressao e ativacao de proteinas chave neste tecido pode
trazer consequéncias importantes para o organismo. Desta maneira, o
presente estudo avaliou proteinas hipotalamicas e hepaticas que possam
ser moduladas pelo uso materno de dieta rica em gordura animal. Para isso
foram utilizadas proles de camundongos fémeas que fizeram uso de dieta
rica em gordura (grupo HN) ou dieta padrao (grupo NN) durante o periodo
de gestacao e lactacdao e com idade de 4 e 12 semanas (4S e 12S) de vida.
Inicialmente foram avaliados o ganho de peso, massa adiposa, a tolerancia
a glicose, os niveis séricos de insulina e citocinas pré-inflamatorias, a
deposicao hepatica de gordura por histologia e o conteudo de triglicérides
hepaticos. As alteracbes metabdlicas relacionadas a manutencdo da
homeostase glicémica e do balanco energético foram avaliadas pela analise
do conteudo e/ou ativacdo das proteinas JNK, IKK, NFKB, AKT, IR, IRS1,
IRS2, ACC, FAS, AMPK, PEPCK e HSL nos tecidos hepatico, hipotalamico
e adiposo utilizando a técnica de Western Blot. A prole das fémeas tratadas
com a dieta especial apresentou maior ganho de peso e massa adiposa
epididimal, menor tolerancia a glicose, maior deposicdao hepatica de
gordura no figado e maiores niveis de triglicérides hepaticos (4 e 12S9),
maiores niveis sanguineos de insulina, TNFa, IL1B (12S). As serina



quinases JNK e iKK estavam mais fosforiladas no figado (4 e 12S) e
hipotalamo (4S). A proteina NFKB estava mais presente no grupo HN em
ambos os tecidos (4S). A proteina AKT apresentou menor fosforilacao apds
estimulo com insulina no hipotdlamo (4S) e figado do grupo HN, bem como
o IR, IRS1T e 2 (12S). A proteina PEPCK foi encontrada em maior
quantidade no figado dos animais HN (12S), A proteina FAS foi encontrada
em maiores niveis no figado dos animais HN (4S), entretanto o inverso foi
observado na idade de 12 semanas. A enzima HSL estava menos
fosforilada no tecido adiposo do grupo HN (12s). A proteina ACC hepatica
do grupo HN estava menos fosforilada em seu estado basal nos dois
periodos, no hipotadlamo a fosforilagdo da ACC nao foi diferente do grupo
NN (4s). O grupo HN apresentou menor desfosforilacdo da AMPK por
estimulo de insulina. A partir destes resultados observamos que a nutricéao
hiperlipidica pré-natal foi capaz de influenciar negativamente a homeostase
glicémica da prole, aléem de modular as vias lipogénicas e o controle do
balanco energético.
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ABSTRACT

Obesity is a condition that preceeds co-morbidities as type 2 Diabetes
Mellitus and vascular diseases. Studies demonstrate that the composition of
the maternal diet during gestation can modulate offspring’s metabolism,
leading to a functional adjustment known as metabolic imprint, which
predisposes the offspring to weight gain and insulin resistance (IR). IR is
directly related to adiposity and the blood level of pro-inflammatory
cytokines. These cytokines are responsible for the activation of serine-
kinases that can promote a reduction of the intracellular signal. Considering
that the hypothalamus plays an important role on the control of energetic
homeostasis and peripheral metabolism, the alteration on the expression
and activation of key proteins in this tissue may lead to important
consequences to the organism. This way, the present study evaluated
hypothalamic and hepatic proteins that can be modulated by the maternal
use of animal fat rich diet. For that, offsprings of female mice fed a high fat
diet (HN group) or standard diet (NN group) during pregnancy and lactation,
at the ages of 4 and 12 weeks old (4W and 12W) were used. Initially weight
gain, adipose mass, glucose tolerance, serum levels of insulin and pro-
inflammatory cytokines, liver fat depot by histology, and liver triglycerides
content were evaluated. The metabolic alterations related to the
maintenance of glycemic homeostasis and energy balance were evaluated
through the analysis of the expression and/or activation of the proteins
JNK, IKK, NFKB, AKT, IR, IRS1, IRS2, ACC, FAS, AMPK, PEPCK and HSL
in the liver, hypothalamus and asipose tissue using western blot technique.
The offspring of the dams treated with the special diet presented higher
weight gain and epididymal adipose mass, lower glucose tolerance, higher
hepatic fat deposition and higher levels of liver triglycerides (4 and 12W),
higher levels of blood insulin, TNFa and IL1B (12W). The serine-kinases
JNK and IKK were more phosphorylated in the liver (4 and 12W) and
hypothalamus (4W). The NFKB was found at a higher amount in both
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tissues (4W). The AKT presented lower phosphorylation after stimulation
with insulin in the hypothalamus (4W) and liver of HN group, as the IR,
IRS1T and 2 were more expressed (12W). PEPCK was found in higher
qguantity in the liver of HN animals (12W). FAS was found in higher levels in
the liver of HN animals (4W), however the opposite was observed at the
age of 12 weeks. The enzyme HSL was less phosphorylated in the adipose
of HN group (12W). Hepatic ACC of HN group was less phosphorylated in
its basal state at both ages, in the hypothalamus the phosphorylation of
ACC was not different of NN group (4W). HN group showed lower
dephosphorylation of AMPK with insulin stimulation. By these results we
observe that the pre-natal hyperlipidic nutrition was able to influence
negatively the glucose homeostasis of the offspring, besides the modulation

of the lipogenic pathways and energy balance control.
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1. INTRODUCAO

1.1. Dados epidemiolégicos

A obesidade é hoje, reconhecidamente, um disturbio metabdlico de
proporcdes epidémicas nas populagdes ocidentais, também considerada uma
epidemia global, alcunhada atualmente de “globesidade” pela Organizacéao
Mundial de Saude (DESAI et al, 2004; WHO, 2010). Dentre os fatores
associados ao desenvolvimento de obesidade, a alimentacao hipercalérica
(rica em gorduras e carboidratos) e o0 sedentarismo tem participacao
importante na prevaléncia deste disturbio (DESAI et al, 2007).

Estima-se que cerca 1,5 bilhdo de pessoas com idade superior a 20 anos
apresentem sobrepeso (indice de massa corp6rea superior a 25 kg/m?2).
Destes aproximadamente 200 milhées de homens e 300 milhdes de mulheres
estdo classificados como obesos, ou seja, apresentam IMC superior a 30
kg/m2. Deste fendbmeno resulta um alarmante numero de ébitos provocados
por doencas relacionadas a obesidade, 2,8 bilhées de adultos por ano em
todo o mundo.

O Brasil tem acompanhado a evolucdao deste problema com numeros
semelhantes aos de paises desenvolvidos. Atualmente, cerca de 42% dos
brasileiros apresentam sobrepeso, enquanto 16% sao obesos (WHO, 2011).
Previsbes de estudos da Organizagcdo Mundial de Saude mostram que a
obesidade pode atingir '/4 da populagcdo mundial até o ano de 2025 (WHO,
2011) e um fator de grande contribuicdo a esta estimativa é o aumento da
prevaléncia da obesidade entre as criangas. Até o ano de 2010 cerca de 43
milhdes de criangas com idade inferior a 5 anos apresentavam obesidade,
sendo a maioria do sexo feminino. Curiosamente, desta amostra cerca de 35
milhdes de criancas obesas vivem em paises em desenvolvimento, enquanto
apenas 8 milhdes sado de paises desenvolvidos. Tal discrepéancia
provavelmente se deve ao fato de que paises desenvolvidos combatem o
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avanco desta prevaléncia por meio de politicas publicas de saude mais
eficazes que as dos paises em desenvolvimento. Considerando que a
obesidade infantil conhecidamente contribui para o desenvolvimento da
obesidade e suas co-morbidades na idade adulta, as perspectivas de mudanca
neste quadro para as préximas geragdes sao reduzidas (FLEGAL et al., 1998;
MEI et al., 1998, MEI; GRUMMER-SRAWN; SCANLON, 2003; MUST et al.,
1999; RITCHIE et al., 2003, WHO, 2011).

O aumento na prevaléncia da obesidade tem também elevado o numero
de individuos que apresentam outras comorbidades. Em consequéncia do
aumento da obesidade, atualmente o diabetes mellitus do tipo 2 (DM 2)
representa um grave problema de saude publica. Essa forma da doenca
corresponde a mais de 90% dos casos de diabetes. No mundo 346 milhdes de
pessoas sofrem da doenca, e este numero pode dobrar até o ano de 2030
(WHO, 2011). No ano 2000, cerca de 4,6 milhdes de pessoas representavam
0os numeros do diabetes no Brasil, uma projecdao de 2004 para o ano 2030
prevé que esse numero pode chegar a 11,3 milhdes de pessoas (WILD, et al,
2004). Dentre as causas de 6bito, as doencas cardiovasculares e renais
representam, respectivamente, 50% e 20% dos casos entre os diabéticos
(WHO, 2011).

1.2. Desenvolvimento pré-natal da obesidade

Em mulheres, a obesidade esta associada ao aumento na prevaléncia de
diversos riscos obstétricos, tais como diabetes gestacional, hipertensdo, pré-
eclampsia e mortalidade neo—natal (NAEYE, 1990; CASTRO; ALVINA, 2002;
CNATTINGIUS et al., 1998; KING, 2006). Adicionalmente, estudos recentes
sugerem que a obesidade materna também esta associada a danos
importantes na prole.

O individuo em formacdo é sensivel as condigdes ambientais que

modulam as vias do desenvolvimento fetal e, dessa forma, as conseqliéncias
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da nutricdo gestacional podem modificar o desenvolvimento neural que
controla a homeostase energética do feto (LEVIN, 2000). Por outro lado,
individuos expostos a um nivel aumentado de nutrientes antes do nascimento
tém risco aumentado de apresentarem sobrepeso ou obesidade na fase adulta
(PLAGEMANN et al., 1998; SHANKAR, et al, 2008; LI; SLOBODA; VICKERS,
2011).

O fendtipo de um individuo é resultado de uma interacdo complexa entre
genoma, epigenoma e ambiente atual, passado e ancestral. O ambiente tem o
poder de remodelar de forma permanente ou reversivel o epigenoma durante
toda a vida. Dessa maneira, a influéncia do meio pode resultar em um
acumulo de desordens génicas precursoras da tumorigénese e de doencas
relacionadas ao envelhecimento (ATTIG, 2010).

Estudos realizados por diversos pesquisadores mostram que o ambiente
nutricional a que o individuo é exposto durante os periodos pré e pos natal
podem gerar conseqUéncias importantes no desenvolvimento do sistema
regulatério do metabolismo energético (BARKER; OSMOND, 1986; RAVELLI et
al., 1999; VICKERS et al., 2000; PARENTE, et al, 2008). Diversas evidéncias
apontam que variacbes no estado nutricional e a exposicao a horménios
relacionados ao estresse sao capazes de alterar o desenvolvimento fetal e
induzir modificagdes no fenétipo metabdlico pés-natal (BURDGE, 2008).

A teoria do desenvolvimento programado de doencas metabdlicas,
também conhecida como imprint metabdlico, atribui ao estado nutricional e
hormonal do desenvolvimento um papel de predicdo do ambiente que o
individuo experimentar4d ap6s o0 nascimento. O estado nutricional do
organismo materno representa um desafio ambiental ao individuo em
formacdo como uma forma de preparo para a vida ex utero (LILLYCROP,
2011; DELAGE, 2008). O mecanismo desta “memaria pré-natal” se da devido a
grande plasticidade génica do organismo em desenvolvimento. Tal
caracteristica permite modificacbes do perfil epigenético, como a super-
expressdao ou silenciamento de genes relacionados a manutencao da

homeostase energética. As diferencas entre tal previsdo e o ambiente externo
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real predispbem o organismo exposto a padrbes nutricionais nao ideais
durante o periodo de formacédo e crescimento ao possivel desenvolvimento de
diversas doengcas metabdlicas (CHAUDHARY, 2012; GLUCKMAN, 2004;
GLUCKMAN, 2007; HOWIE, 2009; LILLYCROP, 2011; MOORE, 1991;
WATERLAND, 2006).

As modificagcdes na regulacado epigenética de genes especificos resultam
em alteragdes no funcionamento de histonas. Via mudancas em proteinas
responsaveis pela acetilagdo das mesmas, e em proteinas responsaveis pela
metilacdo génica. Provocando alteracées na estrutura da cromatina,
promovendo alteracdes nos processos de replicacdao, reparo, transcricao e
segregacao génicas. Este fendmeno pode ser responsavel pelo
comprometimento, inclusive, do comportamento metabdlico de geracdes
futuras, considerando que tais alteragdes atingem também as células
gametogénicas (CHAUDHARY, 2012; DELAGE, 2008; FRANKS; LING, 2010;
LILLYCROP, 2011).

Em gravidas com complicagbes, tais como diabetes gestacional e
hiperglicemia decorrente da intolerancia a glicose, € comum se observar maior
insulinemia e glicemia fetal e prole com maior risco de apresentar diabetes
tipo 2 na fase adulta (SILVERMAN et al., 1991; SILVERMAN et al., 1998).
Desta maneira, a avaliacdo de um modelo de estudo utilizando ratos
alimentados, com dieta rica em gordura animal durante a gestacao e lactacgao,
permitiu identificar a presenca de anormalidades cardiovasculares e
metabdlicas na prole adulta com caracteristicas comuns as da sindrome
metabdlica encontrada em humanos, incluindo a hipertensao, a dislipidemia e
hiperglicemia (KHAN et al., 2003; KHAN et al., 2004; TAYLOR et al., 2003).
Em outro estudo observou-se a correlagdo entre a dieta hipercalérica pré e
pés natal (a partir da idade adulta) e alteracdes significativas na expressao
hipotalamica de neurdnios responsaveis pelo controle da ingestdo como NPY
e POMC. Resultando em hiperfagia, maior adiposidade, hiperlipidemia,
intolerancia a glicose e resisténcia a insulina na prole (CHEN, 2009). A
literatura cientifica atual sugere a hipétese de que um “ciclo vicioso” causado



pela obesidade materna desencadeie em maior prevaléncia da obesidade
infantil (SHANKAR et al, 2008).

A Sindrome Metabdlica é uma condicdao diretamente associada a
obesidade e ao DM 2 e consiste em complicagbes como acumulo de gordura
nas paredes de veias e artérias, levando a aterosclerose, precursora de
doencas como doenca vascular periférica, AVC (acidente vascular cerebral),
doenca coronariana, hipertensdo arterial, retinopatia e/ou catarata,
insuficiéncia renal e gangrena. Com risco da necessidade de amputagao dos
membros inferiores devido a complicagdes da aterosclerose (PETERSEN et
al., 2007).

Atualmente € conhecido que o uso de dieta hiperlipidica por ratos pode
levar a reducado no tamanho do pancreas, aumento do numero de células B e
reducdao do lumen dos vasos sanglineos do pancreas (DUARTE et al., 2006).
Em contrapartida, um estudo realizado por Zhang e colaboradores em 2005
mostrou que o uso de uma dieta rica em proteina e gordura insaturada (poli-
insaturada e monoinsaturada), mas pobre em carboidratos durante a gestacao
e lactacao de camundongos, ocasionou beneficios ao metabolismo de lipidios
no figado da prole fémea adulta, reduzindo também as concentragdes de
triacilglicer6is no figado. Conforme estudo realizado por Cambonie et al
(2007), o uso de antioxidantes associado a dieta hipoprotéica durante a
gestacao apresentou efeito preventivo no desenvolvimento de hipertensédo e
demais disfuncdes vasculares na prole adulta de ratos. Eventos pré-natais
como insuficiéncia placentaria e estresse oxidativo promovem alteracées no
crescimento na infancia com reducdo da massa muscular esquelética,
diminuicdo da sensibilidade a insulina, disfun¢cdes mitocondriais e elevados
riscos do desenvolvimento da sindrome metabdlica na idade adulta
(THOMPSON; REGNAULT, 2011). Estudos populacionais demonstram um
aumento na prevaléncia do desenvolvimento precoce da sindrome metabdlica,
especialmente em gestantes, com severidade crescente de geragcdo em
geracdo. Isto ocorre pelo efeito transgeracional oriundo da deleg&o incompleta



de marcas epigenéticas precursoras da sindrome metabdlica (GALLOU-
KABANI; VIGE; JUNIEN, 2007; JUNIEN et al, 2005).

O consumo materno de dieta hiperlipidica durante a gestacdo e a
lactacdo também produz efeitos deletérios sobre o sinal da leptina da prole.
Este efeito é conseqUéncia da hiperleptinemia apresentada pelas maes
durante a gestacdo e lactacdo e esta alteracdo esta diretamente ligada ao
aumento da ingestao e ganho de peso (KIRK, et al, 2009).

Os efeitos sobre a prole podem ser decorrentes tanto de alteragbes
apresentadas pela mae durante a gestagdo, como também durante a
amamentacdo. Em um estudo realizado por Shankar (2008), o efeito da
gestacao foi isolado através do modelo de cross-fostering (troca de maes na
lactacdo) e, mesmo neste modelo o consumo materno de dieta rica em
gordura ocasionou maior adipogénese na prole. Utilizando-se do mesmo
modelo, porém valendo-se de subnutricdo pré-natal e super-nutricdo pds-natal
Desai (2007) mostrou diferengcas na composi¢cdo corporea, glicemia e lipidemia
na prole. Em outro estudo isolando-se o fator lactagdo, foi demonstrado que o
aleitamento por ratas diabéticas provocou na prole defeitos no balanco de
neuropeptideos orexigénicos e anorexigénicos do hipotalamo, levando a
hiperfagia e ganho de peso (FAHRENKROG, et al, 2004).

Em adicdo ao ambiente hipercalérico durante o desenvolvimento, as
influéncias da fungcado mitocondrial também devem ser consideradas (exclusiva
de heranca materna). Esta organela é responsavel pela maior parte da
oxidacdo dos acidos graxos, e disfun¢cdes mitocondriais podem estar
relacionadas ao desenvolvimento de esteatose hepatica nado alcodlica e
esteatohepatite ndo alcodlica. Atualmente estudos tém relacionado o consumo
de dietas hiperlipidicas durante o periodo gestacional e de lactacdo ao
surgimento dessas patologias em ratos adultos (BRUCE, et al, 2009;
CARDOSO; QUELCONI; KOWALOSKI, 2010).



1.3. Esteatose hepatica nao alcodlica

A principal manifestacdo hepatica relacionada a sindrome metabdlica, a
esteatose hepatica ndo alcoolica (EHNA), caracterizada pelo acumulo de
lipidios (predominantemente triacilglicerdis) excedendo 5% da massa
hepatica, também vem sendo associada as influéncias da dieta e do perfil
lipidico materno. Recentes estudos demonstram que o fendtipo lipidico pode
ser influenciado pela dieta materna ao apresentar alteragdes caracteristicas
de EHNA na prole ratas tratadas com dieta hiperlipidica (SONG, et al, 2012;
SOUZA et al, 2012). Resultante de fatores dietéticos, massa adiposa elevada,
disfuncées imunoldégicas e da microbiota intestinal (ANGULO, 2005;
MOUZAKI; ALLARD, 2012), a EHNA ¢é a doenca hepatica mais comum (6
vezes mais prevalente entre individuos obesos) e causa mais frequente de
cirrose criptogénica e niveis elevados na producado de aminotransferase (DAS;
BALAKRISHNAN, 2011; SOUZA et al, 2012).

Das e Balakrishnan demonstraram em 2011 que pacientes
diagnosticados com EHNA apresentavam niveis reduzidos de IL4 e elevados
de IL6 e TNFa, citocinas com atividade pré-inflamatoria, sendo o TNFa
associado ao aumento da atividade lipogénica hepética, proliferacdo de
hepatdcitos e morte celular (WULLAERT, et al, 2007). No mesmo estudo a
EHNA também foi relacionada ao perfil lipidico dislipidémico (niveis de LDL e
VLDL aumentados) dos mesmos pacientes. Por outro lado a inibicdo da
citocina antiinflamatéria IL10 provocou efeitos deletérios a via de sinalizacao
da insulina e, consequentemente, maior atividade glucogénica e lipogénica
hepaticas (CINTRA, et al, 2008). A relacdao entre o quadro inflamatoério
subclinico associado a obesidade e o desenvolvimento de EHNA também pode
ser demonstrada pela capacidade de citocinas pré-inflamatérias em promover
o aumento da expressdo de componentes da matriz extracelular hepatica,
especialmente de colageno, resultando no processo fibrogénico conhecido da
doenca (FAN, et al, 2005).



1.4. Resisténcia a insulina

A resisténcia a insulina é caracterizada pela diminuicdo da capacidade
deste hormdnio de promover a captacdo da glicose. A resposta subnormal dos
tecidos periféricos leva a célula B da ilhota pancreéatica a sintetizar e secretar
mais insulina, levando a hiperinsulinemia. A manutencdo deste quadro
acarreta na faléncia da célula B, caracterizando o Diabetes Mellitus tipo |l (DM
2).

A insulina €é responsavel pelo controle de diferentes processos
fisiolégicos, além da captacao da glicose. No figado, a insulina € o principal
inibidor da neoglicogénese, além de estimular a sintese de glicogénio e de
lipidios. No tecido adiposo e no tecido muscular esquelético, a insulina é
capaz de também estimular a sintese e armazenamento de glicogénio em
adicdo ao seu efeito de induzir a captacdo de glicose. Para que estes
processos sejam eficientemente induzidos, é necessario que proteinas sejam
ativadas no citoplasma.

A insulina se liga a um receptor localizado na membrana da célula,
composto por duas subunidades a e duas subunidades B, que estdo unidas
por uma ponte de dissulfeto. As subunidades a s&ao extracelulares e sao
responsaveis por reconhecer a insulina. As subunidades B possuem uma parte
exposta no meio extracelular e uma parte responsavel pela transmissdao do
sinal intracelular. A partir da ligacdo da insulina ao receptor (IR), este é
ativado por auto-fosforilacdao. A atividade quinase do receptor promove a
fosforilacdao de varios substratos protéicos, entre eles o substrato do receptor
de insulina (IRS1, IRS2, IRS3, IRS4 e IRS5). As funcdes fisiolégicas do IRS-1
e IRS-2 foram descobertas pela utilizacdo de camundongos que foram
geneticamente modificados. Os animais que nao expressam IRS-1 sao
insulino-resistentes e apresentam retardo no crescimento. Os que nao
expressam |RS-2 sdo hiperglicémicos devido a diversas anormalidades na
acao da insulina nos tecidos periféricos e apresentam diminuicdo da massa



das células B pancreaticas que nao secretam mais insulina (CARVALHEIRA;
ZECCHIN; SAAD, 2002).

Os IRS sao responsaveis pela propagacao do sinal da insulina através
da fosfatidil-inositol-3 quinase (PI3K). Esta enzima ativada é responsavel pela
fosforilacao de fosfatidilinositdis de membrana que resultara na fosforilagcédo e
ativacao da proteina quinase B, também conhecida como AKT. Esta serina
quinase esta intimamente ligada a translocacdo do GLUT4 para a membrana e
captacdo de glicose pelos tecidos dependentes de insulina (COLLINS;
COTRAN; KUMAR, 2000; CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).

Além de seu efeito classico sobre a homeostase glicémica, a insulina
também tem importante papel no controle transcricional de proteinas
envolvidas com a sintese e degradacdo de acidos graxos e de carboidratos.
Contudo, é conhecido que os carboidratos e os acidos graxos saturados e
insaturados podem participar da modulacdo da transcricdo de varios genes
através da ativacédo dos fatores de transcricdo SREBP (proteina de ligagcao ao
elemento de resposta a esterdis), ChREBP (proteina de ligacao ao elemento
de resposta a carboidratos) e FKHR (proteinas ForkHead). Através destes
fatores de transcricdo, varias proteinas envolvidas com o metabolismo da
glicose e de &cidos graxos sao moduladas a nivel génico (acetil-CoA
carboxilase-ACC, acido graxo sintase-FAS, fosfoenolpiruvato carboxiquinase-
PEPCK, glicoquinase- GK, fosfofrutoquinase-PFK) (DENTIN et al., 2005;
JUMP et al., 2005). Estes mecanismos colocam a insulina e os nutrientes
presentes na dieta em destaque no complexo arsenal celular para controle do
metabolismo. Desta maneira um defeito em qualquer uma das proteinas
envolvidas no processo acima pode levar a uma resposta ineficiente do tecido
a insulina. Outra proteina sujeita a alteragcbes do estado metabdlico e
nutricional € a GPR120, um receptor de acidos graxos insaturados de cadeia
longa que tem importante papel na manutencao fisiolégica da adipogénese,
preferéncia alimentar e apetite. Individuos obesos apresentam maior
expressao do gene da GPR120 em adipécitos, entretanto, uma mutacao que
produz a variante p.R270H inibe a atividade desta proteina. Camundongos
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deficientes de GPR120 tratados com dieta hiperlipidica desenvolveram
obesidade, intolerancia a glicose, esteatose hepatica nao alcodlica e reduzida
diferenciacao de adipécitos (ICHIMURA et al, 2012).

Os efeitos da dieta sobre diferentes parametros fisiolégicos tém sido
estudados ha cerca de 30 anos e, mais recentemente, os estudos tém
procurado entender os efeitos de dietas hiperlipidicas e hipercaléricas sobre a
homeostase energética e glicémica. Neste sentido, estudos com dieta de
cafeteria e dietas ricas em gordura tém mostrado a estreita relacao entre o
uso destas dietas, o0s niveis de citocinas pré-inflamatérias e o
desenvolvimento da obesidade e diabetes tipo Il (PRADA et al., 2005;
SCHULZ et al., 2006, ARAUJO et al., 2007; BARBUIO et al., 2007; GALLOU-
KABANI et al., 2007; VELLOSO; ARAUJO; DE SOUZA, 2008). Existem
evidéncias recentes que indicam que a qualidade da gordura ingerida na dieta
(saturada, monoinsaturada ou poliinsaturada) €& capaz de modular
positivamente ou negativamente a sensibilidade a insulina nos tecidos
periféricos (LOPEZ-MIRANDA et al., 2006). Um estudo realizado por Prada et
al. (2005) mostrou que o hipotalamo, o figado e o tecido muscular esquelético
foram afetados pelo uso de uma dieta rica em caloria (Western diet) e a
resposta deficiente a insulina nestes tecidos apresentou correlagédo positiva
com o aumento da ativacdo da JNK (c-Jun N-terminal Kinase), uma serina
quinase que fosforila a serina 307 do IRS-1. Além da proteina JNK, o inibidor
da proteina Kappa B kinase beta (IKKB) e o Fator Nuclear Kappa beta (NFKp)
também tém sido associados ao desenvolvimento de resisténcia a insulina. A
ativacao destas proteinas ocorre pelo aumento de acidos graxos livres (AG) e
de citocinas pro-inflamatérias, tais como TNFa e IL-1B, caracteristicas
associadas a obesidade e ao uso de dietas hiperlipidicas (TILG; MOSCHEN,
2008).

Desta maneira, de acordo com as caracteristicas observadas em animais
com obesidade induzida por dieta, o feto, durante o desenvolvimento e
lactagcdo, esta exposto a condigbes que podem contribuir para o
desenvolvimento de obesidade e diabetes. Em um estudo em que foi
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administrado IL-6 ou TNFa durante a gestacao de ratas foi possivel observar
na prole com 10 semanas de vida, maior ganho de peso e massa de tecido
adiposo branco, e maiores niveis de leptina e insulina (DAHLGREN et al.,
2001). Shankar et al. (2008), demonstraram que a prole de camundongos
obesos apresentou aumento do ganho de peso, principalmente, devido ao
aumento de massa adiposa. Estudos realizados por Caluwaerts e
colaboradores (2007) revelaram que a expressao da citocina pré-inflamatéria
TNFa e a intolerancia a glicose € maior na prole de 21 dias de ratos com
obesidade induzida por dieta.

Os dados encontrados na literatura sugerem que a prole de maes com
obesidade induzida por dieta hiperlipidica apresenta alteracées importantes
nos mecanismos centrais de controle da saciedade, do gasto energético e na

sinalizacao hormonal.

1.5. Modulacgéao central da homeostase energética

O sistema nervoso central desempenha papel importante na homeostase
energética por apresentar diversos componentes estruturais capazes de
perceber mudancas hormonais e nutricionais sistémicas. Dentre estes
componentes, 0s neurdnios conhecidos como sensores-metabdlicos
localizados em areas hipotalamicas sdo capazes de receber informacdes pelo
reconhecimento de nutrientes e hormdnios (desde que apresentem receptores
para leptina e insulina). E a partir destas informagdes, medeiam o
comportamento alimentar e metabdlico envolvido no controle da homeostase
energética (LEVIN, 2006). Estes neurdnios sdo encontrados principalmente no
nucleo arqueado do hipotdlamo e apresentam proteinas tais como a
AMPK/ACC e mTOR que sdo moduladas pela disponibilidade de energia e
nutrientes, e ainda expressam neuropeptideos que podem controlar a fome e o
gasto energético.

A maturacao hipotalamica inicia-se no periodo pré-natal e se prolonga

ao periodo poés-natal e, portanto, alteragcdes metabdlicas nesta fase podem
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contribuir de maneira definitiva para um distdrbio metabdlico. Gupta (2008)
demonstrou que a prole de ratos gerados em ambiente excessivamente
nutritivo apresentou niveis de expressdo de mRNA dos neuropeptideos Y e
AGRP elevada. Em outro estudo, o consumo do leite de maes diabéticas
resultou em aumento da expressdo de NPY e AGRP (orexigenos) e reducao da
expressdao de POMC e a-MSH (anorexigenos) na prole de maes tratadas com
dieta padrao (FAHRENKROG et al., 2004). Estes dados mostram que existem
diversos momentos em que a exposicao ao excesso de nutrientes pode trazer
conseqiéncias para o desenvolvimento dos mecanismos hipotalamicos
responsaveis pela homeostase energética (GUPTA, et al, 2008; CHEN;
SIMAR; MORRIS, 2009).

Um dos fatores responsaveis pela modulacdao negativa do controle da
fome e saciedade no hipotalamo de proles de mées obesas é a resisténcia a
leptina, causada pela hiperleptinemia materna (KIRK, 2009). A leptina é um
horménio anorexigénico produzido pelos adip6citos em quantidade
proporcional a massa deste tecido (FEREZOU-VIALA, et al, 2007). A leptina é
responsavel pela ativacdo da sinalizagdo via JAK2/STAT3 resultando em
efeitos metabdlicos, de saciedade e controle do gasto energético. Entretanto,
assim como para a sinalizacao da insulina os tecidos alvos da leptina podem
apresentar resisténcia a sua acao. Este efeito decorre da ativacao de IKK e
JNK no tecido por componentes da dieta (ex. acidos graxos) e citocinas
inflamatorias produzidas pelo tecido (ex. TNFalfa e IL1beta) (VELLOSO;
ARAUJO; SOUZA, 2008).

Desta maneira, a exposicao materna a dieta rica em gordura durante a
gestacao e lactagcao poderia contribuir para o desarranjo metabdlico tanto na
méae como na prole. Nossa hipétese é de que a prole de maes que fizeram
uso de dieta rica em gordura pode apresentar alteragcdes na sinalizacao da
leptina e insulina no hipotalamo e figado, contribuindo para as alteracobes
metabdlicas encontradas neste modelo. O experimento foi dividido em duas
fases, investigamos os parametros metabdlicos da prole em dois periodos

distintos, com 4 e 12 semanas de idade.

13



OBJETIVOS

14



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito do uso materno de dieta rica em gordura de origem
animal, durante a gestacdo e lactacdao, na manutencao da homeostase
glicémica, na sinalizacdao da insulina no hipotadlamo e figado e no
metabolismo hepatico de lipidios da prole de camundongos com 4 e 12

semanas de vida.

2.2. Objetivos Especificos

Primeira fase experimental:

Prole macho com 12 semanas de vida- CAPITULO |

v'Avaliar ganho de peso e ingestao;

v Avaliar a tolerancia a glicose através do teste de tolerancia via
intraperitoneal;

v" Dosar niveis séricos de glicose, insulina, triglicérides, TNFa e
IL1B;

v' Caracterizar histologicamente o acumulo lipidico hepatico;

v Avaliar a expressdao e/ou fosforilagcdo de proteinas hepaticas
relacionadas a adipogénese: FAS e ACC basal;

v Avaliar a fosforilacdo da HSL no tecido adiposo;

v Avaliar a expressao e fosforilacdo das proteinas relacionadas a
sinalizagcdo da insulina no figado e hipotalamo: IR, IRS1 |IRS2
(imunoprecipitacao) e AKT;

v" Avaliar a atividade hepéatica das serina quinases JNK e IKK.

v' Avaliar a expressao hepatica da proteina PEPCK.
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Segunda fase experimental:

Prole macho e fémea com 4 semanas de vida- CAPITULO Il

v Avaliar o peso ao nascer e o ganho de peso corp6reo;

v Avaliar a tolerancia a glicose através do teste de tolerancia via
intraperitoneal;

v Avaliar a expressdo de proteinas relacionadas a adipogénese e
balango energético FAS (figado), AMPK (hipotalamo) e ACC (figado
e hipotalamo);

v Avaliar a responsividade hipotalamica ao estimulo intraperitoneal
de insulina pela analise da fosforilagcdo da proteina AKT;

v Avaliar o perfil inflamatério pela analise da fosforilagao das
proteinas IKK (hepatica) e JNK (hepatica e hipotalamica) e a

quantidade de NFKB livre no figado e hipotalamo.
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais experimentais

Foram utilizados para os experimentos camundongos Mus musculus
(fémeas) da linhagem Swiss cedidos pelo Biotério da Universidade Braz
Cubas e pelo Cemib- Unicamp, com aproximadamente 6 semanas de idade.
Os animais foram separados em 2 grupos: grupo a ser tratado com dieta
padrdao e grupo a ser tratado com dieta hiperlipidica durante a gestacao e
lactacdo. As proles dos grupos NN (dieta padrao pré e pés natal) e HN
(dieta hiperlipidica pré natal e durante a lactagcdo e dieta padrao péds
desmame) foram restritas a 5 animais (de ambos o0s sexos) por fémea.
Durante o periodo de tratamento, os animais foram mantidos em biotério em
gaiolas coletivas com acesso a agua e racao ad libitum e ciclo de luz

(claro/escuro) de 12 horas.

3.2. Anestesia

Para a realizacdo dos experimentos em que a sedacao fez-se necessaria, 0s
camundongos foram anestesiados com uma mistura de Quetamina de Sédio
(0,19/Kg) e Diazepam (9 mg/Kg) por via intraperitoneal. Para certificar o efeito
do anestésico foi avaliado o reflexo pedal dos animais.

3.3. Teste de toleréancia a glicose (GTTip)

Para avaliar a tolerancia a glicose foram utilizados 5 animais/grupo e
jejum prévio de 14 horas. O sangue foi coletado a partir de um corte na
cauda e a medida dos niveis de glicose foi realizada com aparelho Accu
Check (Roche). Apdés a determinacdo da glicemia basal, uma solugcdo de
glicose 25 % (1g/kg) foi administrada por via intraperitoneal e novas
medi¢cdes de glicemia foram aferidas nos tempos de 15, 30, 60 e 120
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minutos apdés a administracdo da glicose. Durante todo experimento os

animais permaneceram conscientes.

3.4. Procedimento para extragcdo de tecidos para analise pelo método de
Western Blot

Para a extracdao dos tecidos de interesse, os animais foram mantidos
em jejum noturno de 14 horas. A extracdo dos tecidos serd realizada no
inicio da manha, apds anestesia do animal, como descrito anteriormente.

Os animais serao pesados e separados entre animais que receberiam
estimulacdo por insulina (+) e animais que nao seriam estimulados (-). Os
animais que nao seriam estimulados foram anestesiados e um fragmento do
tecido hepatico e adiposo e o hipotalamo foram retirados e homogeneizados
em tampdo de extragcdo com auxilio de um homogeneizador Politron® na
velocidade de 25.000 r.p.m, por aproximadamente 20 segundos. Os animais
NN e HN que seriam estimulados receberam uma injecdao de insulina
(0,08U/Kg) intraperitonealmente apds a anestesia. Um fragmento de tecido
hepatico foi coletado 4 minutos apds a injecdo e o hipotalamo, 7 minutos
apés a injecdao. O procedimento com os tecidos seguiu o mesmo protocolo
descrito para os animais nao estimulados. Ao final da extracao e
homogeneizacdao dos fragmentos de tecidos, foi adicionado Triton X-100 a 1
% ao extrato. Apdés a adicdao do Triton as amostras foram mantidas em
repouso no gelo pelo tempo minimo de 40 minutos. Posteriormente, as
amostras foram submetidas a centrifugagéo, com velocidade de 11000 r.p.m.
por 20 minutos, a 4°C, para a remog¢ao do material insoluvel, e somente o
sobrenadante foi utilizado para o ensaio. Parte deste foi utilizado para
dosagem do conteudo protéico total pelo método colorimétrico de Biureto e
parte foi estocada (Biofreezer a -80°C) em tampao Laemmli acrescido de

100 mmol/l de DDT para ensaios posteriores.
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3.5. Western Blot

As amostras estocadas foram aquecidas a 95°C por 5 minutos e
aplicadas (100 a 200upug de proteinas totais) em gel de poliacrilamida na
concentracdo de 6% a 12%, de acordo com o peso molecular da proteina de
interesse. A eletroforese foi realizada em aparelho BIO RAD® com a
voltagem elevando-se gradualmente de 30 a 120V durante a corrida. Apds a
eletroforese, o material contido no gel foi transferido para uma membrana de
nitrocelulose, com auxilio de um sistema de transferéncia da BIO RAD® a
120V durante 120 minutos. Apds a transferéncia, as membranas foram
bloqueadas com uma solucdo de leite em pé desnatado Molico® a 5% em
solucédo basal (10 mmol/l Tris, 150 mmol/l NaCl, 0,02% Tween 20) durante 2
horas, com agitacdo leve e constante para reduzir a marcacao inespecifica
de proteinas.

A deteccao das proteinas na membrana foi realizada através de reacéao
com anticorpo especifico adquiridos das empresas Santa Cruz
Biotechnology® e Cell Signaling®. Para isso, as membranas foram
incubadas durante o periodo minimo 12 horas (4°C) em 10 ml de solucédo de
anticorpo contendo albumina 3% em solucdao basal. Apdés a incubacdo com
os anticorpos de interesse as membranas foram lavadas com a solucao
basal (6 vezes durante 5 minutos). Uma solucdo de anticorpo secundario
conjugado com peroxidase (Sigma Aldrich®) foi preparada contendo 0,3 g
de leite em p6 desnatado Molico® e 10 ml de solugdo Basal. As membranas
foram incubadas com esta solugcdao durante periodo minimo de 2 horas a
temperatura ambiente e com agitacao constante. Apds este processo, as
membranas foram novamente lavadas com a solugao basal (6 vezes durante
5 minutos) e incubadas com luminol (Thermo Scientific®) para posterior
deteccdao em camara escura com filme de raio X Kodak®.

20



3.6. Forma de anéalise dos resultados

Os resultados foram expressos como média + EPM. A anélise dos
resultados foi realizada empregando-se a analise de variancia de uma via
(ANOVA), com nivel critico igual ou menor que 0,05, com teste a posteriori
de Tukey para comparacao entre 3 ou mais grupos. Foi realizado o teste t

de Student ndo pareado para a comparagao entre 2 grupos.
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4. RESULTADOS

CAPITULO |

Primeira fase experimental

Artigo:

“Maternal high-fat feeding through pregnancy and lactation predisposes

mouse offspring to molecular insulin resistance and fatty liver”

Publicado pela revista The journal of Nutritional Biochemistry volume 23,
paginas 341-348 (2012).
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Abstract

The exposure to an increased supply of mmnents before birth may coombate to
offspring obesity. Offspring from obese dams that chromically consume a Bigh-fat Jiet
prezent metabolx syndrome feanures, liver lipid acoummlation, and activaton of c-Tun M-
terminal kinazes (THE)} copsistent with the development of nopalcehalic farty hver disease
(WAFITY) However, in spite of the importance of the resistance to imsulin for the
development of WAFLD, the molecular alteratons i the liver of adult offspring of obese
dams have pot besn inwvestipated vet In this shady, we tested the bypothesis that the
copsumpton of excess saturared fats dunng preprancy and lactation comtmibuiss o adult
hepatic metabolic dysfunctor in offspring. Adult male offspong of dams fad a high-fat diet
sarum msuling THE:, IL1P, and reduced senim mgiycerides. Liver showed mereased TNE
basal ACC phosphorylation and imsulin signaling were reduced i the Hver fom the HN
Eroup as comparsd to offspring of dams fed a standard laborapery chow (WIN) Hormone-
sensitive Hpase (HSL} phosphondaten (Ser565} was reduced in epididymal adipose dsaas
from the HN group as comparsd to the NN group. It is inferesting that all alterations were
independent of post-weaning diet in 14-week old offspring. Therefors these dat farther
reinfarce the importance of massrnal motrition to adult offspring health.
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Introduocion

The prevalence of childhood obesity has ncreased dramatically around the workd and
shadies have shown that exposure to an moreased supply of numients before birth may
contrinite to overweight or obessty m later Iife [1, 2] Sewveral smidies in ammo] medels
suppaort the role of aitersd mutritional condition during prepmancy and the sarly posmatal
perod m pradisposing offspring o the development of metabolic disorders [3-6], In the
mode] of diet-induced obestty, kizh & consumpton dunng preponancy indoced feabares of
metabolic syndrome o adult ofspring. mdependent of adult eovirormental facsors [7).
Thus, the fetus responds to mumfienal smess by "programpuns” s oWn SIOWIL I & Way
that can lead fo an mncreased sk of fivure metabolic disorders, sach as insulin resistanca,
mcreased body fat mass, and reduced hypophagzic effect of ceniral msulin in kater life [5].

The consumption of a high fat dist (HEFD) dunng pregnancy may alier the
development of peptide systems m the uterns, producing nearomal changes m the offspring
that persist posmatally m the absence of the diet and that have long-term consaquences [9).
Imtersstinely, the offspring of dams op an HFD showed Increased expression of orexigensc
peptides, galamin, enkephalm and dynorphin in the parsvenmtricular mucleus and  orewxin,
and melamn-concenmanngy bommone o the periformical lareral bhypothalaomas {10]. In an
elemant shady performed with JTapansss macaques, McCurdy and colleasues showed that
fetal offspring from: both lean and obese mothers who chropically consumed an HFD bad a
three-fold mcrease in bver mighecerides and exbobifed elevated hepaoc expression of
glaconeogenic eprymes. In additon fetal offspring from HFD-fed mothers showed
mereased evidence of hepattic oxidatve stress early in the thind trmmester, hipsd
acounmilaton. and acovabion of the c-Jum W-termimal Knases (INE) in the fatal liver

consistent with the development of nonalcoholic famy liver disease (WAFLDY) [6].

25



Accordine to the Amencan Associaton for the Stady of Liver Dhseases (AASLDY,
WAFLD is defmed as far acommiaton in the bver excesding 3% to 0% by weighi.
NWAFLD 1= perhaps the mmost common liver diseass m the western benyisphere Insnlin
resistance is central o the pathoeenssis of the metabolic syndrome, and recent data mdicate
that WAFLT) shounld be comsidered as the hepatic manifestation of the metabalic syndrome
[11].

Obesity and type 2 diabetes are associated with a state of abnormal nflamymatery
response_ Charllier and collzapues showed that obesily m prespancy stipmilafes macrophase
accupmilanon and mflammation m the plawcenta [12] This inflammasory enyvirooment m
which the femiz develops may have cofical comsequences for the short and lonp-term
programmmne of obesity. Several dowrsoeam medivters and sismaling pathways that
previde the cossilk berween inflammatary and metabolic sigraling have been wdennfied
(for review [13, 14]). Cytokines and FFAs are poterd TWNE and T kappa B kinase (IEE)
actrators and are key components 1o the pafbogenmesis of msuln resistance and the
metabalic syndrome [15].

Stadies performed with melecularly characterized forms of insolin resistance In
burnans sugsgest that partial pestrecepior hepatic imsulin resistance 15 a key element in the
development of metabolic dyshpiderda and hepatic steatosis [16]. In the present stady, we
mvestizated the effects of in wrero and [actation high-faf diet exposure on the development
of insubn resistance and hepatic steatosis in mice. We idsnnfed reduced insulin signahng,
fipid accunmlation. and activadon of the TNE and TR Ebeta in the bver of adult offspring.
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1. Material and Methods

11 Animals and diets

The expenment was camed ot according fo fie COBEA (Bambian Collegs of Animal
Experimentation) siidelines, which are adopted by the Universidade Braz Cubas, Megi das
Crazes, S30 Paolo, Brazl Ten vispn female Swiss mice (70 days old) were taken from the
Universin's Central breeding colony. Matins was performed by housing femalss with aduls
males overnipht and pregmancy was confinmed by examinice vapmal smears for the
presence of sperm Prespant and virpm female: were separafed and mamfaned mm
individizal palypropyiens cages n a room af 24 = 1°C with lights on from. 6000 to 15:00 b
They were fod diets and water ad fbimm duning the presmancy apd lactation periods.
Dunng the expenmental penod. the animals received two fvpes of ocalonc diets: standard
labaratory chow (comntrol diet-CDY) or expersmental high fat diet (HFD) (Table I). The
offspnnz were dmided mfo two groups accordins to matemal feeding: offsprmz from
fernale mrice fed HFD {proup HiY) and offspring froms female mice fed CD (group W) On
dl after birth the litters of both groups (HN and WXN) werz assimed to mixed-semder
groups of Bve animals of sorlar body weight. The pups were weaned on d21 and separatad
according o zex. All pups were fed shndard chow from weaning apd throughout the

R

1.1 Sample collecton and analyvzic
At the end of the experimapntal penvod (82 days) and after overnight fastang all nuce ware
sacrificed and blood samples were collected, cenmifireed, and serum alicuots wers used to

measure sarum glacose by enrymatic colorimetry (glocose exidase method) as descrbed by
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Trmder (15). Serum aliquots were stored at -80°C for hormone measurements. Senmm
insulin and TNFu were determined by ELISA using Kits Crystal Chem Inc, USA and
SABiosciences, USA, respectvely. Serum tmghwende was detemuined using a specific kit
The epidsdvmal faf pad was removed and measured to determine the fresh weipht (g'g of

body weight).

13 Evalmation of bver hstology and irighvceride content.

Frozen tissuwes (200 mg} from HN and NN specimens were homegenized in 1.5 ml of FBS.
The protein concentration of homogenate was determined and an alsquot of 300 L was
extracied with 5 ml. of chloroform/methanol (31} and 0.5 ml of 0.1% sulfunc acsd An
aliquot of organic phase was coliected, dred wnder mitrogen. and resuspended in 3% Trton
X-100 17, 18], Tneglycende content was determined using a commercially available kit
Fragments of liver from NN and HW apimals were fixed in 10% formalin and smbedded in
paraffin Serizl sectdons were staioed with hemasoxylin-eosin (HE) and observed m light

MICTOSCOPY.

14 Immpopoprecipifation and immopoblottng

Briefly, mice were Teated according to the protocols descrived m the preceding section
They were then anssthetized and subjectad to tissue extraction. Tissues were obtained and
homogenized m freshly prepared ice-cold buffer (1% Triten X-100. 100 mM Tns, pH 74,
100 mM sodium pyrophoesphate, 100 mM sodium fluerds, 10 mM EDTA . 10 mM sodium
varadate, 3 mM PMSF, and 0.0]1 me aprotmin'ml ) Insolible matenal was removed by

cepirifuzation (10000 g) for 25 min at 4 *C. Algquots of the resulfing supermatants
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containimz 1.0 mg of tedal protein were used for immunoprecipitaoon with andbediss
azzinst IR, TRS], and TRSI at 4 °C ovemicht followed by SDS—PAGE, mansfer wo
oifrocellniose membranes, and blomng with ann-Py (phosphotyrosine). For direct
mmmebiet analvses, 0.2 ms protemn from the exmacts were sepanaed by SDS-PAGE,
mansferred to nitrocelinless membranses, and bloted with specific antibodies against AKT.
GAPDH, FAS. PEPCE, p-HS5Lsw, and p-TWE. The protems were detecred by enhanced
chepnluminsscence The results were visualized by autoradiosraphy with preflashed Kodak
XAR film Band infenszities were quantiffied by opdcal densitometry of deweloped

auteradiographs (Scion Image software, ScionCorp).

15 Data presentation and statstcal analy=s

AL numerical results are expressad 2s means = 5D of the indicated number of expenmenis.
Blot results are presented as direct band comparizons in auteradiographs and quanizfad by
densifometry wsing the Soom Imape soffware (SoronCorp) t-Stodent rests of unpared
samiples. amd vanance amalyns (ANOVA) for muoltple comparisons were used as
appropriate. Post hoco fest (Tukey) was emploved when required. The level of sipnificance

was set af p < 005,

1. Eeznlis

3.1 Bady weight food intake and adiposity

The paps were weighed oo d2 and weekly thereafter. The body weight of HiN anmmals
was hizher than NN from d2 (Fig 1A) ro dB2 {Fiz.1B). In dR2, the epadidymal fat pad was
weizhed, HIW animals chowed a fat mass larger tham M (0.77 = 0.0]1 @m HN offspring ve.
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0.4 =001 gin NN (Fig 1C). No differences in food meake were observed between the NN
and HN offspring (data oot showm).

3.1 Liver Epid content and histological apalvsis.

The liver presenfed vellowish appearance (data not shown) and the quanfitative
determination revealed that the content of hepatic migiycerides mereased about 1.4-fold in
HN mice as compared with the NN group (Fig 14). In addition, the anatysis of HE-stained
liver sections showed that the HN group presentsd larse lipid vacuoles within hepatocytes,
while the NN group had nermal Ever suchire, without lipid vacuoles (Fiz. 28).

3.3 Plasma Analyses
There were oo significant differences in lipid profiles or plasma glucese betwesn FN and
NN offspring. The levels of fasting insulin and TNFo were hisher in HN than in NN
amimals {Table II).

3.4 Expression and activation of proteins of insulin signaling i the ver.

Initially, we examuned whether the offsprmgz of dams fed an HFD during gestaton and
Iactation presented changes in the protein of the msulin-signaling pathway in Gver tissus.
The expression of tofal TE. TRS]. and AKT was pot different betwesn the growps ar dB2
(Fig. 3} BHowever, HN presented reduced phesphorylation of the insulin sizmaling
Components as compared o the NN group (Fig £). As expactsd, the caval administration of
m=ulin induced tyrosine phospharvlation of the insulin receptor (2.4-fold) (Fig. 44), as well
as [B5-1 {2.1-fold) (Fig. 4B) and IR5-1 (14-fold) (Fie 2C) when compared to saline-
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rraated conmols. Moreover, senne phospherylnon of PEE/AKRT also increased (6.7-fold)
after insulin admmisration (Fiz. 40 when compared with the vehicls. However, in the HI
eroup, the effect of inmulin was significantly reduced The phosphorylabon of IR, IRSI,
RS2, and AKT were increased by 1.6-fold, 1.3-fold 18-fold and 3.1-fold respectively,

when compared o the saline-meated contral.

3.5 Liver p-ACC, FAS, and PEPCK expression.

Total FAS expression m the Liver of the NN and HN apimals was evaluated. The
expression of FAS was hipher m the proup WIN than the HI group {1 4-fold) {Fiz A} The
basal p-ACC level was reduced (3.3-fold) in HN when compared to NN (Fig.5B). On the
otier hand PEPCE expression increased in the group HIN by about 35% when compared to

the NI group (Fig. 3C).

3.6 INE IEK and H5L phosphorylation

Bazal INK and IEE phosphoryiaton in liver tmssue of the NN and HN proups were
evaluated Compared to saline-weated conmols. basal phosphorylation of WK and IEE in
the hwer from HIN mice mcreased (3.2-fold and 2.3-fold respectively) as comparsd to NN
mice (Fig 6A and B).

Bazal hormons-ssnsitive lipase (HSL) phosphoryiation {SER..) was evalmied in the
epididymal faf pad of N and HN amimals. The basa! phespherylanon of HSL of HN
amimals was reduced 1.5-fold as compared to the NN group (Fig. §C).
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4. Discossion

It is well established that maternal diet during gestation and lacation mfiuencas fotal
and postoatal development Prenatal and sackling exposure to a diet rich in animal fat leads
to excessive body weight Insulm resistance, pancreadc [b-cell dyshimction and the
development of 2 metabaolic syndrome-like phenotype i adult life [19-21]

Insulm resistance 15 central to the pathopenesiz of the metabolic syndrome, and recent
data indicate that NAFID should be considsred the hepatic manifestation of the metabalic
syndrome [11], &I our stody madal the adult oS=prms did ot develop plucose meolarance,
a5 evzhiated by GTT (data oot shown). In additiem fasting glucose was not different
between HN and NN mice. However, the body weight at birth and adiposity were higher in
HN than NN amimals The corporal weight gam was larger in the HN group up fo dE2.
Although we did pot measure maternal glucese and insulin levels fhroughout pregnancy in
the presemt smady, the increased birth weight speests that it is likely doe to the
of an altered infrauferine apviropment mduced by the comsumption of an HFD, The
bypothalamn: plays 2 cemral role In energy homeostasis by both regulating appetite and
energy expendstare. In the pressnf srudy, we did potf evaluate the fetal hypothalamic
alterations in HIY mice. However. Gupts and collsapues [11] showed that fefuses of female
rats fed an HFD had significantly increased expresson of both Jeptm and msulin recepior,
and serum leptin and insulin lewel: Furthermere, young aduliz exposed early
(Enfrawierme/perinatal) to hydropenated far rich in trans faity acids showed loss of nsulm-
mouced hypophagia [2], indicating that the mismatch between early and e nomitional
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pregoancy and obesity m s fed an HFD mav conmmbate to metabolc syndrome-like
phenotype in adalt life
Interestnsly, although mmsulin resistance was not observed thoough GTT, HiN muce
presentad lipéd vacuodes in liver cells, indicadng an imbalance in mighveende formation and
nemover, a charactenistic of WAFID. Insulin resistance seem: fo e an essemtil
requirement for the development of NAFLD It contmutes to WAFLD by altenng TG
synthesis and wransport, mncreasing the lipolysis rate in the adipose tissue and the mnsport
of free fatry acids to the lver [23]. D nove lipogenesis contribates significantly to hepatic
accunmilanon of TG m NAFLD [14] and. in this conditkon, the amoumts of enrymes of the
fatty acd biosynchesis pathway may be increased. Inferestingly, the HIW group presented
reduced expression of FAS and spualler phosphoryiaton of ACC than the NN zroup,
comoborating the data that showed an mcrease io the lipid content m the Inver of HIN muice.
ACC 1s a nulafinctional enmyme that catabyses the cooversion of acervl-CoA to malonyl-
Cod, a precursor of bHpad symthesis pathway when activated (dephosphorylated form).
Addidorally, malonyl-Cal 15 a potent inhibitor of camifine palmitoy] transferaze-1
(CPT1), a rate-limiting step for the entry of lope chain fatry acids (LOCFA) imto the
mitochondna for exsdation [15] Therefors, the inhilabon of oxidaton, rather than the
sunmlaton of synthesis, may have comtribared to bipid accunmlacor in the liver. Racantly,
i an mteresfingly study Bruce and collzapues iovestgated this hypothesis and concluded
that maternal far intake commibates toward the NAFLD progression mn adult offspring
which is mediated through impaired hepatic mirechondnal metabelism and up-regulated
bepan: fpogeness [26].
In spite of several studies that descmbe a broad ranze of metabolic aboormalitss
presented by offspring of HFD-fed dams duning zestation and lacadion [3-7, 10, 19, 27],
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the presence of mslycendes m the Imver of adult offspome of HFD-fed dams was
dempnstated by some studies [19, 20, 28], Recently, in an elepant stady with nonbuman
prmates, McCurdy and colizapuass sugzasted that the mereased level of liver miglycendes
m offsprmg of HFD-fed dams resulted fom maternal lpid fansfer, because there was no
change m either mBMA or protein expression of any of the hpogenic enzymes Alithough
maternal lipsd tramsfer may have contmbuted to fetal NAFLD, this possibility was discarded
m our shady, as the offspomg were 12 weeks oid However, maternal lipsd mransfer may be
associated with permament metabelic chanses o fedal liver that increase the nisk of sfeatosis
during fem! development, sach as reduced TG export and decreazed FA owidanon. [k is
pessible that the Lver from adult offSprng presemts dimunached famy acd oxmdabon, as
mdicated by reduced ACC phosphorylaton in the HNW group. As discussed above,
dephosphoryisted ACC is active and produces malonyl-CoA. an ichibitor of fany acid
oxidanon. We ackoowledze Imutations in the evalmnon of the p-ACC lewel, however,
these ammals also messnted reduced phosphondation of HYL v 0 the adiposze tsswe and
3 higher level of semum free bty acids when compared to the WN zroup, mdicatnngs that the
flux of fattv acids fo the Iver ncreazed All together, theses resalts may af least partially
explain liver lipid accamalaton and the ensuime WAFT T and imsulm resisance

To investizate maalin resistance, we evaluarted insubin-mduced phosphonvlatan of Dver
IR IES, and AKT proteins Althouzh insubin mesisance was oof observed throush the
msulin of ghicose tolarance tests, the amimals of the HW group presentsd lesser msulin-
mduced phosphorylaton of liver IR, IRS, and AKT as compared to WN amimals. Thus, the
Iwer of the offspnng of dams fed an HFD in pregnancy presents molecular resistance o
msuling which may contriaate to hepatic steatosis. Insulin resistance 13 ao important eyent
that may precede mphycende acoumuilation m the liver [I1, 13] The ceovenfional
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explanation for hepafic tmelycenide accummiston is that visceral obesily and msulm
resistance, mostly mediated by adipekines, such as TWF-x, result in increased FFA release
from adipocyies with the conssguent sphapced delivery of Lipids to the bver. Additionally,
the reduced capacity of insulin to mhitit the production of hepatic glucose ageravates the
peripheral insulin resistance and contritutes to hepatic lipagenesis [23].

The pathogenssis of insulin resistance has the activation of senme kinases as a key
event. The offspring of HFD-fed danss (HN group) showed increased bazal phespharyiation
of Iiver IEK and WK and higher levels of serum IL1{, and THNF;y when compared to the
affepring of dams fed chow (greap NIW). The concentration of seram free fatry acids ake
mereased m HIW when compared to the WN group. In an animal mode! of dist-mduced fatty
Iwer dmsease, the increass m the expresswon of inflammatery cyiokmes comimbuted to
worsen meulin sippaling and activation of ghconsogenic and lipidogenic pathways [29].
Cytokines are potent JNE and [KE activatars, two serine kinases that may contribude to the
deregulation of the insnlin-zipnafing pathway [30-31] Thos, we believe that two
mechanisms may confribaie o lipid accurmlation in the liver. Inifially, if is likely that the
exposare to a dysmetabolic condition in the ufenpe emviropment mduced by HFD
copsumpton alters the lepim and insulin siFnaling in the Iate fetal penied OCnapta and
colleagues have demonstrated pofenfial programmung effecss of an alsered imbrauterime
emvironment on appetite-regalating neuropeptides and leptin and insulin signaling m the
late fetal perod [12] Damape to the hypothalmic inmbic and leptn sippabing pathwanys
may canse byperphagia and reduced enerzy expenditure, leadmg fo increased adiposity and
excessive body weight in adulf life, as observed in the offspring of fai-fed dams (HN group
ai d2Y) Basides, the prolonzed release of abnormally high levels of leptin by neonafal rats
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leads to eptin resistance and permapently affects hypothalamse fimctions imwolving the
ARC and PFVH [9].

The cooimbuton of the utenne epvirooment o obesaty and metabohc syndroms m adult
mice is not yet completely known. In rodenf models, maternal HF feeding has been
repiorted to have variable effects on metabolic changes in offspring. These discrepancies are
likely duoe to diffsremces in farty acid composition of fat-enniched diets across stadies and
varying levels of maternal infake of saturated fat [33-35] Caluwaerts and colleapues
showed that owverweight, adipocyte Iypertrophy, and mcreased TWF-o gene axpression m
whits adipoze fissae (WAT) were observed from early life to 435, but not in postpubertal
mats [27]. On the other hand offspring of fat-fed dams presented impaired ghicese
bomeostasis and mitochondnal abnormalities m 3-Gf-month-old and 1-year-old muce [11]
and hyperinsulmaemia and hyperleptinaemia [33].

Onur shady showed that the ofspring presented biver lipid deposition at B2 as well as
molecnlar insulin resistance and exressive hody weight In addifeon, seram insalin, THFo
and ILI[, and Dver p-JNE and p-IFE were higher in HN amimals Taken together, these
results remforce the importance of maternal numton dunine these critical windows of
development and sugpest thal consumpfion of an HFD by the mwther pradisposes the
offspring to develop a metabolic syndrome-like phenotype in adult life independendt of
posinatal muirstion.
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Fig 1- Body parameters of NN and HIN animals. (A) body weight at 42, (B) body mass
evoiution from d17 io d82 and (C) epididymal fat pad weight at d82. Data ars means + 5D,

o= E-10. *HN vs. BN.

Fig. 2. Laver imglycenide comtent {A) and photomicropraphs of Iver stamed with
Bematoxylin and eosin (B) from NN and HN animals Dam are means + 5D, n= 3. Ta (A)

p=0.05 *HNwi NN

Fig 3- Expression of I, IR5-1. and AKT protein in liver of NN and HN amimals at d83.
(A), immumoblotting (1B} with anti-Tf (B), IB with anti-IRS-1. and (C) IB with anti-AKT.
Bars show quanfification of total IR. IRS-1. and AKT normalized by totzl GAPDH in

tisso2 Diafa are means + SD. n=35. p=< 003

Fig 4- Insafin siemabing in Hver of WIN and HIN apimals at 481 (A). immuneprecipitaton
(1) with anti-1R and imommebliottng (TH) with anfi-Py anhibodies; (B), IF with amfi-TRS-1.
and [B with anti-p¥; (C), [P with anti-TRS-2, and 1B with ant-pY, (D}, IB with anti-p-
AET. Mice subjected to an ovemnipht fast recesved either sabins {-) ar insolin (+) {3 pmol)
through the cava vem before bver excision. Bars show quantification of phosphorylated
protein normalized by total protein in tisswe. Data are means + S0, 0=35. p< 003, *NN=
vi NN, ** HN+ vs. NN+

Fig 3- Baz;al level of FAS (A}, p-ACC (B) and PEPCE (T} in liver from NN and HWN

amimals. (A}, mrmmoblottineg (IB) with apti-FAS aotbodies; (B, IB with aoh-p-ACT and
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(). IB with anti-PEPCE. Bars show quantification of tofal proein normalized by fofal

GAPDH in tissue Data are means+ 5D, n=3, p=0.05, *HNwvs NM.

Fig 6 Liver bazal phosphorylation of INE (A), IEK {(B) and HSL., (C) in NN and HN
groups. (A), mmunobloting (I8 with ant-p-THNE antibodies; (B), IB with anti-p-TEE and
(Ch IE with ant-p-HSL.,, Bars show quantification of tofal protein pommafized by total

GAPDH intissue Dat are means + 5D, 0=3% p< 005, *HNv= NM
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Table. [-Numiional composthon of expenmental diet and standard chow used dunng

sestation and [actabon
Standard Chow Hizh fat diet

Nutrients gy =iy
Frotzin P 20
Carbohyvdrase b 43
Samrated Fat 4 3
Coline 025 015
Fiber 5 3
Vitamin I 1
Mineral 3.5 35
Cysans 03 03
Energy (BT 100z) 1591 1933
Calories fom bpids (2100 2 of disf) 9 45

44



Table [I- Posmata] senam tuochemical parameters at dB2 in offspomg of HFD-fed dams (HIM)

and control (NN},
Croups
Paramefers NN HN
Fasting serum ghicose (medl™) 137+23 161+ 30
Fasting serum insulin (nz ml™) BE+ 0.07 14401°
Serum TNFa (pemi™) 85492 147+ 18.4%
Serum ILIJ\ (pzmi™) 45470 BS4121*
Serum triglyrerides (me.dl™) 170 + 30 1024 25

Do sremeans+ S EM o= 57 per group. = P = 005 to NH vs. NN.
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CAPITULO 1l

Segunda fase experimental

II.1. Tolerancia a Glicose

O teste de tolerancia a glicose mostrou diferengas consideraveis no
perfil glicémico dos grupos analisados (figura 1A). A curva glicémica dos
animais do grupo HN apresentou area média 74% superior a do grupo NN
(figura 1B). Em adicao, os animais do grupo HN apresentaram glicemia basal

média 45% maior que o grupo NN (82+1,14 e 119+1,88, respectivamente).

I1.2. Anélise da expressado e/ou fosforilacdo das proteinas JNK, NFKB e IKK

A avaliacdao da expressadao ou fosforilacdo das proteinas da via pré-
inflamatéria nos animais dos grupos HN e NN foi realizada por western blot.
No figado dos animais do grupo HN a JNK apresentou-se 158% mais
fosforilada (figura 2A) e no hipotalamo as isoformas JNK 1 e 2 apresentaram
aumento de 158% e 55%, respectivamente.O conteudo de NFKB (figuras 3A
e 3B) foi 90% maior no figado dos animais HN. De maneira similar no
hipotalamo a expressdao de NFKB foi 96% maior no grupo HN se comparado
ao grupo NN. A proteina IKK também apresentou maior fosforilagdo no
figado (281%) dos animais do grupo HN (figura 4).

I1.3. Avaliacdo da fosforilagdo da proteina AKT hipotalamica

A ativagcdo da proteina AKT foi utilizada como parédmetro para a
avaliagcdo da sensibilidade hipotalamica a insulina. A figura 5 demonstra uma
significante diminuicdo da sensibilidade a insulina no hipotdlamo dos
animais do grupo HN.
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I1.4. Anélise da expressao e/ou fosforilacao das proteinas ACC, FAS e AMPK

A proteina ACC apresentou-se no tecido hepatico em maior quantidade
e menor fosforilagdo basal (56% inferior a NN) nos animais do grupo HN
(figura 6A). No hipotdlamo a fosforilacdo da ACC néo foi diferente entre os
grupos, entretanto a quantidade da proteina ACC foi maior neste tecido. A
proteina 4cido graxo sintase (FAS) também mostrou-se aumentada em 132%
no figado dos animais do grupo HN (figura 7).

A proteina AMPK hipotalamica nos animais do grupo HN apresentou
menor desfosforilagdo apdés o desafio com insulina por via intraperitoneal se

comparado ao grupo NN (figura 8).
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Figura 1: A- Curva de decaimento da glicemia sanguinea dos animais NN ¢
intraperitoneal de glicose 25% (1g/Kg) pelo periodo de 0 a 120 minutos. B- Areas sob as curvas NN

basal animais NN

T T
NN HN

e NH e com 4 semanas de vida ap6s injegao
e NH e. C- Glicemia

e NH e com 4 semanas de vida. n=5 animais/ grupo, * p<0,05 NNvsHN. Jejum noturno de 14 horas.
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Figura 2: Immunoblotting da proteina JNK fosforilada no figado (A); JNK 1 fosforilada no hipotalamo (B); JNK 2 fosforilada
no hipotalamo (C). Dados normalizados pelo controle endégeno GAPDH. n=3 animais/ grupo, * p<0,05 NNvsHN. Jejum
noturno de 14 horas.
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Figura 3: Immunoblotting da proteina NFKB nos tecidos hepatico (A) e hipotalamico (B). Dados normalizados pelo controle
enddégeno GAPDH. n=3 animais/ grupo, * p<0,05 NNvsHN. Jejum noturno de 14 horas.
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Figura 4: Immunibblotting da proteina IKK fosforilada no tecido hepatico. Dado normalizado pelo controle endégeno
GAPDH. n=3 animais/ grupo, * p<0,05 NNvsHN Jejum noturno de 14 horas.
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Figura 5: Immunoblotting da proteina AKT fosforliada hipotaldmica. Dado normalizado pelo controle endégeno GAPDH. (-)-
sem estimulagdo, (+)- estimulagdo prévia (7 minutos) com insulina (0,08U/Kg) administrada via intraperitoneal. n=3
animais/ grupo (blot representativo), * p<0,05 NN(+)vsHN(+). Jejum noturno de 14 horas.
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Figura 6: Immunoblotting da proteina ACC fosforilada: A- no tecido hepatico. Dado normalizado pelo controle enddgeno
GAPDH. B- ACC fosforilada/ACC total no tecidop hipotalamico. n=3 animais/ grupo, * p<0,05 NNvsHN. Jejum noturno de 14

horas.
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Figura 7: Immunoblotting da proteina FAS no tecido hepatico. Dado normalizado pelo controle endégeno GAPDH. n=3
animais/ grupo, * p<0,05 NNvsHN. Jejum noturno de 14 horas.
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Figura 8: Immunoblotting da proteina AMPK fosforilada no tecido hipotaldémico. Dado normalizado pelo controle endégeno
GAPDH. (-)- sem estimulacéo, (+)- estimulagéo prévia (7 minutos) com insulina (0,08U/Kg) administrada via intraperitoneal.
n=3 animais/ grupo, * p<0,05 NN(+)vsHN(+). Jejum noturno de 14 horas.
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5. DISCUSSAO

E conhecido que o consumo de dieta rica em gordura contribui de
maneira importante para o desenvolvimento de intolerdncia a glicose,
diabetes e obesidade (AGARDH; AHREN, 2012; MOLLER; KAUFMAN, 2005).
Estudos recentes tem procurado investigar a contribuicdo do consumo
materno de dieta rica em gordura para o desenvolvimento de patologias
metabélicas na prole adulta (DRAKE et al, 2012; GREGORIO et al, 2012;
KAPPEN et al, 2012). Em um estudo utilizando placentas foi descrito que
caracteristicas proé-inflamatérias, tais como a presenca de macréfagos
CD14+ e CD68+ e expressédo das citocinas proé-inflamatérias TNFalfa, IL6 e
IL1-beta estavam mais presentes na placenta obtida de mulheres obesas que
de mulheres magras (CHARLIER et al, 2008). Além disso, outros estudos
empregando este modelo também tem mostrado que a obesidade durante a
gestacao promove alteracdo nos mecanismos de controle da ingestao (KIRK
et al, 2009) assim como danos hepaticos relacionados ao estresse oxidativo,
elevada expressao de enzimas neoglicogénicas e deposicao e gordura neste
orgao (McCURDY et al, 2009).

Em nosso estudo a exposicdo pré natal a nutricdo hiperlipidica
promoveu efeitos deletérios importantes para metabolismo da prole HN com
12 semanas de vida. A prole de maes que fizeram uso da dieta rica em
gordura durante a gestacdo apresentou maior ganho de peso e massa de
tecido adiposo epididimal. Estes parametros foram acompanhados pelo
aumento dos niveis de triglicérides no figado tanto no adulto como na prole
recém desmamada (d28).

O armazenamento de gorduras no figado €é uma manifestacao
importante da sindrome metabdlica e resisténcia a insulina (MARCHESINI et
al, 2003). Contudo, nosso modelo ndo apresentou intolerancia a glicose ou
aumento na glicemia basal na primeira fase experimental (12 semanas),
embora peso corpéreo e massa de tecido adiposo tenham sido maiores no
grupo HN.
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Estes resultados podem ser reflexo de uma resposta adaptativa do
animal ao ambiente proé-inflamatério ao que foi exposto desde a fase
intrauterina. Neste sentido, ndés avaliamos os niveis de insulina, leptina,
IL1beta e TNFalfa no soro materno durante a gestacdo e lactagdo. Nosso
dados mostram que o sangue materno apresenta niveis aumentados tanto
dos hormdénios como das citocinas pré-inflamatérias. Embora, neste estudo a
analise de macréfagos ativos na placenta nédo tenha sido realizada ¢é
possivel que a placenta das maes obesas apresente maior quantidade deste
tipo celular. Em um estudo realizado por Charlier e colaboradores
demonstraram o aumento deste tipo de célula na placenta de mulheres
obesas (Chalier et al, 2008). Desta maneira, durante a gestacao o feto
experimenta condigbes que podem levar a um processo de adaptacéao
fisiolégica e disturbios metabdlicos na prole adulta. Neste sentido, vale
ressaltar que a prole HN apresentou maiores niveis de TNFalfa, IL1beta,
insulina e leptina no soro na fase adulta, o que embora ndo caracterize um
resposta as condi¢gdes experimentadas durante a fase intrauterina, pode
refletir o ganho de peso decorrente de danos na sinalizacdo hormonal.
Alguns autores tem sugerido que a hiperinsulinemia e hiperleptnemia
durante a gestacdo pode ser uma adaptacao fisiolégica (SEEBER; SMITH;
WADDELL, 2002) ou resultado do desenvolvimento da resisténcia hormonal
(HOWIE et al, 2009).

E conhecido que o quadro inflamatério subclinico é um grande promotor
da resisténcia molecular a sinalizagcdo hormonal, principalmente da insulina
e leptina (EVERARD et al, 2012; MOHAMMED et al, 2012). Em nosso modelo
o grupo HN apresentou menor fosforilagdo hepatica de proteinas da via de
sinalizacdo da insulina quando esta foi administrada por via intraperitoneal,
indicando que o quadro de resisténcia a insulina estava instalado neste
tecido. Além disso, as proteinas IKK e JNK encontravam-se mais
fosforiladas na prole de maes obesas (HN). Este € um aspecto importante,
desde que estas proteinas sado responsaveis pela fosforilagdo da proteina
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IRS-1 em serina, levando a danos nos sinais da insulina no tecido (HE et al,
2006; MACLAREN et al, 2008).

Do ponto de vista metabdlico, o figado da prole HN também apresentou
caracteristicas moleculares alteradas que podem estar relacionada a
deposicao de gordura no figado. No figado da prole HN tanto a sintese de
glicose pela neoglicogénese, como a sintese de acidos graxos parecem estar
ativadas, visto que a expressdao da PEPCK foi maior no grupo HN e a
fosforilacdo da proteina ACC foi reduzida. A proteina ACC na forma
desfosforilada permite sua participacdo na sintese de malonil-CoA, um
importante precursor dos acidos graxos e também um modulador negativo da
sua oxidacao na mitocdndria. Desta maneira, as condicdes metabdlicas do
figado da prole HN favorecem o acumulo de gordura neste tecido.

Um importante aspecto que deve ser discutido neste estudo é a
contribuicdo da massa adiposa adquirida durante o desenvolvimento para o
quadro apresentado na fase adulta. Na tentativa de compreender a
contribuicdo do consumo materno de dieta rica em gordura para os danos na
fase adulta, alguns estudos foram realizados com a prole logo apés o
desmame. Como, j& citado anteriormente, os animais do grupo HN
apresentaram maior peso ao nascer, maior percentual de massa adiposa nos
dois periodos estudados e maior ganho de peso ao longo das 25 semanas
observadas. Resultados semelhantes foram relatados por Carmody e
colaboradores (2011) em um experimento que descreveu os efeitos do uso
materno de dieta hiperlipidica associada ou n&o a resisténcia insulina
materna na prole tratada com dieta padrdo. De acordo, com Dunn e Bale
(2011) estes efeitos podem ser perpetuados como demonstrado em fémeas
da terceira geracdao de maes tratadas com dieta hiperlipidica durante a
gestacdo que apresentaram maior ganho de peso corpéreo e massa adiposa,
sugerindo um efeito transgeracional para o modelo estudado.

A dieta materna oferecida as matrizes do grupo HN foi capaz de modular
negativamente a homeostase glicémica da prole de 4 semanas que
apresentou menor tolerancia a glicose, comparada a prole controle. Um
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estudo realizado por Song e colegas (2012) os autores demonstraram a clara
relagcao entre a dieta materna e a homeostase da glicose ao comparar proles
de fémeas tratadas com dieta hiperlipidica e padrao associada a
hiperglicemia induzida por estreptozotocina. Tendo demonstrado que a
nutricdo pré-natal apresentou efeitos negativos mais pronunciados na
tolerancia a glicose e na deposicao hepatica de gordura que a hiperglicemia
materna.

O tecido hipotalamico é mais sensivel a mudang¢as nos niveis de
substratos energéticos e citocinas pré-inflamatérias, sendo comumente o
primeiro tecido a apresentar resisténcia aos horménios insulina e leptina, e
dele partem importantes alteragbes observadas nos tecidos periféricos apdés
0 consumo excessivo de gorduras durante o desenvolvimento (BELGARDT,
et al, 2010; PRADA et al, 2005; THALER; SCHWARTZ, 2010). Em nosso
modelo a prole com 28 dias de vida apresentou reducdo importante na
sensibilidade a insulina no hipotalamo, como pode ser observado pela menor
fosforilacdo da AKT e menor inibicao da AMPK neste tecido.
Interessantemente, estes efeitos foram acompanhados pela maior
fosforilacdo das proteinas serina quinases JNK e IKK, maior expressao de
NFKB e maiores niveis séricos de TNFa (prole com 12 semanas). A atividade
da quinase JNK promove o bloqueio do sinal intracelular da insulina,
provocando danos nos efeitos anabdlicos e anorexigénicos no hipotalamos
(MASHARANI, et al, 2011; TANTI; JAGER, 2009).

O sinal hipotalamico da insulina tem importante papel no controle da
secrecao da insulina pelas ilhotas e, portanto, este dano na sinalizacao
hipotaldamica em um estagio inicial do desenvolvimento pode ter contribuido
para o ganho de peso observado na prole HN e na deposicao de gordura no
figado deste animais. A proteina NFKB é um fator de transcrigcdo liberado
pela fosforilagdo do IkB por intermédio da serina quinase IKK. Translocando-
se ao nucleo, o NFKB promove a produgdo de mais citocinas
préinflamatoérias, o que desencadeia em um efeito de “ciclo-vicioso”
(CAPURSO; CAPURSO, 2012; DHINGRA, et al, 2009; KLEEMANN, et al,
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2010; IHEKWABA, 2004; LIU, et al, 2012, MELO, et al, 2011). Estes
resultados sugerem que a prole HN apresenta ativo, desde o desmame, 0s
mecanismos moleculares que estimulam a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como pode ser observado pelo niveis de TNFalfa e IL1beta no
soro. Sendo assim ndao podemos descartar que desde o desmame, a ativacao
das vias pré-inflamatérias por estas citocinas, seja responsavel pela efeitos
observados na prole adulta, tais como ganho de peso, maior insulinemia de
jejum e resisténcia molecular a insulina no figado e hipotalamo

Finalmente, um importante aspecto a ser ressaltado nos dados obtidos
com a prole logo apés o desmame é o fato da proteina ACC hipotalamica ter
sido modulada na prole HN. A maior fosforilacdo da ACC neste tecido
favorece a maior ingestdo de ragcdo e menor gasto energético. De acordo
com varios estudos utilizando diferentes ferramentas moleculares e
farmacolégicas, condicdes que levam a menor fosforilacdo da ACC (maior
atividade enzimética) resultam em menor fome, assim como o aumento da
fosforilacao da ACC resulta em maior ingestao de racao (OLSON et al, 2010;
STEVANOVIC et al, 2012). Fisiologicamente a ACC é fosforilada e inibida
pela atividade quinase da AMPK, um conhecido sensor energético celular
(SCHREURS; KUIPERS; VAN DER LEIJ, 2010). Em nosso estudo nenhuma
alteracdo basal foi observada na prole HN que justificasse o aumento da
fosforilacdo observado na ACC hipotalamica. Contudo, a infuséao
intraperitoneal de insulina nos animais do grupo HN nao resultou em menor
fosforilacado da AMPK, Diferentemente do ocorrido no grupo NN, que
apresentou significativa reducao da fosforilacdo da AMPK apds desafio com
a insulina. Tal efeito pode ser responsavel pelo elevado ganho de peso
observado nos animais HN.

Desta maneira, as alterac6es observadas na prole adulta parecem ter
origem precoce, desde que varias alteragcées moleculares foram detectadas
logo apés o desmame e podem contribuir para mudangcas comportamentais e
hormonais que favorecem o ganho de peso, e resisténcia a insulina e a
diabetes. Vale ressaltar que as caracteristicas hormonais bem como o
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conteudo de nutrientes do ambiente intrauterino podem concorrer para que a
prole mesmo antes do nascimento ja apresente alteracées em importantes

vias metabdlicas que concorrem para o estabelecimento do disturbio
metabdlico.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados permitiram concluir que a exposicao fetal a um
ambiente desfavoravel do ponto de vista nutricional e hormonal pode
promover adaptacées metabdlicas logo apés o desmame. Estas
caracteristicas metabdlicas sdao detectadas na prole recém-desmamada
através da ativacao de proteinas proé-inflamatérias tanto no hipotalamo como
no figado e menor sensibilidade a insulina. Embora a relagdo causal néo
tenha sido investigada, as alteracoes moleculares na prole recém-
desmamada podem estar na origem do ganho de peso, armazenamento de
TG no figado e resisténcia a insulina hepatica na fase adulta. Assim, a
exposicdo a nutricdo pré-natal excessiva e desbalanceada mostrou-se
precursora de alteracbes criticas ao metabolismo da progénie, consistentes
com o quadro de sindrome metabdlica. Desta forma, ressalta-se o risco do
consumo restrito de gorduras saturadas, especialmente durante a gestacéao
e lactacao, considerando os riscos maternos e a prole que a alimentacao
inadequada oferece.
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CERTIFICADO,

Certificamos que o projeto "Sinalizacdo da insulina e homeostase da

glicose na prole de camundongos com obesidade induzida por dieta

hiperlipidica™ (protocolo n° 2577-1), sob a responsabilidade de Prof. Dr. Marcio
Alberto Torsoni / Nicole Guimaraes Ashino, esta de acordo com os Principios
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O projeto foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 12 de dezembro de
2011.
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