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RESUMO

Dietas hiperlipidicas (H) consumidas por progenitores podem determinar o risco de
desenvolvimento de sindrome metabdlica e complicacdes cardiovasculares em seus
descendentes. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da dieta H com 60% de
lipidios submetida a ratas durante o acasalamento, gestacdo e lactacdo sobre o
consumo alimentar e a composic¢ao do tecido adiposo (TA) da prole F2 adulta. Para
isso, ratos Fischer machos (M) e fémeas (F) ndo consanguineos (G0), foram
submetidos a dieta H ou controle (C) durante os periodos de acasalamento (10 dias),
gestacao (28 dias) e lactacdo (21 dias), dando origem a prole G1. A prole G1 gerou a
prole F2. Apés o desmame, as proles G1 e F2 consumiram a dieta C por um periodo
de 90 dias. A prole F2 foi dividida em grupos de animais descendentes de progenitoras
que ingeriram a dieta H (F2HM e F2HF), e descendentes de progenitoras que
ingeriram a dieta C (F2CM e F2CF). Foram avaliados parametros nutricionais,
parametros biométricos, relacao tecido adiposo visceral e tecido adiposo subcutaneo
(TAVITAS), teor de lipidios e quantidade de colesterol no TA retroperitoneal. Foi
considerado como valor significativo p<0,05. Os resultados mostraram que, as proles
F2HM (n= 12) e F2HF (n= 11) apresentaram aumento da ingestao alimentar (233+6,7
e 17616,2 g, respectivamente); ingestdo caldrica (812+13,4 e 608+11,6 Kcal,
respectivamente); eficiéncia alimentar (0,68+0,03 e 0,51+0,01 Kcal/g,
respectivamente); ingestdo de agua (257+10,2 e 188+8,1 mL, respectivamente), da
massa corporal (336+2,55 e 209+2,07 g, respectivamente), do depdsito de gordura
inguinal (3,24+0,12 e 2,23+0,08 g/100g, respectivamente), depdsito de gordura
retroperitoneal (4,75+1,12 e 4,02+0,11 g/100g, respectivamente); depdsito de gordura
epididimal (5,65+0,31 g/100g), peso relativo do figado (3,40+0,10 e 3,04+0,03, g/100g
respectivamente); indice de adiposidade (13,4+0,23 e 7,71+0,13), teor de lipidios no
TA retroperitoneal (58,5+2,2 e 70,1+2,0 %, respectivamente); e do conteudo de
colesterol total no depdsito de gordura retroperitoneal (87,6+£9,8 e 63,3+£3,9 mg/dL,
respectivamente), comparados aos seus respectivos grupo controle F2CM (n= 11) e
F2CF (n= 12). Os ratos F2HM apresentaram aumento da relacdo TAV/TAS
(1,45+£0,06) em comparacdo ao grupo controle F2CM (n= 11). Diante dos dados
apresentados, é possivel que a dieta H administrada a progenitores durante os
periodos de acasalamento, gestacdo e lactacao, induziu alteracdes multigeracionais
nos parametros nutricionais e na composi¢cdo do tecido adiposo da geracdo F2,
mesmo esses animais tendo consumido uma dieta adequada nutricionalmente.

Palavras chaves: dieta hiperlipidica, tecido adiposo, prole F2, obesidade, efeitos
multigeracionais.



ABSTRACT

High fat diets (H) consumed by progenitors can determine the risk of developing
metabolic syndrome and cardiovascular complications in their offspring. The goal of
this study was to evaluate the effect of the H diet with 60% lipids submitted to rats
during mating, gestation and lactation upon dietary intake and the adipose tissue (TA)
of adult F2 offspring’s composition. For this reason, male (M) and female (F)
nonconsanguineous Fischer rats (GO) were submitted to the H diet or to the control
diet (C) during mating (10 days), gestation (28 days) and lactation, originating the G1
offspring. The G1 rats generated offspring F2. After weaning, offspring G1 and F2
consumed the C diet for a period of 90 days. The F2 offspring were divided into groups
of offspring of progenitors that ingested the H diet (F2HM and F2HF), and offspring of
progenitors that ingested the C diet (F2CM and F2CF). Nutritional parameters,
biometric parameters, visceral adipose tissue and subcutaneous adipose tissue ratio
(TAVITAS), lipid content and content of cholesterol in retroperitoneal TA were
evaluated. It was considered as a significant value p<0.05. The results showed that
the F2HM (n= 12) and F2HF (n= 11) offspring had increased food intake (233 + 6.7
and 176 + 6.2 g, respectively); caloric intake (812 + 13.4 and 608 + 11.6 Kcal,
respectively); water intake (257 + 10.2 and 188 + 8.1 mL, respectively), body mass
(336 + 2.55 and 209 + 2.07 g, respectively), inguinal fat deposit (3.24 £ 0.12 and 2.23
+ 0.08 g / 100gq, respectively), retroperitoneal fat deposit (4.75 £ 1.12 and 4.02 + 0.11
g / 100g, respectively); epididymal fat deposit (5.65 £ 0.31 g / 100g), relative liver
weight (3.40 + 0.10 and 3.04 + 0.03, g/ 1009 respectively); adiposity index (13.4 £ 0.23
and 7.71 £ 0.13), lipid content in retroperitoneal TA (58.5 + 2.2 and 70.1 + 2.0%,
respectively); and total cholesterol content in the retroperitoneal fat deposit (87.6 £ 9.8
and 63.3 + 3.9 mg / dL, respectively), compared to their respective control group F2CM
(n=11) and F2CF (n= 12). The F2HM rats showed an increase in the TAV/TAS ratio
(1.45 = 0.06) compared to the F2CM control group (n= 11). In view of the results
showed in this study, it is possible that the H diet administered to progenitors during
the mating, gestation and lactation induced multigenerational changes in the nutritional
parameters and in the adipose tissue composition of the F2 generation, even though
these animals have consumed a nutritionally adequate diet.

Key words: High fat diet, adipose tissue, F2 offspring, obesity, multigenerational
effects.
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1. INTRODUCAO

A exposicdo a diferentes condicbes ambientais, tais como o tipo de
alimentacao, pode promover alteragfes epigenéticas (SECKL e HOLMES, 2007), isto
€, causar alteracBes na expressao génica sem alterar o genotipo celular (SANTOS e
cols., 2011; CHOI e cols., 2013).

Estudos epidemiolégicos mostraram que o estado nutricional atual de um
individuo pode estar relacionado com o tipo de dieta consumida pelos seus
antecedentes, evidenciando a importancia da epigenética no metabolismo (OZANNE
e CONSTANCIA, 2007), que pode aumentar o risco de gerar obesidade e suas
consequéncias ap0s o nascimento e ao longo das geracdes (DHASARATHY,
ROEMMICH e CLAYCOMBE, 2017; FORD e ODHIAMBO, 2017; NICHOLAS e
OZANNE, 2018). As alteracBes epigenéticas podem ocorrer por trés mecanismos
conhecidos até entdo: a metilacdo do DNA, modificacdo de histonas, e atividade RNA
nao codificante (microRNA) (DESAI, e cols., 2015). Essas modificacbes estao
relacionadas diretamente com a estabilidade da estrutura da cromatina, inativagéao
génica, e no processo de imprint parental, onde as modificacdes epigenéticas
expressas no DNA, sdo herdadas de cromossomos ligados aos genes paternos ou
maternos (WEAVER, SUSIARJO e BARTOLOMEI, 2009), de modo que, 0 processo
de alteracdes epigenéticas pode ser sexo especifico (DESAI, e cols., 2015).

Apesar do mecanismo epigenético ainda ndo ser bem definido em humanos,
em roedores foi possivel observar que essas modificacbes ocorrem em decorréncia
da programacao fetal, no qual, o consumo de uma dieta hipercal6rica, gera um
determinado estimulo durante a fase de desenvolvimento fetal, provocando mudancas
reversiveis na estrutura e funcdo de diversos 6Orgdos e tecidos (OZANNE e
CONSTANCIA, 2007; WELLS, CHOMTHO e FEWTRELL, 2007). Devido a
programacao fetal, € possivel que animais expostos a uma dieta inadequada em
ambiente intrauterino possam apresentar um grau de obesidade maior quando
comparado a animais que nao passaram pelo mesmo processo (LECOUTRE, e cols.,
2018).

J& é estabelecido que as consequéncias metabdlicas do alto consumo de dietas
hiperlipidicas causam efeitos multigeracionais, ou seja, causam efeitos que persistem
durante trés geracdes (AIKEN, TARRY-ADKINS e OZANNE, 2015), comprometendo

a mae (G0), o feto (G1), e as células germinativas do feto (F2); sendo possivel entao,
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observar manifestacdes clinicas da sindrome metabodlica (SM) em genitoras e suas
geracdes que foram afetadas pelo processo de programacéo fetal (LECOUTRE, e
cols., 2018).

A SM é uma condicao patoldgica caracterizada pelo aparecimento simultaneo
de hipertenséo arterial, dislipidemia, resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2
(DM2), e obesidade (WANG e cols., 2010; de CASTRO, e cols., 2013; LI, e cols.,
2017). O diagnéstico da SM é feito com a presenca de trés ou mais dessas
manifestacbes clinicas (JAMA, 2001; SBC, 2005). Individuos com SM possuem o
dobro de chances de desenvolvimento doencas cardiovasculares em comparacao a
individuos que ndo possuem a SM (WANG e cols., 2010).

O risco de desenvolver a SM estad diretamente relacionado ao grau de
obesidade em que se encontra o individuo, e ao acumulo de gordura corporal do tipo
androide, onde h& predominio de depdsitos de gordura na regido abdominal
(PRIMEAU, e cols., 2011). Devido a isso, 0 aumento desse depdsito de gordura,
também conhecido como tecido adiposo visceral, € considerado a principal evidéncia
associada a SM (SHAH, e cols., 2014).

O tecido adiposo (TA) € uma estrutura composta de células (adipocitos)
especializadas em estocar lipidios na forma de triacilglicerol (TAG) (AHIMA e FLIER,
2000) - composto formado por trés moléculas de acidos graxos conectados através
de uma ligacdo éster a uma molécula de glicerol. Os lipidios consumidos da dieta séo
a principal fonte de TAG e que, para serem estocados, precisam passar por um
complexo processo de digestdo, absorcao e transporte (NELSON e COX, 2014).

Devido a sua natureza hidrofébica, os lipidios precisam estar ligados a
lipoproteinas para serem transportados pelo sangue a outros tecidos. As principais
lipoproteinas sao os quilomicrons; lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL —
very-low density lipoproteins); lipoproteina de baixa densidade (LDL — low-density
lipoproteins); e lipoproteina de alta densidade (HDL - high-density lipoprotein)
(RODWELL, e cols., 2017). A LDL e HDL séo lipoproteinas produzidas pelo figado
compostas principalmente de colesterol. S&o responsaveis pelo transporte de
colesterol a tecidos extra-hepaticos; e transporte reverso de colesterol,
respectivamente (RODWELL, e cols., 2017). O aumento excessivo de LDL na corrente
sanguinea esta relacionado ao aumento da prevaléncia de doencas cardiovasculares,

como a aterosclerose e infarto agudo do miocéardio (SBC, 2005); enquanto o aumento
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da HDL esté relacionado a propriedades antiaterogénicas (LEWIS e RADER, 2005).
O metabolismo dessas lipoproteinas € diferente em roedores. A maioria do colesterol
nessa espécie € transportada para tecidos extra hepaticos na forma de HDL, diferente
de humanos, onde esse papel pertence a LDL (PUJOL, 2014).

Quilomicrons e VLDL séo ricos em TAG. Os quilomicrons sdo as primeiras
lipoproteinas formadas apos a digestédo de lipidios da dieta. JA o VLDL, produto do
metabolismo hepético, apds formado, é direcionado a outros tecidos, onde o seu
contetido podera ser fonte de energia através da oxidacgéo lipidica, ou para o tecido
adiposo, onde sera armazenado na forma de TAG (NELSON e COX, 2014).

Além das células especializadas no armazenamento de TAG, o TA também
apresenta uma matriz com fibras colagenas e reticulares, inervacao neuronal, células
do estroma vascular, pré-adipécitos, nédulos linfaticos, fibroblastos e células da
resposta imune (AHIMA, e cols., 2000).

A diferenciacdo do TA, processo chamado de adipogénese, ocorre em
humanos por volta do segundo trimestre de gestagcao. Diferentemente, em roedores,
essa diferenciacdo de adipécitos ocorre no periodo perinatal, mais precisamente, na
altima semana de gestacao, ocorrendo de forma acelerada no periodo neonatal até o
desmame. Em ambas as espécies, sob condi¢des fisioldgicas, o crescimento do TA
ocorre de forma gradativa até a vida adulta, onde o niumero de células se torna
constante, com uma média de renovacgao de 10-20% por més em roedores, e 10% ao
ano em humanos. Entretanto, estimulos ambientais, como o alto consumo de dietas
hiperlipidicas, podem aumentar essa taxa de renovacao, resultando em obesidade.
Além disso, é suposto que o0 numero de adipdcitos € determinado durante o
crescimento embrionario, presumindo que alteracbes epigenéticas, tais como a
exposicdo a dietas hiperlipidicas por progenitoras possam predispor a prole ao
aumento na taxa de diferenciacdo de adipdcitos, gerando obesidade durante a
puberdade e na vida adulta (LECOUTRE, e cols., 2018).

O TA é subdividido em tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom
(TAM). Os adipacitos presentes no TAB armazenam somente uma unica gota de
lipidio, que toma conta de praticamente toda o citoplasma da célula; enquanto no TAM,
os adipdcitos apresentam diversas goticulas de lipidios (AHIMA e FLIER, 2000).

O TAM é responsavel pela geracao de calor através da oxidacéao lipidica, um
processo conhecido como termogénese (CHOE, e cols., 2016; BARBOSA, e cols.,
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2018). Esse tecido é encontrado em roedores principalmente nas regides cervical e
interescapular durante todos os estagios da vida. Ja em humanos, € majoritariamente
observado, nas mesmas regides, em recém-nascidos. Em adultos, encontra-se em
menor quantidade, porém, possui importancia no controle do metabolismo energético
através da termogénese, caracteristica que pode influenciar positivamente no controle
da obesidade (CHECHI, NEDERGAARD e RICHARD, 2013). Tal caracteristica é
observada devido a presenca da proteina desacopladora 1 (UCP1), presente em
mitocondrias nos adipécitos do TAM. Frente a ativagdo de termorreceptores na
superficie corporal ao estimulo do frio; ou a ingestdo alimentar, o sistema nervoso
simpatico (SNS) estimula a oxidacdo de lipidios, produzindo acidos graxos livres
(AGL), que irdo servir de substrato para a ativacdo da UCP1 que, por sua vez, ir4
produzir calor ao dissipar a energia da fosforilagéo oxidativa, que seria utilizada para
formar adenosina trifosfato (ATP) (LABBE, e cols., 2015).

O TAB atualmente ndo € s6 conhecido apenas como um depdsito de energia,
mas também como um érgdo complexo (RIBEIRO FILHO, e cols., 2006), cuja
multiplas fungbes, Ihe da a propriedade de ser um 6érgao paracrino, enddcrino e
autocrino (SETHI, 2007; GOLLISCH, e cols., 2009). Através de substancias
secretadas, como as adipocinas, o TAB desempenha um papel crucial na regulacdo
do metabolismo (RIBEIRO FILHO, e cols., 2006). As adipocinas representam um
grupo de substancias, que englobam hormdnios, peptideos e citocinas secretadas
pelos adipdcitos do TAB (CHOE, e cols., 2016). As adipocinas podem influenciar na
pressdo sanguinea, angiogénese, sensibilidade a insulina, regulacdo do apetite e
saciedade, gasto energético, funcéo endotelial, imunidade, inflamacéo, e metabolismo
de lipidios, regulando assim, a homeostase do organismo (AGUILAR-VALLES, e cols.,
2015; FASSHAUER e BLUHER, 2015). A secrecéo de adipocinas pré-inflamatorias e
anti-inflamatérias pode ser a chave para o entendimento da etiologia da SM, uma vez
que, o desequilibrio na producdo dessas citocinas aumentam o risco de resisténcia a
insulina e de doencas cardiovasculares (do PRADO, e cols., 2009).

A leptina, a principal adipocina pro-inflamatoria produzida pelo TAB, é
secretada em resposta a ingestdo alimentar, e atua na regulacdo do apetite através
de receptores que atuam na regido hipotalamica, no sistema nervoso central (SNC).
O controle neurologico do apetite acontece no Nucleo Arqueado (ARC), no

hipotalamo. Esse controle é realizado através da interacdo de neurbnios que
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produzem neuropeptidios anorexigenos, que inibem a ingestao alimentar, como o pro-
opiomelanocortina (POMC); e orexigenos, que estimulam a ingestédo alimentar, como
neuropeptideo-Y (NPY) (DESAI, e cols., 2007; VALASSI, SCACCHI e CAVAGNINI,
2008).

Os niveis de leptina no organismo sao proporcionais a quantidade de TA,
evidenciando que individuos obesos produzem mais leptina em comparacdo a
individuos eutréficos (SMITIKA e MARESOVA, 2015). Entretanto, apesar dos niveis
elevados de leptina de acordo com o grau de adiposidade, individuos obesos néo
respondem a leptina da maneira esperada, devido a uma diminui¢do da sensibilidade
a esse hormoénio, um mecanismo conhecido como resisténcia a leptina. O mecanismo
pelo qual esse processo ocorre ainda ndo é bem elucidado, mas é suposto que ocorra
alguma falha na cascata de sinalizagéo da leptina em seus receptores no ARC (AHIMA
e FLIER, 2000; AGUILAR-VALLES, e cols., 2015; FASSHAUER e BLUHER, 2015;
CHOE, e cols., 2016; MANCUSO, 2016).

A producdo de adipocinas pelo TA ndo € uniforme. Ela ira depender
principalmente da localizagdo do TAB no organismo. Essa localizacao ir& influenciar,
além da producdao de citocinas, a composicao celular, o nimero de células da resposta
imune, e a propor¢cdo do numero de adipécitos que compdem o TA (COELHO,
OLIVEIRA e FERNANDES, 2013). Devido a essa diferenca de localizacdo, que
confere uma diferenca no metabolismo do tecido, o0 TAB pode ser subdividido em
tecido adiposo visceral (TAV) e tecido adiposo subcutaneo (TAS). O TAV esta
localizado no interior da cavidade abdominal, circundando os 6rgdos que compde
essa cavidade. Em humanos, compreende os depdsitos de gordura perirenal,
retroperitoneal, omental e mesentérico, correspondendo a cerca de 10-20% da
gordura corporal em homens, e 5-10% em mulheres. Em roedores, corresponde aos
depdsitos de gordura perirenal, retroperitoneal, mesentérico e epididimal (em
machos). Ja o TAS, corresponde a camada de gordura distribuida mais externamente
ao longo do corpo, se concentrando principalmente na regido abdominal e
gluteofemoral, correspondendo a 80% do depdsito de gordura corporal em humanos.
Em roedores corresponde aos depdsitos anterior, posterior (dorsolombar, inguinal e
gluteal) (KAMINSKI e RANDALL, 2010; CHUSYD, e cols., 2016).
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Figura 1 — Distribuicdo corporal dos tecidos adiposos marrom (TAM), visceral (TAV)

e subcutaneo (TAS) em humanos (A) e em roedores (B).
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Adaptado de CHOE, e cols., 2016.

A obesidade decorrente do TAV também é chamada obesidade central, ou do
tipo androide (forma de “maca”), e é mais observada no sexo masculino; enquanto o
aumento do depésito do TAS, ou obesidade androide (forma de “pera”), é
caracteristica da obesidade observada no sexo feminino (BJORNTORP, e cols., 1989;
KISSEBAH e KRAKOWER, 1994; GESTA, TSENG e KAHN, 2007)

Figura 2 — Padréo de gordura corporal de acordo com 0 sexo.

Maca Pera
(androide) (ginoide)

MCARDLE e KATCH: Nutricdo para o esporte e exercicio. 4ed, p. 621.
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Alteracbes metabolicas sdo mais evidentes quando ha um maior acumulo de
TAV em relacdo ao acumulo de TAS. Adipdcitos do TAV sado metabolicamente mais
ativos quando comparados aos adipdcitos do TAS, sendo maiores, € mais sujeitos a
atividade lipolitica. Devido a sua caracteristica hiperlipolitica, possui a capacidade de
liberar uma quantidade maior de AGL, contribuindo para o aumento de seus niveis
circulantes. Esse aumento € prejudicial, uma vez que contribui para a deposicao
ectopica de TAG. Possuem também, maior correlacdo com a tendéncia de
desenvolvimento de resisténcia a insulina, intolerancia a glicose e hipertrigliceridemia.
Além disso, individuos com excesso de TAV tem maior risco de desenvolverem
hipertenséao arterial, devido a um aumento da atividade do sistema renina angiotensina
(SRA) do TA, além de uma ativacdo do SNS, que esta conectado com a resisténcia a
insulina (IBRAHIM, 2009).

As caracteristicas patologicas atribuidas a obesidade central ocorrem
principalmente pelo mecanismo de hipertrofia e hiperplasia dos adipécitos. O
armazenamento do excesso de TAG pelo TA na obesidade se da através da
hipertrofia, onde ha aumento do volume celular; ou da hiperplasia, onde h4 uma maior
diferenciacdo de adipdcitos, expandindo o TA (GUSTAFSON, e cols., 2009). A
hipertrofia contribui para uma infiltracdo de macréfagos, e consequente desequilibrio
de producdo de citocinas, favorecendo a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias. Esse
mecanismo antecede um processo inflamatorio cronico de baixo grau (KALUPAHANA
e cols., 2012).

Na obesidade, o processo hipertrofico € acompanhado por um estado de
fibrose e hipoxia, responsaveis pela disfuncdo do tecido. A expansao rapida dos
adipdcitos devido ao estoque excessivo de TAG ndo € acompanhada de forma eficaz
pela angiogénese (processo de formacédo de novos vasos sanguineos) resultando em
hipdxia e na eventual morte do adipdcito, aumentando a resposta inflamatéria (SUN,
KUSMINSKI e SCHERER, 2011). Dessa maneira, a hipertrofia e o0 processo
inflamatorio contribuem para a disfuncéo do TA, que passa a ser mais susceptivel a
acao da lipdlise, aumentando a deposicéo ectopica de gordura em 6rgaos importantes
para o controle do metabolismo, como figado, pancreas e musculo esquelético; e
contribui para a resisténcia a insulina (BAYS, e cols., 2008; GUSTAFSON, e cols.,
2009).
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Em contraste ao processo de hipertrofia, a hiperplasia pode ser considerada
um mecanismo fisioldgico de crescimento do TA, principalmente durante os primeiros
anos de vida (DATTA, PODOLSKI e ATABAI, 2018). Entretanto, diante de ambientes
obesogénicos, como o consumo exacerbado de dietas hiperlipidicas, a hiperplasia
pode ultrapassar a taxa normal de renovacao e diferenciacdo do TA, resultando em
sobrepeso e obesidade (LECOUTRE, e cols., 2018). Sabe-se que, nessas
circunstancias, o processo hipertrofico antecede o processo de hiperplasia, que ir4
depender também da acdo de células precursoras e da diferenciacdo de pré-
adipécitos. Sendo assim, o processo hiperplasico ocorre nos estagios mais avancados
do processo do acumulo de gordura, e nesses casos, esta associado com o grau de
severidade da obesidade (KUSMINSKI, BICKEL e SCHERER, 2016; HACZEYNI,
BELL-ANDERSON e FARRELL, 2017).

A maneira como os adipdcitos irdo responder a estimulos hipertréficos ou
hiperplasicos ira depender de fatores genéticos e ambientais (BAYS, e cols., 2008).
Supdem-se que a hipertrofia esta mais correlacionada com a dieta, enquanto a
hiperplasia precisa da interacdo entre predisposicdo genética e dieta (JO, e cols.,
2009). Sabe-se que as alteragdes vistas no perfil do TA se devem, principalmente, ao
elevado consumo de dietas hipercaléricas, uma vez que, elas promovem um balanco
energético positivo, resultando em obesidade (ROCHA-RODRIGUES, e cols., 2018).

A correlacdo entre obesidade, dietas hiperlipidicas e predisposicdo genética
tem sido alvo de iniUmeros estudos nos ultimos anos, principalmente devido a
necessidade de se conhecer a etiologia de sua principal consequéncia, a SM. Estudos
realizados em modelos animais mostraram que proles de ratas submetidas a dietas
hiperlipidicas durante periodos criticos de demanda de energia, como a gestacao e
lactacdo, apresentaram alteracdes bioquimicas e metabdlicas caracteristicas da SM
gue ,além da obesidade, incluiam: aumento da pressao arterial, dislipidemia, perda da
sensibilidade a insulina e esteatose hepética ndo alcodlica (DESAI, e cols., 2014,
HUANG, e cols., 2017). As mudancas metabolicas e sensoriais ocorreram mesmo
guando a prole ingeria uma dieta equilibrada, comprovando a influéncia que a dieta
hiperlipidica materna possui no estado nutricional da prole (HOWIE, e cols., 2009).
Também foi observado em estudos com modelo animal, a preferéncia por alimentos
mais palataveis ricos em lipidios e carboidratos, aléem de um aumento na ingestao

alimentar, demonstrando que a dieta hiperlipidica das genitoras também é capaz de
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provocar mudancas gustativas e sensoriais, além de exercer certa influéncia no
controle central do mecanismo de fome e saciedade da prole (VUCETIC, e cols.,
2010).

Contudo, mesmo com o crescente numero de estudos envolvendo dietas
hipercaloricas e seus efeitos multigeracionais, poucos focaram na influéncia que a
dieta hiperlipidica possui ha segunda geracao de animais provenientes de ratas que
consumiram tais dietas.

Diante dessa possibilidade, esse estudo busca compreender se o consumo de
dietas hiperlipidicas pelas progenitoras, durante o acasalamento, gestacao e lactacao,
pode provocar alteracbes nos parametros nutricionais e também alteracdes na
composicdo no TAB da segunda geracdo de ratos, podendo os tornar mais
susceptiveis a obesidade, inflamacéo, e a disturbios consequentes do processo de

expansao do TA.
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2. JUSTIFICATIVA

A obesidade pode ser entendida como expansédo do TA, seja pelo aumento do
namero das células que o compde — os adipdécitos, ou pela sua expansdo devido ao
aumento do armazenamento de gordura. A expansdo do TAV é extremamente
prejudicial, uma vez que esta relacionado com o aparecimento de doencas
cardiovasculares e resisténcia a insulina.

O aumento do consumo de dietas hiperlipidicas pode gerar diversas
complicagbes no organismo que caracterizam a SM. O consumo dessas dietas pode
ainda ser mais danoso quando ingeridos em periodo de gravidez e lactacdo, uma vez
que além de produzirem mudancas fisiolégicas e metabdlicas nas mées, essas
mudancas também podem ser observadas na prole. Esse processo, chamado de
programacao fetal, compromete as duas futuras proles das progenitoras, e pode levar
as proles a um risco maior de desenvolver obesidade e todas as suas consequéncias.

Como a maioria dos estudos nessa area focam apenas nas mudancas que
ocorrem na primeira geracéo (F1), esse estudo busca entender se o consumo da dieta
hiperlipidica por ratas durante os periodos de acasalamento, gestacao e lactacao,
pode levar a segunda geracdo (F2) a mudancas nos parametros alimentares, e
alteracbes no TA, como aumento de sua propor¢cao e cComposi¢do, uma vez que, essas
mudancas nutricionais e metabdlicas podem aumentar o risco de inflamacéo e

predispor a prole a SM.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos Gerais

Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica ofertada a ratas durante o acasalamento,

gestacao e lactagédo sobre o consumo alimentar e a composic¢éo do tecido adiposo da

prole F2 adulta.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica das progenitoras sobre os parametros
nutricionais da prole F2;

Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica das progenitoras sobre o peso relativo
do figado; dos tecidos adiposos retroperitoneal, inguinal e epididimal; e do
tecido adiposo marrom da prole F2;

Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica das progenitoras sobre a massa
corporal e o indice de adiposidade da prole F2;

Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica das progenitoras sobre a relacao do
tecido adiposo visceral com o tecido adiposo subcutaneo (TAV/TAS) na
prole F2;

Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica das progenitoras sobre o teor lipidico
do depdsito de gordura retroperitoneal e epididimal da prole F2

Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica das progenitoras sobre o contetdo de
colesterol total do tecido adiposo retroperitoneal das da prole F2;
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4. MATERIAIS E METODOLOGIA
4.1. Definicdo das Dietas

Apébs os 90 dias de idade, os animais progenitores foram submetidos a dieta
controle (C) Nuvilab® disponivel no CCA/UFOP ou a dieta hiperlipidica (H) do
fornecedor Pragsolucdes®, que contém 30% de banha de porco, durante o periodo
de acasalamento, gestacao e lactacdo. Os animais do presente estudo receberam
apenas a dieta C apdés o desmame. A composicao das dietas estd descrita na tabela

abaixo:

Tabela 1 — Composicao da dieta (g/100g) padrao Nuvilab® e da dieta hiperlipidica
Pragsolucoes®.

Dieta Nuvilab Dieta Hiperlipidica
Ingredientes p/ 100g UN Ingredientes p/ 100g UN
Umidade 12,50 g Leite Condensado 31,60 g
Proteinas 22,00 g Caseina 18,00 g
Carboidratos 55,00 g Frutose 3,35 g
Lipidios 4,50 g Sacarose 7,00 g
Mix Mineral 10,00 g Banha 30,00 g
Fibra bruta 8,00 g Fibra (Cel. Microcrist.) 5,00 g
L-cistina 0,30 g
Bit. Colina 0,25 g
BHT 0,00 g
Mix mineral 3,50 g
Mix vitaminico 1,00 g
TOTAL 100,0 g TOTAL 100,0 g
Kcallg 3,5 Kcall/g 4,9
Macronutrientes (% Kcal) Macronutrientes (% Kcal)
Carboidratos 63,13 Carboidratos 22,84
Proteinas 25,25 Proteinas 16,89
Lipidios 11,62 Lipidios 60,27
Poliinsaturados 60,0 Poliinsaturados 4,3
Monoinsaturados 23,3 Monoinsaturados 4,2
Saturados 15,2 Saturados 41,0
Colesterol 0,0 Colesterol 33,0

Composicéo da dieta (g/100g) consumidas pelos animais. A porcentagem de Kcal foi calculada com
base nas calorias fornecidas por cada macronutriente, sendo: carboidratos 4 Kcal/g; proteinas 4 Kcal/g;
e lipidios 9 Kcal/g. A porcentagem de gorduras poliinsaturadas, monoinsturadas e saturadas foi
calculada de acordo com a quantidade total de lipidios (g) fornecida em cada dieta.

4.2. Animais
Foram utilizados ratos Fischer machos e fémeas, com 90 dias de idade. Os

animais permaneceram em gaiolas de polipropileno (30 cm x 21 cm x 19 cm) com até
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seis animais, em ciclo claro-escuro 12h — 12h no Centro de Ciéncia Animal da UFOP
(CCA/UFOP), com livre acesso a agua e as dietas. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com as Diretrizes de Etica em Cuidados de Animais
Experimentais. O projeto foi aprovado pelo comité de ética animal da Universidade
Federal de Ouro Preto (UFOP), com protocolo n° 2016/49 (Anexo A).

4.3. Protocolo Experimental

Durante o periodo de acasalamento (10 dias), uma fémea e um macho virgens
(animais GO/progenitores) com 90 dias de idade foram alocados em gaiolas de
polipropileno e divididos em grupos de ratos que receberam a dieta H, e 0s que
receberam a dieta C. ApoOs esse periodo, os machos foram retirados e as fémeas
foram realocadas em gaiolas individuais, onde continuaram a receber a dieta H ou
dieta C durante o periodo de gestacao (28 dias) e de lactacdo (21 dias). Tomou-se o
cuidado de evitar a consanguinidade entre 0s grupos

No nascimento, as ninhadas foram manipuladas de maneira que foram
mantidos até oito filhotes por mae a fim de garantir crescimento homogéneo das
ninhadas. Apds o término do periodo de lactacdo da prole machos e fémeas foram
divididos em dois grupos: um oriundo das progenitoras que receberam a dieta C, e
outro proveniente de genitoras que receberam a dieta H. Esses animais foram
realocados em gaiolas coletivas (3 a 6 animais por gaiola) e receberam a dieta C por
90 dias. No 90° dia, uma parte da prole foi separada e destinada a eutanasia para
coleta de tecidos (prole F1); a outra parte foi destinada para o protocolo de
acasalamento (prole G1), no qual uma fémea e um macho de cada grupo foram
acasalados, dando origem a geracéo F2.

Apoés o desmame, a prole (animais F2) oriunda dos animais G1, foram divididas
em gaiolas coletivas de polipropileno (3 a 6 animais por gaiola), onde permaneceram
recebendo a dieta C por 90 dias. O delineamento experimental encontra-se

esquematizado na figura 1.
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Figura 3 - Delineamento experimental.
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Adaptado de BARBOSA, e cols., submetido.

4.4. Defini¢ao de Grupos

» F2CF - Prole fémea descendentes de progenitores e genitores que ingeriram
a dieta controle e que, apds o desmame, também recebeu a dieta controle por 90 dias;

= F2CM - Prole macho descendentes de progenitores e genitores que ingeriram
a dieta controle e que, ap6s o desmame, também recebeu a dieta controle por 90 dias;

» F2HF - Prole fémea descendentes de progenitores que ingeriram a dieta
hiperlipidica, e de genitores que ingeriram a dieta controle e que, apés o desmame,
recebeu a dieta controle por 90 dias;

» F2HM - Prole macho descendentes de progenitores que ingeriram a dieta
hiperlipidica, e de genitores que ingeriram a dieta controle e que, apds o desmame,

recebeu a dieta controle por 90 dias.

4.5. Avaliagcéo dos Parametros Nutricionais

Ao decorrer do experimento, duas vezes por semana, a ingestao alimentar (I1A)
foi mensurada através da quantidade de ragéo restante dividido pelo niamero de
animais de cada gaiola. A Ingestéo caldrica (IC) foi calculada através da formula: IA x
Kcal fornecida por cada dieta. A Eficiéncia alimentar (EA) foi calculada pela relagéao
da variacao ponderal do animal (diferencga entre o peso final e o peso inicial) com a IC
(OLIVEIRA JUNIOR, e cols., 2013; MARTINS, e cols., 2015)
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4.6. Avaliacdo dos Parametros Biométricos

Todos os animais foram pesados duas vezes por semana até o final do
protocolo experimental. Apds a eutanasia dos animais, os depdsitos de gordura
inguinal, retroperitoneal e epididimal foram dissecados e pesados (g/100g da massa
corporal do rato) e foi realizado o indice de adiposidade através da férmula [massa
absoluta (g) dos depositos de gordura inguinal + retroperitoneal + epididimal/ massa
corporal do rato (g) x 100] (LEVIN, 1992).

4.7. Extracao Lipidica

A fracao lipidica foi extraida do TA de acordo com o método proposto por Folch,
e cols. (1951). Em tubos de vidros previamente lavados com éter de petroleo, cerca
de 100 mg do depdsito de gordura retroperitoneal foi pesado em uma balanca de
precisdo com quatro casas decimais. A amostra foi homogeneizada com 1 mL de
solucdo de cloroférmio-metanol (2:1) durante 1 min, e depois, com mais 1 mL de
solugédo, homogeneizou-se por mais 1 min. Em seguida, cada tubo foi homogeneizado
em vortex (3 min) e posteriormente foi adicionado 0,4 mL de metanol. A amostra foi
entdo levada a centrifuga (3000 rpm; 4°C; 10 min). O sobrenadante foi transferido para
um tubo de vidro previamente lavado com éter de petrdleo e pesado, e em seguida foi
adicionado 0,8 mL de cloroférmio, e 0,64 mL de NaCl (0,73%). As amostras foram
entdo novamente homogeneizadas em vortex (1 min) e centrifugadas (3000 rpm; 4°C;
10 min). O sobrenadante foi descartado e a parede do tubo foi lavada com 1 mL de
solucéo de Folch (3% de cloroformio; 49% de metanol; 48% de agua destilada). O
sobrenadante foi descartado, e o solvente foi evaporado em estufa overnight a 37°C.
Quando secos, o precipitado foi pesado em balanca com precisdo de quatro casas
decimais. Obteve-se a quantidade de lipidios extraido através da diferenca do peso
do tubo limpo e do peso do tubo com o precipitado. O teor de lipidios foi obtido através

da formula: % Lipidios = Massa de lipidios (g) x 100 / Massa da amostra (g).

4.8. Andlise do Conteudo de Colesterol Total
ApoGs a pesagem do extrato lipidico, o material foi ressuspendido com 1 mL de

isopropanol. As amostras foram mantidas no freezer a -20°C até serem analisadas.

28



As andlises foram realizadas através de kits comerciais individuais (Labtest, Lagoa

Santa — MG, Brasil) de acordo com as instruc¢des fornecidas pelo fabricante.

4.10. Anéalise Estatistica

Os resultados foram expressos com médias + EPM. Os parametros foram
analisados pelos testes de normalidade t de student ou Mann-Whitney. As analises
foram realizadas no software Graphpad Prism (versdo 6.00). Foram consideradas
diferencas significativas para p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Parametros Nutricionais

Os parametros nutricionais da prole F2 que ingeriu a dieta C apds o desmame
por 90 dias, e descendentes de progenitores que ingeriram a dieta H (F2HF e F2HM)
ou dieta C (F2CF e F2CM), foram obtidos através da avaliacdo da ingestéo alimentar,
ingestao calorica, ingestdo de agua e eficiéncia alimentar.

De acordo com a tabela 2, os animais descendentes de progenitores que
ingeriram a dieta H, apresentaram aumento (p<0,05) na ingestdo alimentar, na
ingestao caldrica, na ingestdo de agua, e na eficiéncia alimentar quando comparado

aos animais descentes de progenitores que ingeriram a dieta C.

Tabela 2 — Avaliacdo dos parametros nutricionais da prole F2

Parametros F2CM F2HM F2CF F2HF
Ingestéo alimentar (g) 132454 23346,7°  103+3,5  176+6,2*
Ingestéo caldrica (Kcal) 463+9,8  812+134* 362+10,2 608+11,6™
Eficiéncia Alimentar (Kcal/g) ~ 0,60+0,02 068+0,03* 0,48+0,01 0,51+0,01*
Ingestdo de agua (mL) 199+9,3 257+10,2%  137+11,7 188+81*
N 11 12 12 11

Parametros nutricionais das proles macho (F2HM e F2CM) e fémea (F2HF e F2CF) que consumiram
dieta C ap6s desmame até 90 dias de idade, descendentes de progenitores (G0O) que consumiram a
dieta H (F2HM e F2HF) ou C (F2CM e F2CF), e de genitores (G1) que consumiram a dieta C. *p<0,05
comparado aos grupos F2CM e F2CF (teste t de student ou Mann-Whitney). Valores expressos como
média + EPM. Ingestado alimentar (g) e ingestdo de 4gua (mL) obtida através da média de consumo
alimentar de cada grupo por semana. Ingestdo calorica (Kcal) obtida através da formula: 1A x Kcal
fornecida por cada dieta (3,5 para a dieta C). Eficiéncia alimentar (Kcal/g) obtida através da formula:
Variagdo ponderal do peso de cada animal + ingestéo caldrica média dos animais de cada gaiola. N=
namero de animais.

5.2. Parametros biométricos

Para a avaliacdo dos parametros biométricos da prole F2 que ingeriu a dieta C
apos o desmame por 90 dias e descendentes de progenitores que ingeriram a dieta H
(F2HF e F2HM) ou dieta C (F2CF e F2CM), foi mensurado a massa corporal desses
animais, bem como o peso relativo dos depdésitos de gordura retroperitoneal, inguinal

e epididimal, o TAM e o indice de adiposidade.

30



Conforme mostrado na tabela 3, os animais descendentes de progenitores que
ingeriram a dieta H (F2HM e F2HF), apresentaram aumento (p<0,05) da massa
corporal, dos depdsitos de gordura retroperitoneal, inguinal e epididimal, e do indice
de adiposidade, quando comparado aos animais descendentes de progenitores que
ingeriram a dieta C (F2CM e F2CF). Nao houve diferenca significativa no depdsito de
TAM

Tabela 3 — Pardmetros biométricos das proles F2
Parametros F2CM F2HM F2CF F2HF

Massa corporal (g) 293+5,20 336+2,55* 187+1,82  209+2,07*

Gordura inguinal (g/100g) 2,03+0,05 3,24+0,12* 1.87+0,11 2,23+0,08*

Gordura retroperitoneal
(g/100g) 1,25+0,09

Gordura epididimal (9/100g)  1,11+0,06 5,65+0,31* - -

4,75+1,12* 267+0,10 4,02+0,11*

TA marrom (g/1009) 0,10+0,01 0,11+0,01 0,11+0,01 0,11+0,02
Figado (g/100g) 3,08+0,04 3,40+0,10* 2,89+0,04 3,04+0,03*
Adiposidade 4,40+0,15 13,4+0,23* 4,94+0,21 7,71+0,13*
N 11 12 12 11

Pardmetros biométricos das proles macho (F2HM e F2CM) e fémea (F2HF e F2CF) que consumiram
dieta C ap6s desmame até 90 dias de idade, descendentes de progenitores (GO) que consumiram a
dieta C (F2CM e F2CF) ou H (F2HM e F2HF), e de genitores (G1) que consumiram a dieta C. *p<0,05
comparado aos grupos F2CM e F2CF (teste t de student ou Mann-Whitney). Valores expressos como
média + EPM. Peso relativo (g/100g da massa corporal do rato) de 6rgdos e tecidos; calculo de
adiposidade [Massa absoluta (g) dos depdsitos das gorduras inguinal + retroperitoneal + epididimal /
massa corporal do rato (g) x 100]. N= nimero de animais. TA = tecido adiposo.

5.3. Relagdo TAV/TAS

Para a avaliacéo da relacédo TAV/TAS da prole F2 que ingeriu a dieta C apds o
desmame por 90 dias e descendentes de progenitores que ingeriram a dieta H (F2HF
e F2HM) ou dieta C (F2CF e F2CM), usou-se a soma dos depositos de gorduras
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retroperitoneal e epididimal (machos) como TAV, e o depdsito de gordura inguinal
como TAS.

Conforme mostrado na figura 2, os animais F2HM (1,45+0,06; N=12)
descendentes de progenitores que ingeriram a dieta H, apresentaram aumento
(p<0,05) da relacdo TAV/TAS quando comparados aos animais F2CM (1,14+0,07;
N=10) descendentes de progenitores que ingeriram a dieta C. N&do foi encontrada
diferenca significativa na relacdo TAV/TAS nas fémeas F2HF (1,95+0,10; N=11) e
F2CF (1,72+0,12; N=12).
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Figura 4 - Relacdo TAV/TAS das proles F2 (F2HM e F2CM — painel A) e fémea (F2HF e F2CF — painel
B) que consumiram dieta C apds desmame até 90 dias de idade, descendentes de progenitores (G0)
que consumiram a dieta C (F2CM e F2CF) ou H (F2HM e F2HF), e de genitores (G1) que consumiram
a dieta C. *p<0,05 comparado aos grupos F2CM e F2CF (teste t de student ou Mann-Whitney). TAV
obtido pela soma dos depdsitos de gorduras retroperitoneal e epididimal (em machos); quantidade de
TAS quantidade de depdsito de gordura inguinal. Valores expressos como média + EPM.

5.4. Teor de Lipidios

O teor de lipidios no depdsito de gordura retroperitoneal da prole F2 que ingeriu
a dieta C ap0s o desmame por 90 dias e descendentes de progenitores que ingeriram
a dieta H (F2HF e F2HM) ou dieta C (F2CF e F2CM) foi realizado conforme o método
proposto por Folch, e cols., (1951). Utilizou-se o depdsito de gordura retroperitoneal
devido ao maior aumento de seu tamanho em relacdo aos demais depdsitos de
gorduras nos animais machos e fémeas.

A figura 2 mostra que houve um aumento (p<0,05) no teor de lipidios depdsito

de gordura retroperitoneal dos animais F2HM (58,5+2,2%; N=12) e F2HF (70,1+2,0%;
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N=13) descendentes de progenitores que ingeriram a dieta H, em comparacdo aos
animais F2CM (48,6+3,5%; N=10) e F2CF (61,0+2,1%; N=12) descendentes de

progenitores que ingeriram a dieta C.
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Figura 5 - Teor de lipidios no depdsito de gordura retroperitoneal das proles F2 obtido através do
método de Folch das proles macho (F2HM e F2CM — painel A) e fémea (F2HF e F2CF — painel B) que
consumiram dieta C apés desmame até 90 dias de idade, descendentes de progenitores (G0O) que
consumiram a dieta C (F2CM e F2CF) ou H (F2HM e F2HF), e de genitores (G1) que consumiram a
dieta C. *p<0,05 comparado aos grupos F2CM e F2CF (teste t de student ou Mann-Whitney). Valores
expressos como média + EPM.

5.5. Conteudo de Colesterol Total

Para a avaliacdo do conteudo de colesterol total no depdsito de gordura
retroperitoneal da prole F2 que ingeriu a dieta C apés o desmame por 90 dias e
descendentes de progenitores que ingeriram a dieta H (F2HF e F2HM) ou dieta C
(F2CF e F2CM), foi realizado a dosagem do colesterol através do extrato lipidico
obtido através do método de folch.

A figura 3 mostra que houve um aumento (p<0,05) dos niveis de colesterol total
no depdsito de gordura retroperitoneal de animais F2HM (87,6+£9,8 mg/dL; N=12) e
F2HF (63,3+3,9 mg/dL; N=13) descendentes de progenitores que ingeriram a dieta H,
em comparacgao aos animais F2CM (33,1+5,2 mg/dL; N=10) e F2CF (47,6%5,2 mg/dL;

N=12) descendentes de progenitores que ingeriram a dieta C.

33



1507 150 -
3 * E
o 100 ° 100 -
 ~ = ~
— 4 _
° 3= o= *
o O o D
o E o E
~ (]
2 50 - — 50 — T
o o
() —T (@)
0 0
F2CM F2HM F2CF F2HF

Figura 6 - Conteudo de colesterol total do depdsito de gordura retroperitoneal (mg/dL) das proles F2
macho (F2HM e F2CM - painel A) e fémea (F2HF e F2CF — painel B) que consumiram dieta C apés
desmame até 90 dias de idade, descendentes de progenitores (G0) que consumiram a dieta C (F2CM
e F2CF) ou H (F2HM e F2HF), e de genitores (G1) que consumiram a dieta C. *p<0,05 comparado aos
grupos F2CM e F2CF (teste t de student ou Mann-Whitney). Valores expressos como média + EPM.
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6. DISCUSSAO

Dados do presente estudo mostram que a dieta H, composta principalmente de
acidos graxos saturados e rica em colesterol, administrada a ratos Fischer no periodo
de acasalamento (10 dias), gestacdo (28 dias) e lactacdo (21 dias), foi capaz de
exercer mudancas nos parametros nutricionais, como aumento da IC, IA, EA, e no
consumo de agua; nos parametros biométricos, como aumento da massa corporal e
do indice de adiposidade; e aumentar o teor de lipidios e os niveis de colesterol no
depdsito de gordura retroperitoneal em seus descendentes F2, mesmo esses animais
tendo consumido apenas a dieta C ap0s o desmame.

Roedores tendem a diminuir a ingestdo alimentar quando consomem dietas
hipercaldricas, a fim de balancear a quantidade calérica fornecida pela dieta
(CORBET, e cols., 1986). Consequentemente, em situacdes fisiolégicas, devido a alta
densidade calorica da dieta, ratos submetidos a dietas H com valores entre 60 a 68%
de lipidios durante um periodo de 13 a 18 semanas, apresentaram ingestédo alimentar
menor e ingestéo caldrica semelhante a animais submetidos a dieta C (de CASTRO,
e cols., 2013; DESAI, e cols., 2014). Entretanto, o presente estudo demonstra que
animais descendentes de progenitores que ingeriam dieta H apresentam aumento da
ingestdo alimentar e calérica quando comparado aos seus respectivos grupos
controle.

Ja é estabelecido que a dieta materna pode influenciar nos parametros
alimentares de suas proles (CHANG, e cols., 2008). De acordo com Vucetic, e cols.,
(2010), camundongos que ingeriram dieta H contendo 60% de lipidios durante trés
meses antes do acasalamento, e durante a gestacdo e lactacdo, deram origem a
proles que, mesmo consumindo uma dieta C por 24 semanas, apresentaram aumento
da ingestdo alimentar, além de apresentarem preferéncia por alimentos mais
palataveis, ricos em lipidios e carboidratos. Os resultados também mostraram que o0s
animais provenientes de genitoras que ingeriram a dieta H apresentam maior
eficiéncia alimentar (EA) em comparacao a seus respectivos grupos controle. A EA
pode ser entendida como a capacidade do organismo de transformar as quilocalorias
ingeridas através de uma dieta em massa corporal (OLIVEIRA JUNIOR, e cols., 2013).
Em geral, uma dieta rica em &cidos graxos, se associa com um aumento da EA em
animais que consomem tais dietas (OLIVEIRA JUNIOR, e cols., 2009; POUDYAL, e
cols., 2012; OLIVEIRA JUNIOR, e cols., 2013; MARTINS, e cols., 2015) e também em
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proles F1, quando essas também fazem o consumo de dietas H (WHITE, PURPERA
e MORRISON, 2009; GREGORIO, e cols., 2010). Nao foram encontrados trabalhos
gue associasse 0 consumo de dietas H por progenitoras e aumento da EA na prole
F2 que consumiu dieta C.

A dieta H materna no periodo de gestacdo e lactacdo pode influenciar a
programacao da estrutura e a funcdo do ARC e alterar o comportamento do apetite,
alterando o desenvolvimento das células tronco em neurdnios e posteriormente na
expressao de peptideos orexigénicos ou anorexigénicos (DESAI, e cols., 2007; JIA, e
cols., 2008) A diferenciacéo de células-tronco neurais em neurdnios ou células da glia,
e, a diferenciacdo final para os neurbnios que regulam o apetite e saciedade é
regulada por uma interacdo espacial e temporal complexa que pode ser
significativamente alterada pelo meio nutritivo (DESAI e cols., 2007). A hipétese para
explicar nossos dados apresentados é que a dieta H ofertada as progenitoras
provocou alguma mudanca nas células germinativas da prole F2, como por exemplo,
durante a diferenciagéo celular, que podem ter causado mudancas funcionais no ARC,
influenciando o aumento da ingestéo alimentar e calérica (LECOUTRE, e cols., 2018).

A obesidade materna também é capaz de promover aumento da adipogénese
e alteracdo na regido hipotalamica aumentando o apetite na prole (CHEN 2014;
FRIHAUF e cols., 2016; KJAERGAARD e cols., 2017), gerando altera¢des na funcéo
cerebral e cardiovascular, no rim e no tecido adiposo (SYMONDS e cols., 2006;
TAYLOR 2016; JOHNSON e cols., 2014).

Nossos dados mostram que ratos F2HM e F2HF apresentaram aumento da
massa corporal e do indice de adiposidade quando comparados aos seus respectivos
grupos controle. Esses resultados corroboram estudos em modelos experimentais
realizados com ratos Sprague-Dawley e camundongos ICR, cuja prole F2H de
progenitoras que ingeriram dietas com 39 a 62% de lipidios, por periodos de 4, 11, 12
e 14 semanas antes e/ou durante do periodos de acasalamento, gestagéo e lactacao,
apresentaram aumento da massa corporal, além de disfuncdo das células 3
pancreaticas, aumento do TAG e da intolerancia a glicose (DUNN e BALE, 2009;
BARBOSA e cols., 2016; DESAI e cols., 2015; MASUYAMA e cols., 2016; HUANG, e
cols., 2017).

No presente estudo, o ganho de massa corporal observado nas proles pode ser

considerado, provavelmente, como consequéncia de diversas falhas no centro da
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saciedade, que € gerado pela diminuicdo da acdo da leptina no ARC, resultando em
defeitos no mecanismo de inibir o0 apetite e estimular a saciedade que é exercido por
essa adipocina (ROSS e DESAI, 2014). Um estudo realizado em nosso laboratorio,
utilizando o mesmo protocolo (BARBOSA, e cols., submetido), mostrou que os ratos
F2 apresentaram aumento nos niveis de leptina sérica. Assim, pelo menos podemos
sugerir a participacao da leptina no aumento da atividade simpatica e inibicdo do
centro de saciedade.

Vogt, e cols. (2014) mostraram que camundongos descendentes de méaes que
ingeriram uma dieta H com 35,2% de lipidios por oito semanas antes da gestacao até
a lactacdo, apresentaram aumento da massa corporal e do indice de adiposidade,
além de alteragBes epigenéticas, como a reducéo de neurdnios no ARC. Esses dados
corroboram o presente estudo, uma vez que, os animais F2HM e F2HF, apresentaram
além do aumento da massa corporal, aumento da adiposidade, dos depdsitos de
gordura retroperitoneal, inguinal e epididimal em comparacdo aos seus respectivos
grupos controle. Contudo, é importante ressaltar que as mudancas observadas nos
parametros nutricionais da prole F2HM e F2HF também pode ter contribuido para o
aumento da massa corporal e da adiposidade, uma vez que, 0s animais ingeriram
maior quantidade da dieta C, e consequentemente, mais quilocalorias, aumentando
também a EA. Dados da literatura sugerem que o aumento da EA esta diretamente
relacionado com o aumento dos indices de adiposidade e distlrbios no metabolismo
da glicose (OLIVEIRA JUNIOR, e cols., 2013).

Além disso, nesse estudo, o aumento da ingestdo de agua pelos animais F2H
em relacdo aos animais F2C pode ter relacdo com o aumento dos depdsitos de
gordura, uma vez que, o TA contribui para a ativacdo do SNS, e consequentemente
do SRA (IBRAHIM, 2009), e dados da literatura (MCKINLEY e JOHNSON, 2004)
mostram gque um dos produtos da via do SRA, a angiotensina Il (Ang Il), quando
administrada em ratos, estimula a ingestdo hidrica mesmo esses animais estando
saciados. Além disso, estudos mostram que a secrecdo de neuropeptidios
orexigénicos estimulam nédo sé a ingestdo alimentar, como também o consumo de
agua. Sendo assim, € possivel que esses animais estejam resistentes a agédo da
leptina no ARC, ou que tenham tido falhas na diferenciacdo e células dessa regido
hipotalamica devido ao processo de programacao fetal. Esses processos podem ter

culminado na prevaléncia de secrecdo de neuropeptidios orexigénicos, que nao so
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estimularam um aumento da ingestdo alimentar, como também do consumo agua
(BACKBERG, e cols., 2002; FERN@, e cols., 2015).

Diferentes estudos multigeracionais na literatura mostraram os efeitos da dieta
H consumida por progenitores, e a transferéncia de distirbios metabdlicos através de
linhagens maternas ou paternas em suas proles (DUNN e BALE, 2009; DUNN e BALE,
2011; HAFANI, e cols., 2015). O presente estudo difere dos demais apresentados da
literatura, pois ambos os animais GO, machos e fémeas consumiram a dieta H. E
importante também destacar que mesmo os progenitores (animais GO machos) tendo
consumido a dieta H apenas durante o periodo de acasalamento (10 dias), a sua
influéncia nas alteragdes dos parametros nutricionais e biométricos observados nao
pode ser ignorada. Estudos anteriores da literatura (FULLSTON, e cols., 2013;
CASTRO-BARBOSA, e cols., 2015) mostraram que dietas contendo 40 a 45% de
lipidios administrada a camundongos machos por um periodo de 10 a 12 semanas,
podem causar aumento de adiposidade e resisténcia a insulina na prole F2 de fémeas,
nao afetando os camundongos F2 machos. Isso sugere que, os efeitos da dieta H
podem ser transmitidos também pela linhagem paterna, e herdados de maneira mais
significativa em fémeas, provavelmente, devido a alguma alteracdo epigenética ligada
ao cromossomo X. (DHASARATHY, ROEMMICH e CLAYCOMBE, 2017).

Esses resultados reforcam a teoria de que a dieta H produziu um efeito
multigeracional que provocou a inducdo do ganho de massa corporal e adiposidade
nas proles F2HM e F2HF. Entretanto, testes epigenéticos seriam necessarios para
afirmar que os animais F2H sofrem influéncia dos efeitos epigenéticos.

Os dados de nosso presente estudo mostram ainda que ratos F2 apresentaram
aumento dos depdésitos de gorduras (retroperitoneal, inguinal e epididimal) nas proles
F2HF e F2HM. Porém, a relacdo TAV/TAS foi maior na prole F2HM. Geralmente,
devido a influéncia de hormdnios sexo-especificos, fémeas possuem maior
quantidade de TAS em relacdo ao TAV (NEDUNGADI e CLEGG, 2009;
KARASTERGIOU e FRIED, 2017). Os resultados sugerem que, 0 aumento observado
nos depaositos de gordura dos animais F2HF foi proporcional, acarretando um aumento
similar das gorduras que compdem o TAV e TAS, resultando na ndo predominancia
do TAV sobre o TAS. Dados anteriores de nosso laboratério (de CASTRO, e cols.,
2013) mostraram que a dieta H administrada a ratos recém desmamados por um

periodo de 13 semanas foi capaz de aumentar o depdsito de lipidios no TAV, além de
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induzir alteracbes metabdlicas e histoldgicas caracteristicas da SM humana. Os
resultados obtidos nesse estudo levantam a hipétese que a dieta H das progenitoras
acarreta efeitos multigeracionais que podem deixar a prole F2HM mais susceptivel a
riscos cardiovasculares e outras complicagdes caracteristicas do aumento do TAV.

Entretanto, ndo foi observado aumento no TAM de animais F2H em relac&o aos
animais F2C. Tal resultado era de se esperar, uma vez que, 0 aumento da massa
corporal estd relacionada com uma diminuicdo do TAM; e 0 seu aumento esta
associado a adaptacoes que estdo relacionadas a melhora na atividade termogénica,
como as proporcionadas pelo exercicio fisico (GIORDANO, FRONTINI e CINTI, 2016).
Isso € mostrado no estudo de Xu, e cols. (2011), onde camundongos que consumiram
dietas C (17% de lipidios) ou H (42% de lipidios) e passaram por um protocolo de
exercicio fisico durante 8 semanas, expressaram aumento de pré-adipdcitos para o
TAM e da expresséao génica de UCP1, consequentemente, apresentando aumento da
atividade termogénica. Dados da literatura mostram também que, a dieta hiperlipidica
materna durante o periodo de lactacdo € capaz de minimizar a capacidade
termogénica em sua prole (LIANG, e cols., 2016).

Adicionalmente, foi observado aumento do teor de lipidios e na quantidade de
colesterol no depdsito de gordura retroperitoneal das proles F2HM e F2HF. Nao foram
encontrados dados na literatura para comparar tais resultados. Entretanto, estudos
anteriores indicam que o aumento de colesterol no TA € proporcional ao seu aumento
na corrente sanguinea, e ao tamanho do adipdcito (KRAUSE e HARTMAN, 1984; le
LAY, e cols., 2001). Com esse achado, entende-se que 0 aumento da porcentagem
de lipidios no TA retroperitoneal é indicativo de que os ratos F2H estocaram mais
lipidios em relagéo a prole F2C, aumentando o tamanho dos adipOcitos e os seus
niveis de colesterol. Além disso, em outro estudo realizado em camundongos, foi
mostrado que o TA é capaz de fornecer colesterol para a molécula de HDL, podendo
ser responsavel pelo metabolismo de colesterol, e seu transporte para o figado e
outros tecidos (ZHANG, e cols., 2010).

No presente estudo, foi também observado, aumento do peso relativo do figado
nas proles F2HM e F2HF comparado aos seus respectivos grupos controle. Esse dado
se assemelha com o estudo multigeracional realizado por Li, e cols., (2012), no qual
o0 consumo de dietas H composta por 60% de lipidios em trés geracdes de

camundongos, levou esses animais a apresentarem aumento do peso relativo do
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figado, e consequentemente, um quadro de esteatose hepatica, que se mostrou mais
severo na geracao F2 em relacdo as geracdes GO e F1. De acordo com esse achado,
no presente estudo, o aumento da massa do figado pode estar relacionado com um
quadro de esteatose hepatica. O aumento da massa corporal e da adiposidade pode
alterar o metabolismo de lipidios, gerando, altas concentracdes de AGL na corrente
sanguinea. O excesso de AGL é metabolizado pelo figado resultando em esteatose
hepatica (MENON e cols., 2004; BRADBURY 2006).
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7. CONCLUSAO

A proles F2, machos e fémeas, descendentes de progenitores que se
alimentaram de dieta H, mesmo tendo se alimentado de dieta C, uma dieta adequada
nutricionalmente, apresentaram um aumento da IA e IC. Esses disturbios, que foram
induzidos pela dieta H submetida a progenitora e transferidos da genitora a prole F2,
induziram o aumento da EA, que proporcionou a esses animais maior eficiéncia em
aumentar sua massa corporal, maiores depdésitos de gordura inguinal, retroperitoneal
e epididimal, e em aumentar a relagdo TAV/TAS, estando esses animais mais

propensos a desenvolverem a SM e complicacdes cardiovasculares.
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9. ANEXOS

ANEXO A — Documento de Aprovacéo do Projeto pelo Comité de Etica Animal

da Universidade Federal de Ouro Preto
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