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RESUMO

ZECA, Suelen Guedes. Estudo da transmissdo inter- e transgeracional de alteracdes
metabdlicas, comportamentais e cardiacas na prole de camundongos obesos por duas
geracOes consecutivas. 2020. 99 p. Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiologicas). Instituto de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2020.

Dados epidemioldgicos e experimentais demonstram que a obesidade materna é capaz de
transmitir distirbios metabdlicos, comportamentais e cardiovasculares na prole, transmitidas
potencialmente de forma epigenética. Trabalhos mais recentes indicam a participacdo da
obesidade paterna no desenvolvimento de alteraces na composicdo corporal e distdrbios
metabolicos através de alteracdes epigenéticas no espermatozoide. Pouco ainda é conhecido sobre
esse fendbmeno em mamiferos, e no dimorfismo da programacdo metabdlica nesses modelos. O
objetivo deste trabalho foi compreender se a obesidade materna ou paterna, separadamente,
modula o metabolismo, comportamento, e funcdo cardiaca em roedores, por duas geracGes
consecutivas. Camundongos C57BL/6J fémeas ou machos alimentaram-se com dieta controle
(NC, 6% de lipideos) ou hiperlipidicas (HF45 e HF60, 45 e 60% de lipideos, respectivamente) ad
libitum por seis semanas antes da avaliacdo da composicdo corporal, metabolismo glicidico e
comportamental. Os grupos maternos e paternos NC, HF45 e HF60, considerados geracdo FO,
foram acasalados com animais NC do sexo oposto para obtencdo da geracdao F1. Para aumentar a
influéncia da programacao, a geracdo F2 foi obtida pelo cruzamento de camundongos F1 dentro
de seu proprio grupo. Excetuando-se FO, todos os animais foram mantidos em NC durante todo o
periodo. Observamos que fémeas e machos FO-HF45 e FO-HF60 apresentaram maior peso
corporal e adiposidade (fémeas: p<0,01; machos: p<0,001) e prejuizo no metabolismo glicidico
(p<0,05). Nas fémeas, nenhuma diferenca significativa foi observada nas taxas de gravidez e
nimero de filhotes ao nascimento; porém fémeas FO-HF60 apresentaram menor taxa de
sobrevivéncia dos filhotes apds o desmame (p< 0,05). A obesidade materna afetou em maior
proporcao os filhotes machos MHF45, que na F1 apresentaram maior massa corporal (p<0,001),
adiposidade (p<0,001) e prejuizo no metabolismo glicidico (p<0,05) e, na F2 apresentaram menor
peso corporal (p<0,05) e alteracbes cardiacas representadas pela reducdo na fracdo de ejecdo
(p<0,05) e aumento no volume sistélico final do ventriculo esquerdo (p<0,05). A obesidade
paterna afetou filhotes machos e fémeas em proporcdes semelhantes. Observamos maior massa
corporal (p<0,05) e adiposidade (p<0,05) em ambos sexos na prole F1-PHF45 e nos machos F1-
PHF60. Na F2 observamos menor peso corporal na prole PHF45 (p<0,05), com menor
adiposidade nas fémeas F2-PHF45 (p<0,01), sem alteracdo no metabolismo glicidico nas duas
geracgdes. A funcdo cardiaca apresentava-se normal na F1, mas uma reducédo substancial na fracdo
de ejecdo e aumento do volume sistdlico final do VE foi detectado nas proles F2-PHF45, em
machos (p<0,05) e fémeas (p<0,01). Dessa forma, concluimos que os filhotes machos foram mais
afetados pela obesidade materna, enquanto alteracGes na obesidade paterna foram observadas em
ambos os sexos, principalmente em relacdo aos prejuizos na fungdo cardiaca. Tal dimorfismo
mostra a importancia do estudo em ambos 0s sexos, bem como a necessidade de estudos
adicionais para a busca de marcadores epigenéticos chaves na manutencdo e transmissdo destes
fenotipos as proles subsequentes.

Palavras-chaves: ecocardiograma, epigenética, obesidade materna e paterna.



ABSTRACT

ZECA, Suelen Guedes. Studying inter- and transgenerational transmission of
metabolic, behavioral, and heart phenotypes on mice offspring for two consecutive
generations. 2020. 99 p. Thesis (Ph.D. in Physiological Sciences). Institute of Biological and
Health Sciences, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

Epidemiological and experimental data show that maternal obesity can transmit
metabolic, behavioral, and cardiovascular diseases, potentially transmitted by epigenetic
mechanisms. Recent literature indicates paternal obesity's role in developing body
composition and metabolic diseases by epigenetic modifications on spermatic cells. There is a
lack of information about the phenomena in mammals and the dimorphic aspect of this
experimental model's metabolic programming. This research aimed to understand if maternal
or paternal obesity, separately, modulate the metabolism, behavior, and cardiac function in
rodents, for two subsequent generations. Male and female C57BL/6J mice were fed with
chow (NC, 6% lipids) or high fat (HF45 and HF60, 45 and 60% lipids, respectively) diet ad
libitum for six weeks prior body composition, glycemic metabolism, and behavioral
evaluation. Maternal and paternal NC, HF45, and HF60 groups, the FO generation, were
mated with NC animals to obtain F1. To boost the programming effects, the F2 generation
was obtained by crossing the F1 generation within their groups. We kept all animals in a
chow diet during the experimental protocol, except FO. We observed that FO-HF45 and FO-
HF60 male and female had higher body weight and adiposity (female: p<0.01; male: p<0.001)
and glycemic metabolism impairment (p<0.05). No significant changes were observed on
females regarding pregnancy rate and litter number at birth; however, FO-HF60 females had
decreased pups by the end of lactation (p<0.05). Maternal obesity had a more significant
impact on MHF45 male offspring, in which F1 had increased body weight (p<0.001),
adiposity (p<0.001), and impaired glycemic metabolism (p<0.05). On F2 generation, it was
observed not only reduced body weight in this group (p<0.05), but also cardiac defects,
showed by decreased ejection fraction (p<0.05) and increased left-ventricle (LF) end-systolic
volume (p<0.05). Paternal obesity affected male and female offspring in similar proportions.
We observed more significant body weight (p<0.05) and adiposity (p<0.05) in both sexes in
the F1-PHF45 group and F1-PHF60 males. On F2 generation, decreased body weight was
observed in male and female F2-PHF45 (p<0.05), as well as reduced adiposity in female F2-
PHF45 (p<0.01), without changes in glycemic metabolism in both generations. The cardiac
function was normal on F1, but a substantial reduction in the ejection fraction and increased
left-ventricle (LF) end-systolic volume were detected on F2-PHF45 groups, male (p<0.05)
and female (p<0.01). Therefore, we suggest that male offspring was more affected by
maternal obesity, while paternal obesity affects both sexes in similar ways, especially
regarding the cardiac function. Such dimorphism shows the importance of both sex's studies
and the need for additional research on key epigenetic markers regarding phenotype
maintenance and transmission to subsequent generations.

Keywords: echocardiogram, epigenetic, maternal, and paternal obesity.
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1. INTRODUCAO

Sobrepeso e obesidade sdo definidos como acumulo anormal ou excessivo de gordura
corporal que oferecem risco a satde do individuo. Mudangas socio-econémicas e na industria
alimenticia que ocorreram no periodo pos-Segunda Guerra Mundial favoreceram a oferta e
consumo de alimentos processados altamente caloricos em detrimento a alimentacdo de
produtos in natura. Tal fato culminou nos altos indices de obesidade e sobrepeso atuais, assim
como aumento na ocorréncia de co-morbidades associadas, dentre elas: diabetes do tipo 2,
sindrome metabdlica e dislipidemias, depressdo e enxaquecas, doencas cardiacas e
hipertensdo arterial. Além dos prejuizos causados ao proprio individuo, evidéncias apontam
que a obesidade pode ter efeitos a longo prazo na descendéncia.

A teoria da DOHabD (sigla em inglés, que significa: origens do desenvolvimento da
salde e doenca) estuda precisamente como insultos ambientais, hormonais ou nutricionais
durante as fases iniciais de desenvolvimento do individuo podem levar a programacao
metabolica e ao surgimento de doencas crbénicas na vida adulta. As fases iniciais mais
estudadas compreendem os periodos de concepcao e desenvolvimento do zigoto, implantacéo,
gestacdo e lactacdo, sendo consideradas de extrema importancia devido ao intenso
crescimento, replicacdo e diferenciacdo celular que ocorre nestes periodos mencionados.

Os mecanismos pelos quais ocorrem a programacdo metabdlica tém sido em parte
explicados pela heranca epigenética transgeracional, ramo da epigenética onde estuda-se
alteracfes nos padrdes de expressao génica que sdo herdados através das geracbes, sem que
hajam mudancas na sequéncia de bases do DNA. Tais padrGes e marcadores epigenéticos
podem ocorrer a nivel nuclear (como modificacdes do estado da cromatina, metilacdo do
DNA ou alteracdes de histonas), citoplasmatico (como a expressdo de microRNAS ou outros
RNAs ndo-codificantes) ou serem dependentes das interacdes célula-célula e dessas com o
ambiente (como dietas e exercicio fisico). A nocdo de que genética, epigenética e meio
ambiente se interligam para o aparecimento e desenvolvimento dos mais diversos fenétipos é
intrigante, e mostra a importancia de abordagens multifacetadas para a compreensdo de
fatores que equilibram os estados de saude e doenga nos organismos.

Nesse contexto, dados na literatura sugerem que a obesidade e o sobrepeso materno
sdo associados ao aumento do risco de complicacbes obstétricas e doencas na prole, desde
mal-formacbes congénitas a doencas crbnicas na fase adulta. Dentre estas, citamos:
disfuncbes metabdlicas, obesidade, autismo, depressdo, ansiedade e doencas cardiovasculares.
Tais doencas podem ser expressas de forma diferente entre a prole macho e fémea, além de
ter capacidade de transmissdo para mais de uma geracao, caso haja imprint dos disturbios
observados.

Além da programacdo através do lado materno, estudos epidemioldgicos recentes
indicam que a obesidade paterna também influencia marcadores epigenéticos, submetendo a
prole ao maior risco de desenvolvimento da obesidade e resisténcia insulinica, por exemplo.
Modelos experimentais em invertebrados sugerem que o0 consumo paterno de dietas
hipercaloricas, sejam estas ricas em acUcares e/ou gorduras, promovem a transmissdo
intergeracional de alteracbes metabdlicas em filhotes machos e fémeas por mudangas no
padrdo de marcadores epigenéticos nos espermatozdides de animais obesos. No entanto,



pouco se sabe acerca da transmissdo transgeracional da doenga cardiaca em mamiferos, ou de
aspectos dimdrficos no padréo desta transmissdo no contexto da obesidade paterna.

No presente trabalho, estudamos as consequéncias metabdlicas e comportamentais
diretas do consumo de dietas ricas em lipideos, bem como a transmissdo de caracteristicas
metabolicas, comportamentais e cardiacas em duas geracdes subsequentes de camundongos,
tanto pela linhagem feminina quanto pela masculina. Sabe-se que mecanismos epigenéticos
sdo fundamentais desde a unido das células germinativas e diferenciacdo celular,
permanecendo ativos e passiveis de modulagdo por toda a vida do individuo. Por essa razao,
além de avaliar a existéncia de dimorfismo sexual, pesquisas cientificas como esta visam,
fundamentalmente, prover indicios e substrato para o desenvolvimento de estratégias para o
tratamento e prevencdo dos possiveis distarbios que a obesidade parental (materna ou paterna)
possa ocasionar.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Obesidade: cenario atual no Brasil e no mundo, causas e consequéncias

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os termos obesidade e
sobrepeso sdo definidos como acumulo anormal ou excessivo de tecido adiposo branco,
gerando risco para a saude de um determinado individuo. De 1980 aos dias atuais, a
obesidade triplicou na populacdo mundial, caracterizando um alarmante status pandémico
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019).

O ultimo levantamento feito pela OMS, em 2016, mostrou que mais de 1,9 bilhdes de
adultos encontravam-se com sobrepeso no mundo. Destes individuos, mais de 650 milhGes
eram obesos, totalizando 13% da populacdo mundial. Em relagdo as criancas e adolescentes
de cinco a dezenove anos, mais de 340 milhGes estavam em sobrepeso ou obesidade e, em
criangas menores de cinco anos, o numero foi de 41 milhdes, fazendo desta geracdo a
primeira a possuir menor estimativa de vida do que seus pais (INTERNATIONAL OBESITY
TASKFORCE, 2019; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2020).

Tais estatisticas sdo refletidas também no Brasil. GOMES e colaboradores (2019)
demonstraram que a prevaléncia da obesidade aumentou de 7,5 para 17% de 2002 a 2013
entre jovens adultos (20 a 39 anos), e de 14,7 para 25,7% entre adultos entre 40 a 59 anos
(GOMES et al., 2019). O ultimo levantamento epidemioldgico brasileiro foi realizado pela
VIGITEL, uma organizacdo que faz a vigilancia de fatores de risco e protecdo para doengas
cronicas por inquérito telefénico. De acordo com esse estudo, no conjunto das 27 cidades, a
frequéncia de adultos obesos foi de 20,3%, sendo semelhante entre homens e mulheres.
(VIGITEL, 2020).

Por ser uma doenca complexa, 0 aumento dos casos de obesidade tem origem
multifatorial intimamente relacionada a intricada interacdo entre fatores sociais, ambientais,
genéticos, de estilo de vida, culturais e outros (CHALK, 2004). No Brasil, estudos
epidemioldgicos demonstraram que a idade avancada, o nivel de instrucdo baixo, menor
atividade fisica e menor ingestdo de frutas e hortalicas sdo considerados também fatores de
risco a obesidade (GOMES et al., 2019; FERREIRA et al., 2019, VIGITEL, 2020).

A globalizacdo unificou o mundo, permitindo o comércio entre nagbes. Tal
acontecimento foi marcado por intensas mudancas socioeconémicas e na industria alimenticia
que favoreceu o aumento da oferta e consumo de alimentos processados altamente cal6ricos,
além da reducdo da atividade fisica da populagdo (GRUNDY, 2005). Por conta da instituicao
de um ambiente altamente obesogénico, alguns pesquisadores definem a globaliza¢cdo como o
fator mais significativo para o aumento dos indices globais de obesidade e sobrepeso. Tal
teoria é conhecida como teoria globesity (uma juncéo dos termos globalization e obesity, em
inglés) e discorre ndo somente sobre as causas, mas também sobre as consequéncias na saude
de individuos com obesidade e sobrepeso (GRUNDY, 2002; BELL et. al., 2005, COSTA-
FONT & MAS, 2016).

De fato, sabe-se que a obesidade € um fator de risco para diversas doengas crénicas
ndo-comunicaveis, consideradas desafios para os sistemas de saude global e brasileiro. Cerca
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de 72% de todas as mortes no Brasil sdo atribuidas a doengas ndo-comunicaveis (SCHMIDT
& DUNCAN, 2011), sendo grupos de baixa renda ocupando grande parte dessa populacao
(BERNAL et al., 2016). Dentre as doencas mais prevalentes em individuos obesos ou com
sobrepeso, observamos diabetes e dislipidemias, problemas na satde mental, hipertenséo,
doencas cardiacas e alguns tipos de cancer (HRUBY & HU, 2015). Além dessas doencas, a
obesidade aumenta o risco de severidade dos sintomas da infeccdo pelo SARS-CoV-2, o
COVID-19, visto que a obesidade esta associada a uma reducdo da capacidade imunoldgica
(TANAKA et al.,, 2001; ALWARAWRAH et al., 2018) e da capacidade respiratoria de
reserva, difucultando a ventilagdo pulmonar (SIMONNET et al., 2020; TARTOF, et al.,
2020). O aumento da morbidade em pessoas obesas ou com sobrepeso, portanto, s6 reforcam
a importancia da implementacdo de politicas publicas para a prevencdo da obesidade e da
conscientizacdo da necessidade de habitos saudaveis na sociedade brasileira (FERREIRA et
al., 2019).

2.2. Fisiopatologia da obesidade

Além de sua conhecida funcdo como reserva energética, o tecido adiposo participa
ativamente em outros processos fisioldgicos. Os tecidos adiposos foram inicialmente
subdivididos de acordo com sua aparéncia anatdmica, pois foram observados que possuem
coloracdes branca e amarronzada. Posteriormente, tais diferencas foram observadas também a
nivel molecular e fisiol6gico e, atualmente sabemos que tais tecidos possuem, além das
dististas posicdes e coloracBes anatdmicas, composicdo celular e repertorio secretorio
especifico a sua funcéo correspondente (CHAIT & HARTIGH, 2020).

Ao contrério do que se pensava antigamente, tal diferenciacdo ocorre durante a
diferenciacdo de células progenitoras e, embora ambas células tenham origem mesequimal, o
adipécito marrom e o musculo esquelético compartilham o mesmo precursor (Myf5+),
enquanto o branco é Myf5-. No entanto, adipdcitos brancos podem ser transformados em
adipocitos marrom-like, os chamados adip6citos bege, através da exposicdo ao frio, a
agonistas f-adrenérgicos ou a agonistas do PPAR-y (PARK et al., 2014).

Em relacdo ao tecido adiposo marrom, sua funcao principal é a de transferir a energia
armazenada, advinda da alimentagdo, em calor, sob controle majoritario da liberagdo de
norepinefrina liberada de terminacdes nervosas do sistema simpatico (CANNON &
NEDERGAARD, 2004). O tecido adiposo branco, por sua vez, esta mais relacionado a
reservatorio energético e importante acdo secretora. E composto por inimeros tipos celulares
que secretam de forma coordenada citocinas, quimiocinas e hormoénios que possuem papel
fundamental na homeostase energética, principalmente em processos de metabolizacéo
lipidica e glicidica (CRISTANCHO & LAZAR, 2011). Somente um terco das células que
compde o tecido adiposo branco é formado por adipdcitos; o restante é representado por
fibroblastos, células endoteliais, macrofagos, células estromais, células imunoldgicas e pré-
adipécitos (CHAIT & HARTIGH, 2020). A seguir, analisaremos de forma mais detalhada as
alteracdes inflamatdrias que ocorrem comumente em individuos obesos, por aumento dos
reservatorios de tecido adiposo branco.



2.2.1. Alterac0es inflamatorias

Individuos obesos tém aumento na massa adiposa que frequentemente apresenta-se em
processo inflamatorio moderado e crénico, que pode levar ao remodelamento e disfungéo do
tecido (LUMENG et al., 2007). Por estimulos ainda ndo totalmente compreendidos, ha a
ativacdo de linfécitos Thl (citotdxico, CD8") no tecido adiposo, que por sua vez propaga o
processo inflamatorio, incluindo o recrutamento de mondcitos e macréfagos no tecido adiposo
de obesos e suas subsequentes diferenciacdo e ativacdo local (NISHIMURA et al., 2009).

De acordo com o estado de ativacdo e funcbGes dos macrdfagos, estes podem ser
divididos em dois grupos. No tecido adiposo, macrofagos dos tipos M1 e M2 compde cerca
de 10% da fracdo estromal do 6rgdo em individuos saudaveis (FANTUZZI, 2005). A
liberacdo de interferon gama (IFN-y), produzida pelos linfocitos Thl leva ao desequilibrio
entre as duas populagdes de macr6fagos ao aumentar a ativacdo de macréfagos do subtipo M1
(CURAT et al., 2006; SALTIEL & OLEFSKY, 2017). Ao contrario dos macrofagos ativados
do tipo M2, estas células tém o papel de apresentar antigenos, secretar citocinas e quimiocinas
pré-inflamatorias, sendo seus principais produtos o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ a
interleucina 6 (IL-6). Todos estes fatores ja foram relacionados ao desenvolvimento de
resisténcia insulinica e doencas metabdlicas (LUMENG et. al., 2007; SALTIEL &
OLEFSKY, 2017). Além do tecido adiposo, o aumento de marcadores inflamatorios tambem
ocorre no epitélio intestinal (MCLAUGHLIN et al., 2017), nas ilhotas pancreaticas (EGUCHI
& NAGIA, 2017), figado (PARK et al, 2010) e muasculo esquelético (WU &
BALLANTYNE, 2017), contribuindo no estabelecimento de um ambiente pré-inflamatorio
que contribui para o desenvolvimento de enfermidades metabdlicas, como a resisténcia
insulinica e a diabetes do tipo 2, e cardiovasculares (CRISTANCHO & LAZAR, 2011;
CHAIT & HARTIGH, 2020), conforme esquematizado na Figura 1.

O que desencadeia o processo inflamatério associado a obesidade ainda é pouco
entendido. Em momentos iniciais da obesidade, ha o desacoplamento da respiracao
mitocondrial nos adipdcitos e menor perfusdo relativa, visto que este 6rgdo é rapidamente
expandido, de forma que a hipoxia parece ser um mecanismo fundamental no estabelecimento
da inflamacdo. H& aumento na demanda de oxigénio e a temporaria hipdxia celular pode
iniciar o processo inflamatdrio possivelmente através da ativacdo da via HIF1 (do inglés,
hypoxia inducible factor), visto que a delecdo genética do HIF1 em adipdcitos previne a
inflamac&o induzida pela obesidade e a resisténcia insulinica (LEE et al., 2014a).

Alguns pesquisadores acreditam que as dietas tém papel importante, visto que
diferentes espécies de lipideos podem promover inflamacdo pela ligacdo indireta com
receptores tipo tool (TLR) subtipos TLR4 e TLR2 através da proteina fetuina A, resultando
em ativagéo das vias NF-«B (fator nuclear kappa B) e INK1 (quinase c-Jun N-terminal tipo 1)
(SHI et al., 2006). Uma vez ativadas, essas vias de sinalizacdo aumentam a sintese e secrecdo
de quiomiocinas, como a proteina quimioatrativa de mondcitos-1 (MCP-1) em adipécitos ou
hepatdcitos levando a infiltracdo de macréfagos pro-inflamatérios. Ao mesmo tempo, lipideos
das familias 0mega-3 e Omega-6 participam em processos anti-inflamatérios (OH &
OLEFSKY, 2012).

Além disso, ha aumento da permeabilidade intestinal em individuos obesos, o que
resulta em maior concentracdo sérica de lipopolissacarideos (LPS) originarios de bactérias
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gram-positivas intestinais (AMAR et al., 2011). No tecido adiposo, o LPS inicia uma cascata
inflamatdria via ativacdo de TLR4, semelhante ao que ocorre no figado. Consistente com essa
teoria, aumento sérico de LPS tem sido positivamente correlacionado com diabetes tipo 2 em
humanos (SHI et al., 2006).

Evidéncias também demonstram que a inflamacéo crénica na obesidade ndo se limita
apenas ao tecido adiposo, mas € capaz de atravessar a barreira encefalica. Essa resposta
inflamatdria pode ser originada pelo recrutamento de células imunoldgicas periféricas, como
macrofagos e células B ao sistema nervoso central (SNC) (BUCKMAN et al., 2014). Regides
cerebrais que regulam a homeostase energética e 0 metabolismo sistémico séo
particularmente mais afetadas. O consumo de dietas hiperlipidicas e/ou hipercaléricas é capaz
de induzir processos inflamatdrios no hipotdlamo antes do que tecidos periféricos e diversas
celulas neuronais ou ndo-neuronais que participam desse processo (JAIS & BRUNING,
2017).

Grande parte dos marcadores inflamatérios mencionados anteriormente sao
relacionados a incidéncia da sindrome metabolica. Dentre 0os mais importantes estdo a I1L-6
(HEINRICH et al., 1990), proteina amiloide A e moléculas de adesdo soliveis (KOH et al.,
2005; KRESSEL et al., 2009). Além destas, temos também a proteina reativa C (PRC), que se
relaciona positivamente com o grau de severidade e prognéstico da sindrome metabdlica
(YUDKIN et al., 1999; AHLUWALIA et al.,, 2012; RODRIGUEZ HERNANDEZ et al.,
2013).

2.2.2. AlteracGes hormonais

O tecido adiposo branco tem papel extremamente relevante na secre¢cdo hormonal do
organismo, sendo considerado para alguns pesquisadores como o maior tecido enddcrino do
corpo humano (AHIMA & FLIER, 2000; COELHO et al., 2013). Sua natureza pleiotrdpica é
baseada na habilidade que os adipdcitos possuem de secretar hormdnios, fatores de
crescimento, enzimas, citocinas, fatores do sistema complemento e proteinas da matriz
celular. Além disso, adip6citos também possuem receptores para a maioria desses fatores,
diretamente relacionados a regulacdo de processos de consumo alimentar, gasto energético,
homeostase energética, imunidade e controle da presséo arterial (COSTA & DUARTE, 2006;
MATSUZAWA, 2006). Os horménios leptina, angiotensina, adiponectina e resistina
produzidos pelo tecido adiposo, bem como seus principais efeitos metabdlicos, serdo
comentados a seguir e ilustrados resumidamente na Figura 1.

A leptina é uma proteina de 16 kDa, 167 residuos de aminoacidos e foi identificada em
1995 como produto do gene ob, em camundongos (FRIEDMAN, 2009). O receptor da leptina
(ObR) foi identificado como um receptor da familia da classe | das citocinas, expresso em
varios nucleos cerebrais e tecidos periféricos (TARTAGLIA et al., 1995). Sua acdo central
classica ocorre no nucleo arqueado hipotalamico (XU et al., 2011a), estimulando a expressao
de fatores anorexigénicos, enquanto inibe a expressdo de fatores orexigénicos, garantindo
assim a reducdo do consumo alimentar e o aumento do gasto energético (LIMA & CURI,
2012).



Além disso, a leptina também age em neurdnios localizados no nicleo hipotalamico
ventro-medial (VMH), estimulando o aumento da acdo do sistema nervoso simpético no
organismo (SATOH et al., 1999). A leptina também influencia a atividade parassimpatica,
inibindo-a de forma (1) direta: a interacdo deste hormoénio sobre o receptor ObR-b leva a
hiperpolarizacdo dos neurdnios no nucleo dorsal motor do vago (DMV) (WILLIAMS et al.,
2007; LI et al., 2007); (2) e indireta, por acdo estimulatoria em neurdnios glutamatérgicos do
nacleo do trato solitario, que realizam sinapses inibitdrias com neurdbnios no DMV
(WILLIAMS et al., 2007).

No sistema cardiovascular, a leptina é capaz de induzir proliferacdo, diferenciacédo e
ativacdo de células hematopoiéticas (GAINSFORD et al., 1996), promover angiogénese
(BOULOUMIE et al., 1998; SIERRA-HONIGMANN et al., 1998), além de aumentar
respostas pro-inflamatorias (LOFFREDA et al., 1998) e prejudicar a funcdo endotelial por
aumentar a degradacdo de 6xido nitrico (NO) (FORTUNO et al., 2010). A leptina também
estimula a producdo de endotelina-1 (ET-1) (JUAN et al., 2008), e o excesso do hormdnio
promove calcificacdo vascular (LIU et al., 2014; PARHAMI et al., 2001), agregacéo
plaquetéaria e trombose arterial (KONSTANTINIDES et al., 2006). O aumento sérico nos
niveis de leptina promove o estresse oxidativo sistémico e intrarrenal, reduz a bioatividade do
NO, reduz a natriurese ao aumentar a reabsorcdo de sddio através da suprarregulacdo da
bomba Na/K-ATPase na medula renal (BELTOWSKI et al., 2004; KONUKOGLU et al.,
2006), diminui a vasodilatacdo dependente do endotélio (KUNDSON et al., 2008) e
potencializa os efeitos da angiotensina Il na pressao arterial (WANG et al., 2013).

A ativacdo simpética no coracdo leva a fosforilacdo de proteinas que aumentam a
forca de contracgdo, a velocidade de relaxamento e a frequéncia cardiaca (ZHAO et al., 1994;
SIMMERMAN & JONES, 1998; XIAO, 2000), além de aumentar o risco de hipertensao
arterial (BRAVO et al., 2006). Em modelos experimentais in vitro, a leptina é capaz de
promover hiperplasia (TAJMIR et al., 2004) e hipertrofia cardiaca (RAJAPUROHITAM et
al., 2003, 2006). In vivo, a hipertrofia teve correlagdo direta com a suprarregulacdo do
receptor ObR-b (MATSUI et al., 2012) e fibrose cardiaca ao induzir a producéo de colageno
via aumento no estresse oxidativo (MARTINEZ-MARTINEZ et al., 2014).

Diversos componentes do sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), como o
angiotensinogénio (AGT), renina, enzima conversora de angiotensina (ECA) e os receptores
de angitensina (AT) das isoformas 1 e 2, ja foram localizados no tecido adiposo de roedores e
camundongos (AHIMA & FLIER, 2000; CASSIS, 2000).

Em humanos, a expressdo de angiotensinogénio tem sido demonstrada no tecido
adiposo, em cultivo de células primarias de adipocitos e em pré-adipécitos (JONES et al.,
1997; ENGELLI et al., 1999). De fato, o aumento na expressdo e secre¢cdao de AGT é uma
caracteristica da diferenciacdo de pré-adipdcitos, sendo considerado um marcador tardio para
estas células (AUBERT et al., 1997). Estudos in vitro indicam que &cidos graxos
(SAFONOVA et al., 1997), glicocorticoides (AUBERT et al., 1997) e TNF-a (AUBERT et
al., 1998) séo capazes de modular a expressdo de AGT no tecido adiposo. No entanto,
estrégenos, triiodotironina, angiotensina Il e a glicose, conhecidamente ativadoras da
producdo de AGT hepatico, ndo demonstraram esse mesmo efeito em adipocitos (AUBERT et
al., 1997; JONES et al., 1997). A expressdo do RNAm (&cido ribonucleico mensageiro) do
angiotensinogénio e das demais proteinas associadas também s&o reguladas pela nutricdo: ha



aumento da sintese dos componentes do SRAA durante o jejum, e reducdo da expressao
proteica quando o jejum é interrompido (ENGELI et al., 1999).

A angiotensina Il estimula a sintese de prostaciclinas, diferenciacdo de adipécitos e
lipogénese (THATCHER et al., 2009). Outra possibilidade é que os peptideos secretados pelo
tecido adiposo atuem também a nivel sistémico, no sistema vascular e em outros 6rgaos
promovendo controle da pressdo arterial e respostas cardiovasculares em individuos obesos
(DIAMOND, 2002; COELHO et al., 2013).

Em individuos com resisténcia insulinica, a ativacao sisttmica do SRAA é critica para
a patogénese da hipertensdo e outros componentes da sindrome cardiorrenal (DEMARCO et
al., 2014). O SRAA no tecido adiposo contribui para a doenga sistémica, visto que produz
cerca de 30% do AGT circulante (PADILLA et al., 2015). Por esse motivo, diversos estudos
tém focado nos efeitos do bloqueio do SRAA em diferentes modelos experimentais de
obesidade. MASSIERA e colaboradores (2001) demonstraram que camundongos knockout
para 0 AGT no tecido adiposo ndo desenvolvem obesidade, resisténcia insulinica e
hipertensdo em comparagdo com camundongos wild-type apds consumo de dieta hiperlipidica
(MASSIERA et al., 2001).

YVAN-CHARVET e colaboradores (2005), por sua vez, utilizaram camundongos
knockout para o receptor AT2 e observaram que os adipOcitos eram menores e em maior
quantidade. Apos desafio com dieta hiperlipidica, estes eram resistentes ao desenvolvimento
de obesidade e intolerancia a glicose, além de apresentar maior oxidacédo lipidica de acordo
com testes de calorimetria indireta (YVAN-CHARVET et al., 2005). O blogqueio do receptor
AT1 também parece ter efeitos benéficos a saude, uma vez que a administracdo de uma
substancia antagonista a este é capaz de reduzir a concentracdo plasmatica de glicose e
melhorar a sensibilidade a insulina de camundongos diabéticos, possivelmente associados ao
aumento da captacdo de glicose pelo tecido adiposo, reducdo do tamanho dos adipécitos e
aumento da expressdo do PPAR-y (do inglés, peroxisome proliferator—activated receptor)
(IWAI et al., 2007). Ambos trabalhos corroboram o conceito que a sinalizagdo da
angiotensina 11, seja via AT1 ou AT2, pode levar aos efeitos deletérios da obesidade.

Adiponectina é uma adipocina de 30 kDa, descoberta na década de 1990 a partir de
uma biblioteca de DNAc (&cido desoxirribonucleico complementar) enriquecida para genes
adipdcito-especificos, tanto a partir do tecido adiposo total quanto em culturas de adipécitos
maduros de camundongos (SCHERER et al., 1995). Essa adipocina também demonstra papel
importante no processo de diferenciacdo de adipdcitos (HU et al., 1996) em camundongos e ja
foi descrita no plasma humano (MAEDA et al.,, 1996; NAKANO et al., 1996). A
adiponectina age através de dois receptores distintos e ubiquamente expressos, conhecidos
como AdipoR1, mais abundante no musculo esquelético, e AdipoR2, encontrado em larga
escala no figado (KADOWAKI & YAMAUCH]I, 2005).

Sua acdo cléssica é sobre o metabolismo energético (LEE & SHAO, 2014). No
musculo esquelético, promove aumento da sensibilidade a insulina através da AMPK (do
inglés, 5' AMP-activated protein kinase) e PPAR-a (KADOWAKI & YAMAUCHI, 2005;
YE & SCHERER, 2013). No figado, a adiponectina estimula a captacdo de glicose e inibe a
gliconeogénese via AMPK, enquanto promove a oxidagdo de acidos graxos e exerce atividade
anti-inflamatoria via PPAR-a (WU et al., 2003), além de aumentar a sensibilidade insulinica



através da fosforilacdo do receptor de insulina (IR) e do substrato 1 do receptor de insulina
(IRS-1) (YE & SCHERER, 2013).

No tecido adiposo, a adiponectina aumenta a captacdo basal de glicose sensivel a
insulina através da via AMPK (WU et al., 2003), além de regular o metabolismo de acidos
graxos ao inibir a lipélise (WIJESEKARA et al., 2010). Além disso, possui importantes
fungdes anti-apoptdticas e regulatorias do sistema imunolégico (BARATTA et al., 2004,
PATANE et al., 2013; SCHERER, 2016). Em individuos obesos, a hipoadiponectinemia é
frequentemente encontrada, sendo associada de forma consistente com resisténcia insulinica,
diabetes do tipo 2 e com o aumento do risco de desenvolvimento de diversos tumores
malignos (BOOTH et al., 2015; YAMAUCHI et al., 2003).

A resistina, descoberta em 2001, é um peptideo de somente 12,5 kDa, com 108
aminoacidos e grande quantidade de cisteina (GALIC et al., 2010; TRZECIAK-RYCZEK et
al., 2011), sendo de estrutura similar a adiponectina (PATEL et al., 2004). Em roedores, a
fonte principal de resistina encontra-se no tecido adiposo branco (STEPPAN et al., 2001). Em
humanos, a producgdo principal de resistina ocorre nos macréfagos, sendo pouca quantidade
produzida pelos adipocitos (YANG et al., 2003). Em situacdes de obesidade, no entanto, o
infiltrado de macr6fagos no tecido adiposo branco visceral em humanos faz desse 6rgao a
fonte principal de resistina (CURAT et al., 2006).

Nenhum receptor especifico para a resistina foi encontrado ainda, mas vias
intracelulares da proteina associada da adenilato ciclase 1 (CAP-1) e TLR-4 ja foram
apontadas como mediadoras das agdes inflamatérias em mondcitos (LEE et al., 2014b;
TARKOWSKI et al., 2010). Centralmente, a resistina parece ter papel estimulatorio sobre o
sistema nervoso simpatico, mais especificamente na inervacdo direcionada as fibras
musculares dos vasos sanguineos (KOSARI et al., 2011) e aos rins (KOSARI et al., 2012).
Sabendo-se que a inervagdo simpatica encontra-se elevada em individuos obesos, com
diabetes ou que apresentam sindrome metabdlica (ESLER et al., 2006; ZHANG et al., 2012;
THORP & SCHLAICH, 2015), tais resultados suscitam a possibilidade de que a resistina
contribua para as complicac@es cardiovasculares associadas a tais distrbios metabélicos.

Niveis circulatorios de resistina encontram-se aumentados em roedores e humanos
com sobrepeso ou obesidade, sendo reduzidos consideravelmente apds administracdo de
rosiglitasona ou anticorpos anti-resistina (GUZIK et al., 2006; STEPPAN et al., 2007).
Estudos in vitro evidenciam que a ativacdo de macréfagos com LPS ou citocinas pro-
inflamatorias (IL-1, IL-6 e TNF-0) levam ao aumento da produgdo de resistina durante a
infeccdo (TRZECIAK-RYCZEK et al., 2011). Sua producao também ja foi descrita apds
estimulo hiperglicémico, ou por acdo de hormonios do crescimento e gonadais, além de agir
sobre os préprios adipdcitos, promovendo a resisténcia insulinica (GUZIK et al., 2006)
(Figura 1).
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Figura 1: Esquematizacdo de alguns dos principais processos na fisiopatologia da obesidade. O aumento do
reservatdrio de tecido adiposo branco leva a alteragBes inflamat6rioas (parte superior) e hormonais (parte
inferior) importantes que contribuem fortemente para o desenvilvomento da sindrome metabolica. Dentre as
alteragdes inflamat6rias vemos o aumento da diferenciacéo de linfdcitos do tipo Th 1, conhecidos pela liberacéo
de quimiocinas inflamatorias que geram desequilibrio entre as duas populagdes de macré6fagos ao aumentar a
ativagdo de macrdfagos do subtipo M1, células que tém o papel de apresentar antigenos, secretar citocinas e
quimiocinas pré-inflamatorias, sendo seus principais produtos o fator de necrose tumoral alfa e a interleucina 6.
Tais alteragdes levam a inflamacdo local moderada a grave e, visto que o tecido adiposo é ricamente
vascularizado, as concentraces aumentadas dessas citocinas logo atingem a circulagdo sistémica e provocam um
quadro inflamatério generalizado. Por ser um érgdo enddcrino, uma maior quantidade de tecido adiposo branco
também leva a alteracBes hormonais, dentre as quais podemos citar o aumento da leptinia e reducdo da
adiponectina, aumento dos componentes do SRAA, como a angiotensina Il e aumento da resistina, que
intensificam o quadro inflamatério sistémico e contribuem para a fisiopatologia de outras comorbidades, como a
resisténcia insulinica, diabetes tipo 2, hipertensao e dislipidemias, que associadas a obesidade visceral levam a
sindrome metabolica em individuos. IFN-a: interferon alfa, TNF-a: fator de necrose tumoral alfa, IL-6:
interleucina-6, SMEt: sindrome metabolica, SRAA: sistema renina angiotensina aldosterona (LUMENG et al.,
2007; SALTIEL & OLEFSKY, 2017; LIMA & CURI, 2012; THORP & SCHLAICH, 2015; GRUNDY et al.,
2005; CERSOSIMO & DE FRONZO, 2006; BARON et al., 1996; HAFNNER et al., 2000; FRANSSEN et al.,
2011; KLOP et al., 2013; RACHED et al., 2014; KONUKOGLU et al., 2006; FORTUNO et al., 2010).
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2.2.3. Obesidade na sindrome metabolica

A sindrome metabdlica (SMet) caracteriza-se por um conjunto de sintomas
frequentemente encontrado em individuos obesos (GRUNDY et al., 2005). Em humanos, a
definicdo mais completa da SMet é de que ela é caracterizada pela presenca de trés ou mais
dos cinco seguintes critérios combinados: (1) medidas da circunferéncia de cintura superior a
valores normais estipulados para cada populacdo e continente (ALBERTI et al., 2009); (2)
pressao sanguinea acima de 130/85 mmHg; (3) triglicerideo (TG) sérico superior a 150 mg/dL
no jejum; (4) lipoproteina de alta densidade (HDL) em niveis séricos inferiores a 40 (homens)
ou 50 mg/dL (mulheres) em jejum e; (5) glicemia de jejum superior a 100 mg/dL
(NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM, 2002; ALBERTI et al., 2009).
Tal definicdo € uma das mais utilizadas na atualidade, pois incorpora fatores essenciais de
hiperglicemia e resisténcia insulinica, obesidade visceral, dislipidemia aterogénica e
hipertensdo (HUANG, 2009).

Dentre estes fatores, a hiperglicemia e consequente resisténcia insulinica associada a
obesidade visceral parecem ser fundamentais para a instalacdo da sindrome metabdlica, visto
que a perda de peso em pacientes leva a melhora concomitante de maltiplos fatores. Tal fato
também sugere que o aumento da adiposidade esteja envolvido na fisiopatologia da SMet.
Além disso, alguns pacientes obesos ndo manifestam nenhum dos demais componentes da
SMet, de forma que tanto a predisposicdo metabdlica a resisténcia insulinica e a obesidade
parecem ser necessarios para a expressdao do fenotipo da doenca (GRUNDY et al., 2005;
HUANG, 2009).

A dislipidemia aterogénica é caracterizada pela hipertrigliceridemia, aumento do
VLDL (do inglés, very-low-density lipoprotein) e de particulas LDL (do inglés, low density
lipoprotein), associada a reducao dos niveis do colesterol HDL (FRANSSEN et al., 2011). A
hipertrigliceridemia reduz o clearance de outras lipoproteinas ricas em triglicerideos
(PATSCH et al., 1992) e induz a formacdo de mais moléculas de LDL (CAPELL et al., 1996)
e, consequentemente, 0 aumento de triglicerideos tem sido implicado como a maior causa do
surgimento das demais alteraces dislipidémicas (KLOP et al., 2013). O aumento de acidos
graxos na corrente sanguinea também € observado, sendo importante no desenvolvimento da
resisténcia insulinica (CAPURSO & CAPURSO, 2012).

Alteracdes na lipidemia sdo fatores de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, como infarto do miocardio, doengas coronérias ou da circulacdo periférica
(PERK et al., 2012; RACHED et al., 2014) em popula¢des por todo o mundo, independente
da regido geografica ou do indice de desenvolvimento do pais (BERENSON &
SRINIVASAN, 2010; MISRA & SHRIVASTAVA, 2013; OLAMOYEGUN et al., 2016;
GONZALES-RIVAS et al., 2018; OPOKU et al., 2019) e fundamentais para a instalacdo da
SMet.

A hipertensdo é uma condi¢do patologica onde a forga do sangue contra as paredes das
artérias € alta, e em humanos, é definida como uma pressdo sanguinea superior a 140/90
mmHg (milimetros de mercurio). Geralmente ndo apresenta sintomas e, com o passar do
tempo, pode levar a doengas importantes como faléncia cardiaca e acidente vascular cerebral
(AVC) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2019). A obesidade pode levar a
hipertensdo por mecanismos diversos, alguns ja mencionados anteriormente, como a ativacao
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do sistema renina-angiotensina-aldosterona, resisténcia insulinica e resisténcia aos efeitos
anorexigénicos da leptina. Além disso, outros mecanismos incluem agdo da hiperleptinemia
como a disfungdo endotelial, aumento da atividade simpética do sistema nervoso autbnomo,
expansdo de volume sanguineo devido ao aumento na retencdo de sédio nos rins e maior
atividade pro-coagulatoria (SATOH et al., 1999; WOFFORD & HALL, 2004; BELTOWSKI
et al., 2004; KONSTANTINIDES et al., 2006; KONUKOGLU et al., 2006; FORTUNO et
al., 2010; WANG et al., 2013).

De acordo com o exposto, concluimos que cada componente da SMet é um fator de
risco independente para doengas cardiovasculares e, portanto, a combinacdo desses fatores
aumenta a incidéncia e gravidade de doencas do sistema cardiovascular, como disfuncdo
microvascular, aterosclerose e calcificacdo das artérias corondrias, disfuncdo cardiaca e
infarto (TUNE et al., 2017).

Anteriormente negligenciada, hoje sabe-se que a microbiota intestinal apresenta papel
central no metabolismo de seu hospedeiro, principalmente em processos relacionados a
homeostase energética, metabolismo glicidico e lipidico (SONNENBURG & BACKHED,
2016). A disbiose - desequilibrio entre as populacGes bacterianas no intestino - esta envolvida
na patologia de uma inflamag&o cronica de baixa intensidade que tem sido associada a uma
série de doencas metabolicas (WISNIEWSKI et al., 2019).

A composicao da microbiota pode ser afetada pela alimentagcdo do hospedeiro. Quanto
a quantidade ou composicdo lipidica na alimentacdo, LAM e colaboradores (2015)
demonstraram que dietas hiperlipidicas com gordura saturada (HFD-sat) ou com &cidos
graxos poli-insaturados do tipo édmega-6 (HFD-n6) sdo capazes de induzir ganho de peso. No
entanto, somente em animais alimentados com HFD-sat houve intolerancia insulinica,
aumento da permeabilidade colénica e inflamacdo mesentérica (LAM et al., 2015). Estudos
em camundongos tratados com probidticos evidenciam o papel da microbiota intestinal na
regulacdo lipidica do hospedeiro. Em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica e
com excesso de colesterol, Lactobacillus curvatus somente ou em associacdo com
Lactobacillus plantarum promoveu reducdo do colesterol no plasma e figado (YOO et al.,
2013). Efeito semelhante foi observado em ratos em modelo de obesidade induzido por dieta:
a suplementacdo com Bifidobacterium spp foi capaz de reduzir os niveis sanguineos de
triglicerideos e LDL, bem como aumentar os niveis de HDL (AN et al., 2011). Dessa forma,
observamos que a microbiota intestinal, juntamente com a dieta, é capaz de regular os niveis e
0 metabolismo de lipideos no hospedeiro, tanto no sangue quanto em tecidos.

Dessa forma, podemos concluir que durante o estabelecimento da obesidade hd uma
série de alteracBes inflamatorias e hormonais no tecido adiposo e de forma sistémica, que se
relacionam com um ou mais dos fatores essenciais para o estabelecimento da sindrome
metabdlica. Tal interagdo pode ser realizada de forma direta ou indireta, corroborando com o
agravamento do quadro metabolico e aumentando o risco de surgimento de comorbidades.

2.3. Programacéo fetal: definices e consequéncias da obesidade parental

Dentre as décadas de 1960 e 1970, pesquisadores comegaram a observar que a reducdo
de calorias ingeridas ou o menor aporte de proteinas fornecido para a fémea durante a
gestacdo e a lactacdo afetava o crescimento e a capacidade cognitiva da prole de mamiferos
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em diferentes modelos experimentais (ROEDER & CHOW, 1972; MCCANCE, 1976). Tal
observacao foi base da teoria da origem do desenvolvimento da salde e doenca (teoria
conhecida pela sigla DOHaD, do inglés developmental origins of health and disease),
proposto inicialmente pelo epidemiologista inglés David Barker. De acordo com o
pesquisador, a programacdo que o individuo sofreu durante a vida fetal e a inféncia,
juntamente com a interacdo genética e ambiental na vida adulta, estavam na origem das
causas de doencas degenerativas em adultos (BARKER, 1990).

O conceito atual de programacgdo sugere que insultos ambientais, nutricionais ou
hormonais durante periodos criticos do desenvolvimento e crescimento podem levar a
consequéncias a curto ou longo prazo na satde do individuo (LUCAS, 1994; SIMMONS,
2005; BARKER, 2007). Dessa forma, um feto em desenvolvimento em um ambiente uterino
hostil - como subnutricdo ou excesso de nutrientes, infeccGes ou perturbacGes quimicas,
metabolicas ou hormonais (GLUCKMAN et al.,, 2008) - responderia com adaptacbes
(conhecidas como PAR, do inglés preditive adaptative responses), fundamentais para a
viabilidade do feto viavel nas condicGes disponiveis e também no futuro, caso o mesmo
ambiente se mantenha posteriormente (HALES & BARKER, 2001; GLUCKMAN et al.,
2005).

Alguns exemplos de adaptacdes de curto prazo que o feto pode desenvolver em tais
cenarios incluem: a infrarregulacdo de componentes metabolicos ou enddcrinos, bem como
reducdo do crescimento de 6rgdos especificos, na tentativa de balancear a demanda e
suprimento energético, em caso de escassez de nutrientes (OSMOND et al., 1993). Mudangas
de longo prazo ou irreversiveis no desenvolvimento, estrutura e funcdo de tecidos e 6rgaos
(como o timo, musculo esquelético e cardiaco, pulmdes, pancreas, figado e rins) podem
acontecer como resultado de expressdo génica defeituosa, diferenciacédo e proliferacédo celular
(SIMMONS, 2005; MANDY & NYIRENDA, 2018).

Tais alteracBes ocorrem porque, quando o insulto é interrompido, as PARs néo
permitem que o organismo se adapte a nova condicdo (HALES & BARKER, 1992), dando
origem as doencas ndo comunicaveis (HALES & BARKER, 1992; MANDY & NYIRENDA,
2018). A susceptibilidade a doencgas crénicas em animais programados na vida adulta tem se
mostrado diferente entre machos e fémeas (GABORY et al., 2009; BALE, 2011; VAN
ABEELEN et al., 2011; WADDELL & MCCARTHY, 2012; BARKER, 1992; WALKER &
HO, 2012), de forma que o estudo de ambos 0s sexos no contexto da programacao metabolica
é relevante e necessario.

2.3.1. Obesidade materna

Em humanos, a obesidade materna é definida com base no indice de massa corporal
(IMC) antes da concepcdo. No entanto, pesquisadores discutem que essa medida ndo é
precisa, pois ndo determina a quantidade de massa gorda e massa magra totais, nem identifica
as areas de deposi¢cdo de gordura, informacdes consideradas relevantes na patogénese das
condicOes entre mée e feto (DULLOO et al., 2010). Estudos epidemioldgicos demonstram
associagdes positivas entre a obesidade materna e maior risco de obesidade precoce e
desenvolvimento da SMet na geracdo subsequente (BONEY et al. 2005; SRIDHAR et al.
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2014), bem como aumento da ocorréncia de fetos grandes para a idade gestacional,
macrossomia e mortalidade neonatal (BONEY et al. 2005; OKEN et al. 2008; REYNOLDS
et al. 2013), aumento do risco de doencas cardiovasculares em criangas (DRAKE &
REYNOLDS, 2010; POSTON, 2012; O’REILLY & REYNOLDS, 2013) e maior incidéncia
de obesidade e diabetes na fase adulta (ARMITAGE et al. 2008; SCHELLONG et al. 2012;
SPARANO et al. 2013). Apesar da epidemiologia mostrar as associaces entre obesidade
materna e comorbidade cardiometabolica da prole, 0s mecanismos ou causas para que isto
ocorra séo melhor compreendidos com o uso de modelos experimentais.

Dentre os modelos de obesidade materna, os que modificam a dieta materna séo 0s
mais utilizados, possivelmente por serem mais simples e que mais se assemelham a realidade
da obesidade em humanos. Na pesquisa cientifica, diversos tipos de dieta se mostram efetivas
para a inducdo da obesidade. Grande parte delas sdo hipercaléricas, por adicdo de
carboidratos e/ ou lipideos, altamente palataveis para a inducdo rapida da obesidade e demais
alteracBes metabdlicas encontradas em individuos com sobrepeso (VON DIEMEN et al.,
2006).

As consequéncias podem ser observadas ainda na juventude. Em primatas néo-
humanos, o fornecimento de dieta hiperlipidica durante a gestacdo e a lactacdo levou a
hiperinsulinemia de jejum e ao prejuizo na vasodilatacdo arterial, em filhotes com menos de 2
anos de idade (FAN et al., 2013). Ja em ratos jovens programados pela obesidade materna,
mesmo que sem alteracBes significativas no peso corporal, observou-se aumento do
componente autondmico simpatico na regulacdo da presséo arterial e da resposta hipertensora
aos 30 dias de idade, que permaneceram até a fase adulta, aos 90 dias de idade, e foram
acompanhadas por maior sensibilidade ao reflexo baroreceptor (SAMUELSSON et al., 2010),
indicando que as consequéncias cardiovasculares podem ndo estar associadas ao surgimento
da obesidade.

Em outros trabalhos, no entanto, foi observado aumento de peso corporal e
adiposidade na prole adulta de ratas obesas (KHAN et al., 2004; SRINIVASAN et al., 2006;
NIVOIT et al., 2009; FRANCO et al., 2012). NIVOIT e colaboradores (2009) observaram
que, ao desmame, ratos Wistar machos e fémeas apresentaram maior peso corporal que a
prole controle. Aos 3 meses, os filhotes machos apresentaram intolerancia a glicose e aos 10
meses apresentaram hiperinsulinemia. Ao final do 12° més, machos e fémeas da prole de ratas
obesas apresentaram aumento na adiposidade (NIVOIT et al., 2009). De forma semelhante,
em ratos da linhagem Sprague-Dawley, observou-se que, aos 30 dias de idade, os filhotes da
prole de ratas obesas eram mais pesados que os filhotes controle que progrediu para
obesidade, hiperglicemia, resisténcia insulinica e dislipidemias na fase adulta (SRINIVASAN
et al., 2006).

Em modelo de obesidade materna em camundongos, induzida por dieta rica em
acucares e lipideos, foi observado o surgimento de disfungdes cardiacas (reducdo da
velocidade de relaxamento e sobrecarga simpética) sem alteracdo do peso corporal ou
dislipidemias na prole macho adulta (BLACKMORE et al., 2014). No entanto, outro trabalho
observou aumento do consumo energético e aumento do peso corporal (mais proeminente nos
filhotes machos), aumento de adiposidade visceral e das concentracbes séricas de
triglicerideos, leptina e insulina, hipertensdo, aumento da reatividade vascular a noradrenalina
e menor relaxamento induzido pela acetilcolina, além de menor atividade locomotora noturna
(SAMUELSSON et al., 2008).
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A obesidade materna também €é capaz de comprometer aspectos da saude mental
(CONTU & HAWKES, 2017). Estudos em primatas ndo-humanos indicam que a obesidade
materna afeta a prole fémea jovem, que apresentam aumento na ansiedade a novos estimulos,
0 que ndo acontece com os machos (SULLIVAN et al., 2010). De forma semelhante,
experimentos utilizando roedores indicaram que o consumo de dieta hiperlipidica antes da
concepcao e durante gestacdo e lactacdo é capaz de aumentar o comportamento ansiolitico da
prole macho e fémea em 1 a 3 meses de idade (BILBO & TSANG, 2010; PELEG-
RAIBSTEIN et al., 2012; KANG et al., 2014). Tais resultados parecem variar de acordo com
0 tempo e tipo de dieta na qual a matriz é exposta (RODRIGUEZ et al., 2012; WRIGHT et
al., 2011), ou no grau de cuidado materno, como o lamber da prole e o grau de grooming
(SPEIGHT et al., 2017), fatores sabidamente influenciadores no grau de ansiedade na prole,
atraves de alteracbes epigenética na expressdo de receptores de glicocorticoides
(CHAMPAGNE & MEANEY, 2001). Em relagdo a depressdo, experimentos sugerem que a
exposicdo a obesidade materna em roedores leva ao aumento de sintomas analogos a
depresséo na prole macho ainda jovens (GIRIKO et al., 2013; LIN et al., 2015; BALSEVICH
etal., 2016).

2.3.2. Obesidade paterna

Além da mudanca do ambiente intrauterino como importante fator de programacéo
metabodlica, alguns trabalhos tém proposto a participacdo do status nutricional e fisioldgico
paterno no momento da concepg¢do. Estudos em humanos demonstraram que a obesidade
paterna influencia o status reprodutivo de seus filhos através da reducdo da motilidade
espermatica (HAMMOUD et al., 2009), maiores incidéncias de anormalidades espermaticas
(KORT et al.,, 2006) e fragmentacdo do DNA no interior das células germinativas
(CHAVARRO et al., 2011). Adicionalmente, podem levar ao aumento do estresse oxidativo
espermaético e disfuncdo mitocondrial (ORNELLAS et al., 2017).

Em um estudo familiar desenvolvido por CHEN e colaboradores (2012), o IMC
paterno foi positivamente correlacionado com o peso ao nascer, circunferéncia da cabeca,
diametro e circunferéncia abdominal, e diametro toracico de filhotes machos somente (CHEN
et al., 2012). Outros trabalhos demonstram que a prole macho de pais (KAATI et al., 2007)
ou avos (BYGREN et al., 2001) expostos ao excesso de nutrientes na infancia apresentam
menor longevidade, onde 0s netos apresentam risco quatro vezes maior de desenvolver
diabetes na fase adulta (KAATI et al., 2002). De acordo com um levantamento bibliografico
realizado por ORNELLAS e colaboradores (2017), a obesidade paterna em humanos pode
levar a resisténcia insulinica ou diabetes, bem como aumento do nivel de cortisol no sangue
umbilical. Tais fatores sdo conhecidamente predisponentes ao desenvolvimento da doenca
cardiovascular (ORNELLAS et al., 2017). Pouco se discute sobre a influéncia paterna na
linhagem feminina.

Na pesquisa cientifica, grande parte do conhecimento tém sido construido nos Gltimos
10 a 15 anos, utilizando-se diferentes espécies de vertebrados ou invertebrados (NG et al.,
2010; OST et al., 2014; BINDER et al., 2015; ORNELLAS et al., 2015; CHOWDHURY et
al., 2016). Resultados crescentes indicam que a obesidade paterna apresenta impactos
deletérios na fertilidade e desenvolvimento fetal durante a posterior gestacdo e pode
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programar o fenotipo da prole por até duas gera¢des (FULLSTON et al., 2016). OST e
colaboradores (2014) alimentaram machos da espécie Drosophila melanogaster com excesso
de sucrose e observaram aumento de peso corporal na geracao seguinte, aléem de sensibilidade
aumentada para desenvolver obesidade, visto que a exposicdo de dieta obesogénica levou a
aumento do peso corporal, acdmulo de TAG e lipideos (OST et al., 2014). No entanto, a
transmissdo deste fenotipo ndo ocorreu nas geracdes seguintes, visto que as geragdes F2 e F3
ndo apresentaram alteracdes fenotipicas (OST et al., 2014).

Em mamiferos, de forma semelhante, a obesidade paterna é capaz de predispor a
doencas relacionadas a obesidade e SMet na prole (NG et al., 2010), além de
comprometimento da lipogénese hepatica (ORNELLAS et al., 2015) e danos renais
(CHOWDHURY et al., 2016). NG e colaboradores (2010) alimentaram ratos machos com
HFD para induzir obesidade e diabetes. Os filhotes fémeas, na 13% semana de idade, ndo
apresentaram qualquer alteracdo em parametros hormonais e metabolicos basais (NG et al.,
2010). No entanto, o teste de tolerancia a glicose demonstrou prejuizo no metabolismo
glicidico e dados do RNA sequencial (RNAseq) de amostras das ilhotas pancreéticas
indicaram reducéo da expressao génica de elementos relacionados a exocitose dos granulos de
insulina (NG et al., 2010).

Em camundongos, o consumo paterno de dietas obesogénicas pode levar a implicagdes
durante o desenvolvimento intrauterino do embrido. BINDER e colaboradores (2015)
demonstraram que o consumo de HFD contendo 22% de lipideos (equivalente a dieta de
cafeteria) acarretou em menor grau de implantacdo, reducdo do peso fetal e placentério, e
hipermetilacdo geral na placenta unicamente de filhotes fémeas (BINDER et al., 2015). Além
disso, ja foi descrito que a obesidade paterna pode levar ao prejuizo metabdlico e reprodutivo
de filhotes machos por até duas geracoes subsequentes (FULLSTON et al., 2012; 2013).

Quanto as alteracGes metabdlicas em camundongos na fase adulta, o que se sabe ainda
é pouco. Em camundongos C57BL/6, a obesidade paterna ndo foi capaz de alterar peso
corporal, adiposidade, colesterol ou TAG na F1 com 12 semanas de idade. No entanto,
observou-se hiperglicemia, hiperinsulinemia, hipoadiponectinemia, reducdo do clearance da
glicose no teste de tolerancia a glicose, aumento da massa hepatica e acimulo de TAG
hepatico (ORNELLAS et al., 2015). J& na linhagem ICR (do inglés, Institute Cancer
Research, uma linhagem do tipo outbreed altamente susceptivel a obesidade), foi descrito que
0 consumo paterno de dieta com 62% de lipideos leva ao aumento do peso corporal e
adiposidade, associados ao aumento de TAG e leptina sistémicos e reducdo dos niveis de
adiponectina em filhotes machos e fémeas da F1, além de aumento da pressdo arterial
sistolica (MASUYAMA et al., 2016). No entanto, tais efeitos ndo foram transmitidos para a
geracdo F2 e F3 (MASUYAMA et al., 2016).

Sabe-se que a obesidade pode afetar negativamente a fungéo cognitiva em humanos e
animais (ELIAS et al., 2005; STRANAHAN et al., 2008; XU et al., 2011b; WANG et al.,
2015), e que a obesidade materna também modula as respostas ansioliticas da prole adulta
(SULLIVAN et al.,, 2010; BILBO & TSANG, 2010; PELEG-RAIBSTEIN et al., 2012;
KANG et al.,, 2014). No entanto, poucos estudos comentam sobre o papel da obesidade
paterna nesse contexto. ZHOU e colaboradores (2018) recentemente mostraram que a F1 de
camundongos obesos apresenta comprometimento de aprendizado e memdria, bem como
alteracdes morfologicas hipocampais na 8% semana de idade, sem que essa alteracdo seja
transmitida para a geracdo F2 (ZHOU et al., 2018). Tal fato foi atribuido a transmissdo
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epigenética, visto que a regido promotora do BDNF (do inglés, brain-derived neurotrophic
factor) de espermatozdides encontrava-se hipermetilada na geracdo FO, mas ndo na F1
(ZHOU et al., 2018).

2.3.3. Heranca epigenética e suas possibilidades

O termo epigenética tem sido utilizado para explicar uma série de observacdes
bioldgicas, e foi inicialmente proposto por Conrad Waddington, em 1942. Atualmente, a
definicdo mais aceita € a de que epigenética é o estudo de mudancas reversiveis na funcao
génica que sdo mitoticamente e/ou meioticamente herdaveis e que ndo alteram
estruturalmente a sequéncia do DNA (ARMSTRONG, 2014; HEARD & MARTIENSSEN,
2014). Sendo assim, o termo heranca epigenética consiste na transmissdo de certos
marcadores epigenéticos para a prole (VAN OTTERDIJK & MICHELS, 2016; PANG et al.,
2017).

Os trés substratos moleculares envolvidos no processo epigenético sdo: (1) a propria
molécula de DNA; (2) as histonas, proteinas que auxiliam na condensacdo da cromatina e
estdo em contato direto com o DNA e; (3) moléculas especificas de RNA, os chamados RNA
ndo-codificantes (ARMSTRONG, 2014). As modificacdes epigenéticas incluem metilacdo do
DNA, ligagdo e condensagdo da cromatina, empacotamento do DNA em nucleossomos e
modificacbes covalentes nas histonas (DOLINOY & JIRTLE, 2008), e sdo dependentes do
tipo celular, sendo moduladas de forma precisa e coordenada durante toda a vida (FEIL &
FRAGA, 2012; LISTER et al., 2009).

A heranca epigenética pode ser dividida em intergeracional e transgeracional. A
primeira representa a transmissdo de marcadores epigenéticos de uma geracdo para a outra,
enquanto que a transmissdo entre avls e netos € denominada transgeracional (SKINNER,
2008; PANG et al., 2017). No entanto, € importante enfatizar as diferencas entre a
transmissdo de caracteristicas materna e paterna Insultos que afetam a fémea durante a
gestacdo (FO) pode afetar diretamente ndo somente a primeira geracdo (F1) como também as
células germinativas que dardo origem a geracdo F2. Por essa razdo, somente na geracdo F3
podemos analisar alteracGes herdadas puramente epigeneticamente. Por outro lado, na
linhagem paterna, os efeitos indiretos de insultos na geracdo FO afetariam somente a préxima
geracdo (F1), de forma que a observacdo de caracteristicas transmitidas por via epigenética
exclusivamente ja é possivel a partir da geracdo F2 (LACAL & VENTURA, 2018).

Dessa forma, apesar da enorme quantidade de trabalhos que estudam a programacao
fetal em um ambiente de obesidade materna, poucos sdo considerados estudos epigenéticos.
Em modelo de obesidade em ratos por administracdo de glutamato monossddico, observou-se
gue a obesidade materna ndo modifica o peso do feto nem da placenta, mas leva a maior
frequéncia de malformagdes fetais na F3 (SOARES et al., 2018). EATON e colaboradores
(2018), por sua vez, utilizaram modelo genético A" de obesidade materna para o estudo
epigenético. Neste modelo, filhotes machos das geracbes F1, F2 e F3 apresentaram
predisposicdo a resisténcia aos efeitos hepaticos da insulina somente quando desafiados com
dieta hiperlipidica, possivelmente através da superregulacdo do gene Apoa4 (apolipoproteina
A4) hepatico, permanecendo sem alteracGes metabolicas em dieta controle (EATON et al.,
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2018). Em modelo de obesidade parental induzidas por dieta, DUNN & BALE (2011)
demonstraram que, em camundongos, 0 consumo de HFD gerou aumento de peso e
adiposidade, intoleréncia a insulina e programacéo do eixo do hormdnio do crescimento (GH)
na geracdo F1, sendo que somente 0 maior peso e comprimento corporal foram
transgeracionalmente transmitidos, via linhagem paterna, em fémeas F3 (DUNN & BALE,
2011).

Aberracbes epigenética tém sido implicadas em diversas doengas, como cancer,
doengas metabdlicas, autoimunes, cardiovasculares, neurodegenerativas, frequentemente
associadas ao envelhecimento (VAN OTTERDIJK et al., 2013; JUNG & PFEIFER, 2015).
Por ser uma doenga metabdlica multifatorial, a transmisséo da obesidade é estudada na visdo
genética e ambiental ao longo das décadas. No entanto, estudos com gémeos idénticos deixam
claro que os fatores ambientais podem influenciar o gendtipo, interferindo no
desenvolvimento da obesidade (STUNKARD et al., 1986; BOUCHARD et al., 1990). Tais
fatores incluem a reducdo da diversidade da microbiota intestinal, privacdo de sono,
disruptores enddcrinos, reducdo na variacdo da temperatura ambiente, considerados
indicadores epigenéticos importantes para a compreensdo da prevaléncia da obesidade
(MCALLISTER et al., 2009; CHOQUET & MEYRE, 2011).

Em humanos, estudos epigenéticos tem demonstrado que a obesidade, variacdes
genéticas e exposicdo a determinadas situacGes ambientais podem influenciar o grau de
metilacdo do DNA, sugerindo um mecanismo para a intricada relacdo entre gene-ambiente,
esquematizado a sequir, na Figura 2.
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Figura 2: Diagrama que indica a complexa relacdo entre fatores genéticos e do meio ambiente que
culminam em alteragBes no padr@o de metilagho do DNA observadas em individuos obesos. Fatores
bioldgicos — como o sexo, ou fatores ligados ao meio ambiente uterino durante a gestagdo, como obesidade e
tabagismo materno, — fatores do estilo de vida — como sedentarismo, dietas hiperlipidicas e/ou hiperglicidicas,
estresse e tabagismo — e a prépria variagdo genética entre os individuos sdo capazes de promover mudangas na
metilacdo de importantes genes associados ao fenotipo da obesidade. Da mesma forma, intervencgdes terapéuticas

ou na mudanca do estilo de vida sdo capazes de modular a epigenética e melhorar a condicdo de saude do
individuo (adaptada de REDDON et al., 2016).
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No contexto da obesidade paterna, modelos experimentais demonstram que algumas
caracteristicas podem ser transmitidas antes do nascimento, através de mecanismos de
transmissao epigenéticos no esperma — como metilacdo do DNA, modificagdes na cromatina
e através dos RNAs ndo codificantes (WU et al., 2015), bem como através de modificacGes
ambientais pos concepcdo durante a gravidez ou no periodo poés-natal. Tais influéncias
ocorreriam em espécies cujo cuidado paterno é observado, onde ha possibilidade de
modulacdo do ambiente e fisiologia materna durante a gestacdo (via exposi¢do passiva ao
cigarro, estresse, suporte emocional, etc), gerando efeitos no microambiente intrauterino e que
podem alterar marcacdes epigenéticas no feto em desenvolvimento (GREEN & MARSIT,
2015). No periodo pos-natal, os fatores influenciadores paternos mais estudados
epidemiologicamente sdo: frequéncia e forma de cuidado paterno, circunstancias
socioecondmicas, habitos de saide e estilo de vida (WAKE et al., 2007; WANG et al., 2017;
JUONALA et al., 2019), onde a epigenética igualmente pode ser importante para a
manifestacdo bioldgica deste efeito (LAWN et al., 2018). No entanto, estudos experimentais
ainda sdo precarios nessas abordagens, visto as difuculdades de reproduzir em laboratorio
essas complexas interacdes.

A utilidade e importancia de estudos epigenéticos focados na heranca epigenética,
dessa forma, se concentram em dois aspectos principais: (1) na compreensdo de mecanismos
pelos quais a programacdo fetal pode ocorrer e, consequentemente, em métodos de acdo para
que esta seja evitada ou minimizada durante os periodos criticos de desenvolvimento do
individuo e; (2) por ser um mecanismo de grande plasticidade e herdabilidade, pode ser
convertido no campo da medicina personalizada, de forma que o melhor tratamento,
intervencdo ou procedimento cirdrgico seja indicado de forma Unica para cada individuo,
garantindo maior eficacia no tratamento (BLAKEMORE & FROGUEL, 2010; REDDON et
al., 2016).

Considerando todo o exposto, a hipdtese do presente trabalho é que o consumo de
dieta hiperlipidica levaria ao desenvolvimento da obesidade e distlrbios metabodlicos em
camundongos adultos machos e fémeas, que posteriormente transmitiriam de forma
epigenética algumas dessas alteracGes as geracdes subsequentes, de forma que filhotes
machos e/ou fémeas teriam maior predisposicdo ao desenvolvimento de doencas metabdlicas,
comportamentais e/ ou cardiacas, como proposto pela teoria DOHaD.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral

Avaliar os efeitos metabolicos, comportamentais e de funcdo cardiaca do consumo de
dieta hiperlipidica em camundongos machos e fémeas ap06s desenvolvimento da obesidade;
avaliar os efeitos intergeracionais da obesidade materna em aspectos metabolicos,
comportamentais e de fungdo cardiaca em duas geracGes subsequentes de camundongos
adultos machos e fémeas e, avaliar os efeitos inter e transgeracionais da obesidade paterna em
aspectos metabdlicos, comportamentais e de funcéo cardiaca em duas geragBes subsequentes
de camundongos adultos machos e fémeas.

3.2.  Objetivos especificos

. Analisar as propor¢des de massa gorda e massa magra, em gramas (g), que
constituem a massa corporal dos animais FO (10* semana de idade), F1 e F2 (6, 10, 15 e 25
semanas de idade), machos e fémeas.

. Analisar o metabolismo glicidico nos animais FO (10* semana de idade), F1 e
F2 (6, 10, 15 e 25 semanas de idade), machos e fémeas.

. Analisar o comportamento espontaneo dos animais FO (10? semana de idade)
F1 e F2 (15% semana de idade), machos e fémeas.

. Analisar a funcdo cardiaca dos animais F1 e F2 (252 semana de idade), machos
e fémeas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001, durante a
vigéncia do Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior (PDSE), na Instituicdo The
Jackson Laboratory (Bar Harbor- ME, USA). Todos o0s animais destinados ao
desenvolvimento deste projeto foram acondicionados em biotério com temperatura (2312 °C)
e fotoperiodo (06:00-18:00h) controlados, recebendo racdo e agua ad libitum durante todo o
periodo experimental. O cuidado com 0s animais seguiu os principios do Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals (NRC, 2011) ap6s a devida aprovacdo pelo Comité de Etica
Institucional (IACUC, Institutional Animal Care and Use Committee), sob o nimero de
aprovacéo 16011.

4.2. Desenho experimental

Camundongos fémeas e machos da linhagem C57BL/6J, com 4 semanas de idade,
foram comprados do The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) e divididos em trés
grupos experimentais: (1) Dieta controle (NC, 22% de lipideos, LabDiet® 6F 5K52); (2) Dieta
hiperlipidica de 45% de lipideos (HF45, Research Diets Inc., D12451); e (3) Dieta
hiperlipidica de 60% de lipideos (HF60, Research Diets Inc., D12492) ad libitum durante 6
semanas consecutivas (Figura 3). As porcentagens de 22, 45 e 60% de lipideos estdo
relacionadas as calorias provenientes de lipideos, para cada dieta, e ndo a porcentagem do
componente na dieta fornecida, como detalhado na tabela 1.

Na 10% semana de idade, os animais fémeas e machos foram avaliados quanto aos
parametros de composicao corporal, tolerancia a glicose, assim como analise comportamental.
A salde reprodutiva das camundongas fémeas utilizadas para o acasalamento foi observada
através da andlise das fases do ciclo estral por 12 dias antes do acasalamento, segundo técnica
descrita por MARCONDES e colaboradores (2002). As fémeas que ndo apresentaram
regularidade no ciclo estral em nenhum dos ciclos analisados foram excluidas do
experimento. O efeito Whiteen descreve que o odor do feroménio de machos influencia e
modifica o comportamento de fémeas, sendo capazes de provocar efeitos que podem
sincronizar o ciclo estral de camundongos fémeas alojadas em grupos (BRAGA, 2017). Sendo
assim, dois dias antes do acasalamento, o estro foi induzido atraves da inser¢do de uma
toalhinha de papel na gaiola das fémeas que anteriormente estava na gaiola dos machos.
Posteriormente, os grupos NC, HF45 e HF60 foram acasalados com animais ndo obesos, na
proporc¢do de duas fémeas para cada macho (2:1), por trés a quatro dias consecutivos. Todos
0S animais permaneceram em suas respectivas dietas durante os periodos de gestacdo e
lactacdo: fémeas NC, HF45 e HF60 em suas respectivas dietas, enquanto as fémeas que
acasalaram com os machos NC, HF45 ou HF60 permaneceram em dieta controle. Ao
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nascimento, 6 filhotes foram mantidos na ninhada, a fim de evitar a comparagdo entre
ninhadas heterogéneas, sendo 3 machos e 3 fémeas, sempre que possivel.

Para avaliar se a dieta materna era capaz de alterar a capacidade reprodutiva durante a
gestacdo e lactacdo, os camundongos fémeas dos grupos NC, HF45 e HF60 também foram
avaliados quanto ao percentual de nascimentos, bem como o numero de filhotes por ninhada
ao nascimento e o numero de filhotes sobreviventes ao final da lactagao.

A Camundongos C57BL/6J (6 semanas) B Camundongos C57BL/6J (6 semanas)

& Dieta Controle (NC)
Q (22% de lipideos)
/Q Dieta Hiperlipidica

Q (HF45) (45% de lipideos)

7 Dieta Hiperlipidica
Q (HF60) (60% de lipideos)

Dieta Controle (NC)
(@ (22% de lipideos)
& Dieta Hiperlipidica
d (HF45) (45% de lipideos)

y Dieta Hiperlipidica
d (HF60) (60% de lipideos)

4 semanas de idade 10 4 semanas de idade 10
RMN RMN

TG TG

CA CA

Figura 3: Desenho experimental do modelo de obesidade induzida por dieta. A- Camundongos fémeas da
linhagem C57BL/6J, com 4 semanas de idade, foram divididas em trés grupos experimentais, e alimentadas com
dieta controle (NC, 22% de energia proveniente de lipideos) ou dietas hiperlipidicas (45% ou 60% de energia
proveniente de lipideos na dieta, grupos HF45 e HF60, respectivamente) ad libitum durante 6 semanas
consecutivas. Na 10? semana de idade, as fémeas foram avaliadas quanto aos pardmetros de composi¢do
corporal, tolerdncia a glicose e analise comportamental. B- Camundongos machos da linhagem C57BL/6J, com
4 semanas de idade, foram divididos em trés grupos experimentais, e alimentados com dieta controle (NC, 22%
de energia proveniente de lipideos) ou dietas hiperlipidicas (45% ou 60% de energia proveniente de lipideos na
dieta, grupos HF45 e HF60, respectivamente) ad libitum durante 6 semanas consecutivas. Na 10% semana de
idade, os machos foram avaliados quanto aos parametros de composicéo corporal, toleréncia a glicose e analise
comportamental. RMN: ressonancia magnética nuclear; TTG: teste de tolerancia a glicose; CA: teste de campo
aberto.
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Tabela 1: Informag@es nutricionais sobre as dietas utilizadas no modelo experimental.

Fonte de

Tipo de Macronutrient | Quantidade: energia:
Dieta Nome Fornecedor e (cada 100g) calorias

(%)

Proteinas 19,30 22,10
Rat and Mouse/ . Carboidratos 53,60 61,30
NC | auto6F5K52 | L2PDIE® o ens 14,30 16,60
Outros 12,80 0,00
Proteinas 23,66 20,00
Research | Carboidratos 40,74 35,00
HF45 D12451 Diets Inc.® | Lipideos 236 45,00
Outros 12,00 0,00
Proteinas 26,23 20,00
Research | Carboidratos 25,56 20,00
HF60 D12492 Diets Inc.®) | Lipideos 34,90 60,00
Outros 13,31 0,00

NC: dieta controle; HF45: dieta hiperlipidica com 45% de energia proveniente de lipideos; HF60: dieta
hiperlipidica com 60% de energia proveniente de lipideos.

Para a obtencdo da prole programada pela obesidade materna, como mencionado
anteriormente, camundongos fémeas dos grupos NC, HF45 e HF60 foram acasaladas com
machos em dieta controle, dando origem a geracdo F1. Todos os animais F1, apds o
desmame, foram alimentados exclusivamente com dieta controle. Para aumentar a influéncia
da dieta materna, na 102 semana de idade, machos e fémeas da geracdo F1 foram acasalados
entre seu proprio grupo experimental para a obtencdo da geracdo F2. Todos os animais F2
foram mantidos em dieta controle durante todo o protocolo experimental (Figura 4). As
fémeas em dieta NC deram origem as proles F1-NC e F2-NC. Fémeas HF45 deram origem as
proles F1-MHF45 e F2-MHF45, e as fémeas do grupo HF60 deram origem as proles F1-
MHF60 e F2-MHF60.

Para a obtengdo da prole programada pela obesidade paterna, camundongos machos
dos grupos NC, HF45 e HF60 com 10 semanas de idade foram acasalados com fémeas em
dieta controle, dando origem a geracdo F1. Para aumentar a influéncia da dieta paterna, na 10?
semana de idade, machos e fémeas da geracdo F1 foram acasalados entre seu proprio grupo
experimental para a obtencdo da F2. Todos os animais F1 e F2 foram mantidos em dieta
controle por todo o protocolo experimental (Figura 5). Machos do grupo NC deram origem as
proles F1-NC e F2-NC; os do grupo HF45 deram origem as proles F1-PHF45 e F2-PHF45,
enquanto os machos do grupo HF60 deram origem as proles F1-PHF60 e F2-PHF60.

As andlises de composi¢do corporal e tolerdncia a glicose foram realizadas nas
geracgdes F1 e F2 nos tempos de 6, 10, 15 e 25 semanas de idade. O teste comportamental de
campo aberto foi realizado na 152 semana de idade, enquanto o ecocardiograma foi realizado
na 252 semana de idade, em ambas as geracdes. Apos o exame ecocardiografico, todos 0s
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. O coracdo foi dissecado e pesado. A
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tibia foi dissecada e seu comprimento utilizado para normalizar a massa cardiaca. O esquema
da figura 4 representa graficamente o modelo experimental utilizado para o protocolo de
obesidade materna, e a figura 5 representa o desenho experimental da obesidade paterna.

Em relacdo ao numero de animais utilizado, inicialmente foram obtidos 60
camundongos fémeas e 60 camundongos machos para a geragdo FO, num numero total de 20
animais por grupo experimental. Tais animais, ap0s acasalamento, deram origem a prole F1,
de onde foram separados 6 filhotes por ninhada, sendo 3 machos e 3 fémeas sempre que
possivel. A divisdo de animais da F1 para as avaliagbes metabdlicas, cardiacas e
comportamentais seguiram-se da seguinte forma: 1 filhote macho e 1 fémea foram separados
para posteriores analises de composi¢do corporal e de metabolismo glicidico, 1 filhote macho
e 1 fémea foram separados para as analises comportamentais e de funcéo cardiaca, e 1 filhote
macho e 1 fémea foram separado para posterior acasalamento para obtencdo da geragcdo F2.
Uma vez obtida a geracdo F2, foram mantidos 6 animais por ninhada, seguindo-se a mesma
proporcdo entre machos e fémeas sempre que possivel. A divisdo de animais da F2 para as
avaliacGes metabolicas, cardiacas e comportamentais seguiram-se da seguinte forma: 1 filhote
macho e 1 fémea foram separados para posteriores analises de composicdo corporal e de
metabolismo glicidico, 1 filhote macho e 1 fémea foram separados para as analises
comportamentais e de funcdo cardiaca, e 1 filhote macho e 1 fémea foram separados para
posterior coleta de coracdo e armazenamento para analises moleculares, totalizando um
numero total de 780 animais utilizados para os estudos relacionados a obesidade materna e
780 animais utilizados para os estudos relacionados a obesidade paterna.

Devido ao grande numero de animais necessario e as limitacfes espaciais no biotério
de experimentacdo animal, os esquemas de fornecimento de dietas e acasalamento néo
ocorreram ao mesmo tempo. O protocolo foi dividido em trés experimentos, onde 0s grupos
de machos e fémeas FO NC e HF45 (e suas respectivas descendéncias) foram obtidos
inicialmente, e os grupos NC e HF60 (e suas respectivas descendéncias) posteriormente.
Dessa forma, em relacdo as analises propostas, a presente tese apresenta todos os dados
relativos a FO e F1, em todos os grupos experimentais. No entanto, quanto a geracdo F2, os
animais da prole MHF60 e PHF60 ndo chegaram a idade final de 25 semanas, o que justifica
que, especificamente para estas proles, ndo estdo descritos os resultados das andlises de
composicdo corporal, metabolismo glicidico e ecocardiograma na 25 semana de idade, bem
como a andlise comportamental. Tais analises serdo posteriormente avaliadas, uma vez que 0s
animais atinjam a idade final estipulada.

25



F2

FO F1
AL &)@d - » O_& C /QQ F1-NC » 2
HF45 ;Q)@d NC b F1-MHF45 ‘ ’
o BB B Lo o

Camundongos C57BL/6J
(10 semanas de idade)

Transmissao epigenética intergeracional

F1/ F2

B o
TH8R

Dieta Controle Idade (semanas) 6 10 15 25
(22% de lipideos) RMN RMN RMN RMN
TG TTG TTG TTG
CA ECO
EUT

Figura 4: Desenho experimental do modelo de obesidade materna induzida por dieta. A- Camundongos
fémeas da linhagem C57BL/6J, com 4 semanas de idade, foram alimentadas com dieta controle (NC, 22% de
energia proveniente de lipideos) ou dietas hiperlipidicas (45% ou 60% de energia proveniente lipideos na dieta,
grupos HF45 e HF60, respectivamente) ad libitum durante 6 semanas consecutivas. Na 10? semana de idade, as
fémeas foram acasaladas com machos em dieta controle, dando origem a geracdo F1. As fémeas FO
permaneceram em suas respectivas dietas durante toda a gestacdo e lactacdo dos filhotes. Para aumentar a
influéncia da dieta materna, na 102 semana de idade, machos e fémeas da geracdo F1 foram acasalados entre seu
préprio grupo experimental para a obtengdo da geracdo F2. Excetuando-se as fémeas FO, todos os animais foram
mantidos em dieta controle durante todo o protocolo experimental. As andlises de composi¢do corporal e
tolerancia a glicose foram realizadas nas geragdes F1 e F2 nos tempos de 6, 10, 15 e 25 semanas de idade. O
teste de campo aberto foi realizado na 15* semana de idade e o ecocardiograma na 25 semana de idade. Apds o
exame ecocardiogréafico, todos os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. O coragdo foi
dissecado e pesado. NC: dieta controle; MHF45: Prole advinda do grupo materno em HF45; MHF60: Prole
advinda do grupo materno em HF60; RMN: ressonancia magnética nuclear; TTG: teste de tolerancia a glicose;
CA: campo aberto; ECO: ecocardiograma; EUT: eutanasia.
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Figura 5: Desenho experimental do modelo de obesidade paterna induzida por dieta. A- Camundongos
machos da linhagem C57BL/6J, com 4 semanas de idade, foram alimentados com dieta controle (NC, 22% de
energia proveniente de lipideos) ou dietas hiperlipidicas (45% ou 60% de energia proveniente de lipideos na
dieta, grupos HF45 e HF60, respectivamente) ad libitum durante 6 semanas consecutivas. Na 10 semana de
idade, os machos foram acasalados com fémeas em dieta controle, dando origem a geragdo F1. Para aumentar a
influéncia da dieta paterna, na 10? semana de idade, machos e fémeas da geracdo F1 foram acasalados entre seu
préprio grupo experimental para a obtencdo da geracdo F2. Excetuando-se os machos FO, todos os animais
foram mantidos em dieta controle durante todo o protocolo experimental. As analises de composicao corporal e
tolerancia a glicose foram realizadas nas geragdes F1 e F2 nos tempos de 6, 10, 15 e 25 semanas de idade. O
teste de campo aberto foi realizado na 15* semana de idade e o ecocardiograma na 25 semana de idade. Apds o
exame ecocardiografico, todos os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. O coragdo foi
dissecado e pesado. NC: dieta controle; PHF45: Prole advinda do grupo paterno em HF45; PHF60: Prole
advinda do grupo paterno em HF60; RMN: ressonancia magnética nuclear; TTG: teste de tolerancia a glicose;
CA: campo aberto; ECO: ecocardiograma; EUT: eutanasia.
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4.3. Anélise da composi¢ado corporal

O aparelho utilizado para a analise de composicao corporal foi o Echo MRI (Houston,
TX, USA), um instrumento de ressonancia magnetica nuclear que usa um magneto do tipo
gauss e é adaptado ao estudo com pequenos animais, enquanto estes estdo vivos e ndo-
anestesiados.

Os animais destinados ao exame foram alocados na sala onde o Echo MRI encontrava-
se, por pelo menos 30 minutos antes do inicio do procedimento, para permitir aclimatacéo.
Em seguida, eles foram pesados e inseridos em um tubo Plexiglas de 63,5 cm de diametro e
20,3 cm de comprimento, fechado de um lado e coberto por uma tampa do lado oposto. O
tubo é largo o suficiente para permitir movimentacdo limitada, como exploracdo vertical e
rotacdo. O tubo é entdo inserido em um orificio circular vertical no magneto.

Durante a obtencao dos dados, o campo magnético foi impelido em gradientes através
do animal e as flutuacdes desse campo magnético foi registrada. O camundongo permaneceu
no tubo cerca de 1 a 3 minutos (duracdo aproximada do scan). Ndo ha efeitos adversos
registrados a exposicdo do animal sob esse campo magnético (KANGARLU &
ROBITAILLE, 2000), o que permite que o animal seja escaneado por diversas vezes durante
avida.

Ap0s o scanner, o camundongo foi liberado do tubo através da remocdo da tampa e
leve inclinacdo do tubo, permitindo que ele caminhasse livremente de volta para sua caixa.
Entre cada animal, o tubo foi desinfetado com alcool 70% e, ao final da sessdo, com o
desinfetante Virkon.
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44. Andlise da tolerancia a administracdo intraperitoneal de glicose

O teste de tolerancia a glicose (TTG) é uma pratica comum no estudo do metabolismo
glicidico em modelos animais. O TTG mensura o nivel pelo qual a glicose € eliminada pela
circulacdo sanguinea ap6s sua administracao.

Os camundongos foram mantidos em jejum entre 4 e 6 horas antes da injecdo de
solugéo de glicose 10%, administrada intraperitonealmente, na dosagem de 2 mg/ g de peso
corporal do animal. Um pequeno corte na ponta da cauda do animal foi realizado para a coleta
do sangue, nos tempos de 0 (imediatamente antes da injecédo), 15, 30, 60, 90 e 120 minutos
apos a administracao.

A glicose sérica foi mensurada com o auxilio do glicosimetro Bayer Contour Next
ONE Glucose System Wireless Meter (Leverkusen, Alemanha). Os valores anotados foram
utilizados na construcdo de uma curva de concentracao de glicose ao longo de duas horas
apos a injecdo de glicose. Ao final do procedimento, o corte foi desinfetado com alcool 70%,
e os camundongos foram inseridos em uma caixa limpa, com acesso irrestrito a adgua e
comida. A area sob a curva da glicemia (mg.dL™) vs tempo (minutos) foi calculada com o
auxilio do Software GraphPad Prism® versao 8.

4.5. Analise comportamental

O teste de campo aberto (CA) é normalmente empregado em laboratorio para medir o
comportamento geral e respostas exploratérias em animais, como a atividade locomotora,
hiperatividade, comportamentos repetitivos e respostas analogas a ansiedade. E geralmente
utilizada como triagem inicial para visualizagcdo de alteracbes comportamentais, que serao
melhor analisadas posteriormente, com testes comportamentais complementares. Para este
trabalho, o propdsito do campo aberto foi a caracterizacdo comportamental basal. Tais
experimentos foram feitos em colaboracdo com 0 Laboratério O’Connell pelo pds-doutor
Austin Korgan, sob orientacdo da professora auxiliar Kristen M. S. O'Connell no The Jackson
Lab (Maine, USA), durante o periodo de Doutorado Sanduiche previamente mencionado.

Os camundongos foram levados a sala de procedimentos pelo menos 30 minutos antes
do inicio do teste, onde foram analisados individualmente na camara, por sessdao. As sessdes
duraram 10 minutos, tempo suficiente para a aclimatacdo do animal, observada pelo aumento
do comportamento exploratério seguido de descanso, seguindo protocolo adaptado de
KORGAN e colaboradores (2018).

No inicio do teste, o animal foi posicionado no centro da camara e o computador
iniciou a gravacao. O aparato utilizado foi uma cadmara quadrada Plexiglass, de dimensdes de
55,8 cm x 55,8 cm x 35,6 cm (largura x comprimento x altura) feita de plastico e iluminada a
partir do centro do campo aberto com lampada branca.
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Um gerador de ruido branco (San Diego Instruments, Part# 2325-0144) foi utilizado
para minimizar o impacto negativo que barulhos externos poderiam ter no ensaio
comportamental. Tal ruido branco foi mantido em um volume de 75 dba no centro do campo
aberto, um procedimento necessario para bloquear ruidos das salas vizinhas, cerca de 20 dba
acima do nivel de ruido da sala de aclimatacdo, quando o gerador esta desligado. Tal volume
e duracdo de ruido ndo causa danos na audicdo nem constitui um estressor fisioldgico ou
estimulo ansiolitico em roedores (DEACON, 2006). Ao final da sessdo, os camundongos
retornaram as suas caixas e, entre animais, a arena de testes foi desinfetada com solucéo de
hipoclorito de sédio 10%.

Os dados foram obtidos através do sistema de video LimeLight (Actimetrics Inc,
Illinois, USA). As medidas de distancia total percorrida (cm), onde e por quanto tempo o
animal ficou (centro, perimetro ou cantos) foram automaticamente analisadas. Informacoes
adicionais de comportamento podem ser obtidas através da visualizacdo posterior do mesmo,
como o nimero de exploragfes verticais (rearing, quando o animal se apdia nos membros
posteriores) ou de comportamentos especificos, como o congelamento (freezing, caracterizado
pela imobilidade por 2 ou mais segundos do animal, enquanto acordado) e o autocuidado
(grooming, quando o animal lambe, mordisca ou combina a¢des voltadas ao cuidado com o
pelo, por 2 ou mais segundos).

Os dados autométicos foram analisados em animais FO, F1 e F2. InformacGes
adicionais de grooming foi obtido para as fémeas FO, como medida indireta de estresse antes
do acasalamento. Foi avaliado o tempo que os animais da prole F1 e F2, obtida da obesidade
paterna, gastaram nos comportamentos de rearing e freezing. Comportamentos especificos
dos machos da FO assim como a prole obtida da obesidade materna ainda serdo analisados.

4.6. Analise da funcédo cardiaca

Na 25% semana de idade, os animais das proles advindas da obesidade materna e
paterna foram submetidos a anestesia inalatoria de isofluorano (Isoforine®, Cristalia), na
concentracdo de 4% e em fluxo de 1L/min de oxigénio. Apds o estabelecimento de um bom
plano anestésico, verificados pela auséncia de reflexos motores e protetores, 0s animais foram
tricotomizados na regido toracica ventral, com auxilio de lo¢do depilatéria hipoalergénica e
posteriormente examinados através do aparelho Vevo 2100® High-Resolution Imaging System
(FUJIFILMS Visualsonics), com transdutor especifico para pequenos roedores.

Foram confeccionadas fotos dos axis longo paraesternal e curto, ao nivel dos masculos
papilares, nos modos B e M. O método escolhido para analise da fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo (VE) (%), bem como dos volumes diastdlico e sistélico final do
ventriculo esquerdo (uL) foi o método de Simpson, associado a validacfes deste parametro
pelo LV trace.
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4.7. Andlise estatistica

Para avaliar se os dados seguem a distribuicdo normal, foi feito o teste de normalidade
Shapiro-Wilk. Para a identificacdo de dados com grande dispersédo (outliers), foi feito o teste
de Grubbs. Todos os dados obtiveram distribui¢cdo normal, portanto foi utilizado o teste T de
Student (em até dois grupos) ou One way ANOVA seguido de Tukey (nas avaliacGes de
resultados obtidos através do RMN e TTG) ou Sidak (resultados referentes ao campo aberto)
post hoc (para mais de dois grupos), com auxilio do Software GraphPad Prism® versdo 8
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Os dados foram expressos como média + erro
padrdo da média (SEM), sendo diferenca significativa quando (*) p < 0,05; (**) p < 0,01;
(***) p=0,001 e (****) p <0,001.
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5. RESULTADOS

5.1. Anélise metabolica e comportamental das fémeas FO antes do
acasalamento

5.1.1. Analise metabdlica

Para avaliar a condigdo metabdlica das matrizes antes do acasalamento com machos
ndo obesos, fémeas dos grupos NC, HF45 e HF60 foram submetidas ao exame de ressonancia
magnética nuclear e ao teste de tolerancia a glicose apos a 62 semana de fornecimento de dieta
hiperlipidica.

Ao avaliar a massa corporal, observamos que fémeas HF45 e HF60 apresentaram
aumento de 8% e 20%, respectivamente (Figura 6A). Tal alteracdo foi acompanhada pelo
aumento no teor de massa gorda, cerca de 57% no grupo HF45 e 1,5x nas fémeas HF60
(Figura 6B). Somente as fémeas HF60 apresentaram aumento (5%) na massa magra, em
comparacgéo ao grupo NC (Figura 6B).

O metabolismo glicidico foi avaliado atraves do TTG. Neste teste, é possivel
correlacionar a concentracao sérica de glicose com o tempo decorrido desde que a glicose foi
administrada. Se o organismo elimina a glicose de forma eficiente, as concentracdes de
glicose serdo reduzidas rapidamente e a area sob a curva da glicemia vs tempo serd menor.
Caso 0 metabolismo glicidico esteja comprometido, havera prejuizo na reducdo da
concentracdo sérica de glicose, que serd mais lenta. Dessa forma, maiores serdo as
concentragdes de glicose observadas durante todo o teste e maior sera a area sob a curva. Nas
fémeas em dieta hiperlipidica, observamos aumento da area sob a curva entre 0S grupos
experimentais, de cerca de 20% em ambos os grupos HF45 e HF60 (Figura 6E). Os valores
numéricos da composicao corporal e &rea sob a curva encontram-se na tabela 1 do Anexo A.
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Figura 6: Caracterizacdo do modelo de obesidade induzida por dieta em camundongos fémeas, apds 6
semanas de fornecimento de dietas hiperlipidicas. Na primeira linha, observamos a avalia¢do através do RMN
em fémeas de 10 semanas de idade. A- Massa corporal (g); B- Massa gorda (g) e; C- Massa magra (g); n= 31-35
animais/ grupo; Na segunda linha, observamos os resultados do TTG em fémeas de 10 semanas de idade. D-
Curva de concentracéo sérica de glicose (mg.dL™) e, E- Valores referentes as areas sobre a curva dos grupos
experimentais (unidades arbitrarias); n= 8-13 animais/ grupo. NC: grupo controle; HF45: grupo em dieta
hiperlipidica contendo 45% de energia proveniente de lipideos; HF60: grupo em dieta hiperlipidica contendo
60% de energia proveniente de lipideos. AUC: area sobre a curva. Os resultados sdo expressos como média +
SEM. One way ANOVA, Tukey post hoc; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p = 0,001; ****p < 0,001; NC vs HF45
ou HF60.
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5.1.2. Anélise comportamental

Para avaliar se o consumo de dieta hiperlipidica poderia alterar pardmetros
comportamentais das fémeas antes do acasalamento foi realizado o teste do campo aberto
(CA). Ao avaliar a distancia total percorrida (Figura 7A) e o tempo de permanéncia no centro
da plataforma (Figura 7B), nenhuma alteracdo foi observada entre os grupos experimentais.
No entanto, o tempo utilizado pelas fémeas HF60 realizando o grooming, foi maior em cerca
de 60% quando comparado ao grupo NC (Figura 7C). Esses dados estdo representados
graficamente na figura 7, e os valores numéricos encontram-se na tabela 2 do Anexo A.
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Figura 7: Avaliacdo comportamental obtida através do teste de campo aberto, em fémeas de 10 semanas
de idade. A- Distancia total percorrida (cm); B- Tempo no centro do campo aberto (segundos) e, C- Tempo de
duragdo do grooming (segundos). NC: grupo controle; HF45: grupo em dieta hiperlipidica contendo 45% de
energia proveniente de lipideos; HF60: grupo em dieta hiperlipidica contendo 60% de energia proveniente de
lipideos. Os resultados sdo expressos como média £ SEM; n= 13-18 animais/ grupo; One way ANOVA, Sidak
post hoc; * p < 0,05; NC vs HF60.
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Para avaliar se a obesidade materna estaria influenciando a capacidade reprodutiva das
fémeas, avaliamos a taxa de nascimento, o0 nimero de filhotes por ninhada e a taxa de
sobrevivéncia dos filhotes ao final da lactacdo. A taxa de nascimento foi calculada dividindo-
se 0 numero de fémeas que conceberam ninhadas pelo numero total de fémeas. O nimero de
filhotes por ninhada foi obtido a partir da contagem de filhotes observados ao nascimento de
ninhadas. A taxa de sobrevivéncia dos filhotes apos a lactacdo foi calculada dividindo-se o
namero de filhotes apds a lactagdo por 6 (numero de filhotes deixados com cada matriz apds o
nascimento).

N&o foram observadas diferencas significativas na taxa de nascimento (Figura 8A)
nem no numero de filhotes por ninhada (Figura 8B) entre 0s grupos experimentais. Ao
analisar a taxa de sobrevivéncia dos filhotes ap6s a lactagcdo, no entanto, observamos que as
fémeas HF60 apresentaram reducdo desse parametro em quase 50%, quanto comparadas as
fémeas do grupo controle (Figura 8C). Esses dados estdo representados graficamente na
figura 8, e os valores numéricos encontram-se na tabela 3 do Anexo A.
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Figura 8: Parametros observados nas matrizes durante a gestacdo e lactacdo dos filhotes. O percentual de
fémeas que conceberam, em relacdo ao nimero total de fémeas no experimento, estd descrito como: A- Taxa de
nascimento (%); B- Numero de filhotes por ninhada; e C- Taxa de sobrevivéncia de filhotes ao final da lactagdo
(%). NC: grupo controle; HF45: grupo em dieta hiperlipidica contendo 45% de energia proveniente de lipideos;
HF60: grupo em dieta hiperlipidica contendo 60% de energia proveniente de lipideos. Os resultados séo
expressos como média + SEM; n= 13-18 animais/ grupo; One way ANOVA, Sidak post hoc; * p < 0,05; NC vs
HF60.
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5.2. Anélise metabdlica, comportamental e cardiaca da prole de fémeas obesas

Para evitar a ocorréncia de ninhadas heterogéneas, 6 filhotes por ninhada foram
mantidos com a matriz até o final da lactacdo, aos 21 dias de idade. Ao final da lactacéo,
sempre que possivel, um ou dois animais de cada sexo foram separados para a avaliagdo de
RMN e TTG, e para o ecocardiograma no final da 25 semana de idade. Outro casal era
destinado unicamente para o CA, realizado na 152 semana de idade.

5.2.1. Analise metabdlica

Os valores obtidos na RMN compreendem a massa corporal, massa gorda e massa
magra dos animais das proles NC, MHF45 e MHF60 de ambas as geracdes F1 e F2, nas
idades de 6, 10, 15 e 25 semanas.

Nos filhotes machos, ao analisar a massa corporal dos individuos, observamos
aumento de 12% somente na prole F1-MHF45 na 25% semana de idade (Figura 10A). Em
relacdo a F2, a alteracdo observada foi a reducdo da massa corporal em 4%, na prole F2-
MHF60 (6 semanas de idade) (Figura 9A) e de 9% na prole F2-MHF45, na 25% semana de
idade (Figura 10A).

Em relacdo a massa gorda, a prole MHF45 foi a Unica que apresentou diferenca
significativa. Percebeu-se aumento do contetido de massa gorda na F1-MHF45 desde a 102 até
a 25% semana de idade, sendo porcentagens de 63%, 75% e 67% na 10?2 15% e 25% semana,
respectivamente (Figuras 9E, 9H e 10B, respectivamente). J& a prole F2-MHF45 apresentou
aumento de massa gorda na 6 semana de idade (7%), de forma transitéria (Figura 9B).
Quanto a massa magra, nenhuma alteracéo foi observada na geracdo F1 (Figuras 9C, 9F, 9l,
10C). Na F2, houve reducdo de 10% na massa magra da prole F2-MHF60, somente na 6°
semana, sendo esse parametro normalizado conforme o crescimento do animal (Figura 9C).
Os valores de massa corporal, massa gorda e massa magra estdo representados nas tabelas 1, 2
e 3, respectivamente. A representacdo grafica dos dados encontra-se nas figuras 9 (6, 10 e 15
semanas de idade) e 10 (25 semanas de idade) e a descricdo dos valores numéricos encontra-
se na tabela 4 do Anexo A.

Nas fémeas, nenhuma alteracéao significativa de massa corporal foi observada ao longo
de todo o experimento (Figuras 9J, 9M, 9P e 10D). Em relacdo ao contetdo de massa gorda,
somente as fémeas F1-MHF45 apresentaram aumento de 37% na 62 semana de idade (Figura
9K), enquanto as fémeas F1-MHF60 apresentaram aumento de 60% de massa gorda na 25?
semana de idade (Figura 10E), em relacdo ao grupo F1-NC. E, em relacdo a massa magra,
alteracfes foram observadas somente na 252 semana de idade, onde fémeas F1-MHF45 e F1-
MHF60 apresentaram reducdo desse parametro em 6% e 8%, respectivamente (Figura 10F).
Os valores de massa corporal, massa gorda e massa magra estdo representados nas tabelas 1, 2
e 3, respectivamente. A representacao grafica dos dados encontra-se nas figuras 9 (6, 10 e 15
semanas de idade) e 10 (25 semanas de idade) e a descri¢do dos valores numéricos encontra-
se na tabela 4 do Anexo A.
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Figura 9: Anélise da evolucdo da composi¢do corporal das proles F1 e F2 de camundongos fémeas
submetidas ao protocolo de obesidade induzida por dieta. Os pardmetros de composi¢éo corporal dos filhotes
machos (laranja) e fémeas (rosa) estdo listados da seguinte maneira: da esquerda para a direita, os valores
referentes a massa corporal (g), massa gorda (g) e massa magra (g). De cima para baixo, vemos a evolucdo de
tais parametros nas idades de 6, 10 e 15 semanas. Os dados referentes a composicdo corporal dos machos
encontram-se nos graficos A-l, enquanto que os dados de filhotes fémeas estdo representados nos gréaficos J-R.
Observamos que, apesar da massa corporal ser a mesma entre 0s grupos experimentais, ha maior contetdo de
massa gorda nos filhotes machos da F1-MHF45 a partir da 10* semana de idade (B, E, H), sem alteracGes
significativas na proporcdo de massa magra (C, F, 1); tais observacdes ndo sdo mantidas na F2-MHF45. Na F2,
alteragBes observadas foram restritas & 62 semana de idade: machos da F2-MHF60 apresentaram menor massa
corporal (A) decorrente de menor massa magra (C), enquanto que a prole F2-MHF45 apresentou leve aumento
de massa gorda (B), sem que haja alteracbes de massa corporal (A). Nas fémeas, ndo foram observadas
alteragdes proeminentes na composicdo corporal (J-R). A Unica alteragdo observada foi 0 aumento transitorio de
massa gorda (K), sem alteracdo de massa corporal (J), da prole F1-MHF45, restrita a 62 semana de idade. NC:
dieta controle; MHF45: Prole obtida do grupo materno em HF45; MHF60: Prole obtida do grupo materno em
HF60. Os resultados sdo expressos como média + SEM; n= 4-26 animais/ grupo; One way ANOVA, Tukey post
hoc; * p < 0,05; *** p = 0,001; **** p < 0,001; NC vs MHF45 ou MHF60.
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Figura 10: Analise da composi¢do corporal das proles F1 e F2 de camundongos fémeas submetidas ao
protocolo de obesidade induzida por dieta na 252 semana de idade. Representacéo grafica da massa corporal
(9), massa gorda (g) e massa magra (g), respectivamente, dos filhotes machos (Graficos A, B e C, em laranja,
respectivamente) e fémeas (Graficos D, E e F, em rosa, respectivamente). A analise da composic¢do corporal ao
final do experimento na prole macho demonstrou que, na F1, a prole macho F1-MHF45 apresenta aumento de
massa corporal (A) associado ao acimulo de massa gorda (B). Em relacdo a F2, observamos reducdo de massa
corporal (A) em machos F2-MHF45. Quanto a analise da composi¢do corporal na prole fémea, ndo foram
observadas alteragdes na massa corporal (D) em ambas as geracGes. Na F1, o acimulo de massa gorda (E) foi
acompanhado pela reducdo de massa magra (F) na prole F1-MHF60, enquanto na F1-MHF45 observamos leve
reducdo na massa magra (F); tais observacdes ndo foram transmitidas para a geracdo subsequente. NC: dieta
controle; MHF45: Prole obtida do grupo materno em HF45; MHF60: Prole obtida do grupo materno em HF60.
Os resultados sdo expressos como média £ SEM; n= 4-28 animais/ grupo; Teste t ou One way ANOVA, Tukey
post hoc; * p < 0,05; ** p <0,01; **** p < 0,001; NC vs MHF45 ou MHF60.

O TTG foi realizado em todos o0s grupos experimentais (NC, MHF45 e MHF60, F1 e
F2), durante os tempos de 6, 10, 15 e 25 semanas de idade. Observamos que a obesidade
materna foi capaz de alterar esse fen6tipo somente em machos da geracdo F1 (Figura 11A-H).
Os filhotes machos da prole F1-MHF60 apresentaram melhora do metabolismo glicidico de
forma temporaria (Figura 11C), na 10* semana de idade, caracterizada pela reducéo de 31%
nos valores obtidos da AUC (Figura 11D). Em contrapartida, filhotes machos da prole F1-
MHF45 apresentaram prejuizo na eliminacdo de glicose sanguinea desde a 152 até a 25°
semana de idade, em proporc¢des de 17% e 9%, respectivamente (Figuras 11E-H). Nenhuma
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alteracdo significativa neste parametro foi observada nos machos da geragéo F2 (Figura 12A-
H). Em relacdo aos filhotes fémeas, a obesidade materna ndo gerou nenhuma mudanca no
metabolismo glicidico, seja na geracdo F1 (Figura 11I-P) ou F2 (Figura 12I-P). A
representacdo grafica dos dados mencionados de machos e fémeas, em todos os tempos
estudados da geracdo F1 encontram-se na figura 11, e os da geracao F2, na figura 12.
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Figura 11: Analise da tolerancia a glicose intraperitoneal de filhotes machos (laranja) e fémeas (rosa) da
primeira geracéo (F1) de camundongos fémeas submetidas ao protocolo de obesidade induzida por dieta,
nas idades de 6, 10, 15 e 25 semanas. Da esquerda para a direita, estdo listados a curva de concentragao sérica
de glicose (mg.dL™?) ao longo de 2 horas ap6s a administragdo em bolus intraperitoneal de glicose e valores de
area sob a curva (AUC, unidades arbitrarias). De cima para baixo, a evolucdo ao longo das idades de 6, 10, 15 e
25 semanas. Os dados da prole macho estdo representadas nos graficos A-H. Observamos melhor tolerancia a
glicose na prole macho F1-MHF60 na 10? semana de idade (C e D), e uma piora desse parametro ao final do
protocolo experimental, na 252 semana de idade (G e H). Machos F1-MHF45 apresentaram reducédo da tolerancia
a glicose desde a 152 semana de idade (E e F) até o final do experimento (E-H). Os dados da prole fémea estéo
representados nos graficos I-P. Nenhuma alteragdo significativa neste fenétipo foi observada nos filhotes fémeas
(1-P). NC: dieta controle; MHF45: Prole obtida do grupo materno em HF45; MHF60: Prole obtida do grupo
materno em HF60. Os resultados sdo expressos como média + SEM; n= 4-27 animais/ grupo; One way ANOVA,
Tukey post hoc; * p < 0,05; ** p < 0,01; **** p <0,001; NC vs MHF45 ou MHF60.
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Figura 12: Analise da tolerancia a glicose intraperitoneal de filhotes machos (laranja) e fémeas (rosa) da
segunda geracdo (F2) de camundongos fémeas submetidas ao protocolo de obesidade induzida por dieta,
nas idades de 6, 10, 15 e 25 semanas. Da esquerda para a direita, estdo listados a curva de concentracdo sérica
de glicose (mg.dL™) ao longo de 2 horas ap6s a administragdo em bolus intraperitoneal de glicose e valores de
&rea sob a curva (AUC, unidades arbitrérias). De cima para baixo, a evolucdo ao longo das idades de 6, 10, 15 e
25 semanas. Os dados da prole macho estdo representadas nos gréaficos A-H, enquanto o das fémeas estdo
representados nos graficos I-P. Nenhuma alteracdo significativa neste fenétipo foi observada na F2,
independente do sexo do filhote. NC: dieta controle; MHF45: Prole obtida do grupo materno em HF45; MHF60:
Prole obtida do grupo materno em HF60. Os resultados sdo expressos como média + SEM; n= 6-37 animais/
grupo; Teste t de Student ou One way ANOVA, Tukey post hoc; * p < 0,05; ** p < 0,01; NC vs MHF45 ou

MHF60.
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5.2.2. Anélise comportamental

Para analisar se a obesidade materna foi capaz de alterar o comportamento da prole, o
teste de CA foi realizado. A distancia total percorrida e o tempo de permanéncia no centro da
plataforma pelos filhotes machos das geragdes F1 e F2 ndo foram alterados pela obesidade
materna (Figura 13A, 13B).

Em relacdo aos filhotes fémeas, nenhuma alteracdo na distancia percorrida foi
observada em ambas as geracOes (Figura 13C). No entanto, filhotes fémeas do grupo F1-
MHF45 apresentaram aumento (86%) no tempo de permanéncia no centro do campo aberto
(Figura 13D). Tal alteracdo, no entanto, ndo foi transmitida para a geragdo subsequente (F2),
neste modelo experimental.

A representacdo grafica dos dados mencionados encontra-se na figura 13, e os valores
numericos na tabela 7 do Anexo A.
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Figura 13: Analise comportamental da prole macho (laranja) e fémea (rosa) de camundongos fémeas
submetidas ao protocolo experimental de obesidade induzida por dieta na 152 semana de idade, através do
teste de campo aberto, por duas geragdes subsequentes. As representacdes graficas indicam, da esquerda para
a direita, a distancia total percorrida (cm) e o tempo no centro do campo aberto (segundos). Observamos que 0s
machos ndo apresentaram qualquer alteracdo fenotipica nas medidas avaliadas (A e B). As fémeas ndo
apresentaram qualquer alteracdo na distancia total percorrida (C), mas fémeas F1-MHF45 apresentaram aumento
do tempo percorrido no centro (D), sem que haja transmissdo dessa caracteristica para a geracdo F2. NC: dieta
controle; MHF45: Prole obtida do grupo materno em HF45; MHF60: Prole obtida do grupo materno em HF60.
Os resultados sdo expressos como média £ SEM; n= 4-13 animais/ grupo; Teste t ou One way ANOVA, Sidak
post hoc; *** p = 0,001; NC vs MHF45 ou MHF60.
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5.2.3. Andlise da fung¢do cardiaca

Para avaliar se a fungdo cardiaca pode ser modulada pela obesidade materna ao longo
de duas geracGes consecutivas, o exame ecocardiografico foi realizado na 25% semana de
idade dos animais. Ndo observamos alteracdo na funcdo cardiaca de animais machos na
geracdo F1 (Figura 14A-C). Surpreendentemente, na geracdo F2, machos F2-MHF45
apresentaram reducdo de 24% na fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (Figura 14A),
associada ao aumento no volume sistélico final de 64% (Figura 14C). Em relacédo aos filhotes
fémeas, nenhuma alteracdo na funcéao cardiaca foi observada na prole fémea, tanto na geracao
F1 quanto na F2 (Figura 14D-F). Tais dados sugerem importante deficiéncia na funcédo
cardiaca sistdlica. Tais dados estdo representados graficamente da figura 14, e os valores
numéricos correspondentes encontram-se nas tabelas 7 (Geracdo F1) e 8 (Geracdo F2) do
Anexo A.
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Figura 14: Andlise da funcdo cardiaca de filhotes machos (laranja) e fémeas (rosa) provenientes de
camundongos fémeas submetidas ao protocolo de obesidade induzida por dieta, através do
ecocardiograma, na 252 semana de idade, das proles F1 e F2. Gréficos relativos aos filhotes machos: A-
Fracdo de ejecdo (%), B- Volume diastélico final do ventriculo esquerdo (uL), e C- Volume sistolico final do
ventriculo esquerdo. Observamos que a prole F1 ndo apresentou nenhuma alteragdo nos parametros
demonstrados. Na F2, filhotes machos da prole F2-MHF45 apresentaram reducdo da fracdo de ejecdo (A)
associada ao aumento do volume sistolico final do ventriculo esquerdo (C). Graficos relativos aos filhotes
fémeas: D- Fracdo de eje¢do (%), E- Volume diastdlico final do ventriculo esquerdo (uL), e F- Volume sistdlico
final do ventriculo esquerdo (uL). Nenhuma alteracdo significativa foi observada nas geraces F1 e F2. NC:
dieta controle; MHF45: Prole obtida do grupo materno em HF45; MHF60: Prole obtida do grupo materno em
HF60. Os resultados sdo expressos como média + SEM; n= 3-16 animais/ grupo; Teste t de Student ou One way
ANOVA, Tukey post hoc; * p < 0,05; NC vs MHF45 ou MHF60.
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5.3. Anélise metabdlica e comportamental dos machos FO antes do
acasalamento

5.3.1. Analise metabdlica

Para avaliar a condicdo metabdlica dos machos antes do acasalamento com fémeas nao
obesas, 0s grupos NC, HF45 e HF60 foram submetidos ao exame de RMN e ao TTG apds a 62
semana de fornecimento de dieta hiperlipidica.

Em relacdo a massa corporal dos animais, observamos que machos HF45 e HF60
apresentaram aumento de 39% e 40%, respectivamente (Figura 15A) em comparagdo ao
grupo NC. Tal alteracdo foi acompanhada pelo aumento de massa gorda, cerca de 2,4X nos
machos HF45 e 2,3x no grupo HF60 (Figura 15B). A massa magra também estava aumentada
em ambos o0s grupos HF45 (16%) e HF60 (17%), em comparacao ao grupo NC (Figura 15C).

Quanto ao metabolismo de glicose, no TTG foi observado e aumento da area sob a
curva de 25% e 50% nos grupos HF45 e HF60, respectivamente (Figura 15D-E). Os valores
referentes aos dados acima podem ser encontrados na tabela 1 do Anexo B.
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Figura 15: Caracterizacdo do modelo de obesidade induzida por dieta em camundongos machos, apos 6
semanas de fornecimento de dieta hiperlipidica. A- Avaliacao através do RMN em machos de 10 semanas de
idade. A- Massa corporal (g); B- Massa gorda (g) e; C- Massa magra (g). TTG em machos de 10 semanas de
idade. D- Curva de concentracdo sérica de glicose (mg.dL™) e, E- as respectivas areas sobre a curva dos grupos
experimentais (unidades arbitrarias). NC: grupo controle; HF45: grupo em dieta hiperlipidica contendo 45% da
energia proveniente de lipideos; HF60: grupo em dieta hiperlipidica contendo 60% da energia proveniente de
lipideos. AUC: area sobre a curva. Os resultados sdo expressos como média + SEM; n= 5-12 animais/ grupo;
One way ANOVA, Tukey post hoc; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p = 0,001; ****p < 0,001; NC vs HF45 ou
HF60.
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5.3.2. Anélise comportamental

Para avaliar se o consumo de dieta hiperlipidica poderia alterar pardmetros
comportamentais dos machos antes do acasalamento foi realizado o teste de campo aberto.
Nenhuma alteracdo foi observada nos parametros de distancia total percorrida (Figura 16A),
no tempo de permanéncia no centro (Figura 16B) e no tempo de grooming (Figura 16C) entre
0s grupos experimentais. Os valores numéricos para esses resultados encontram-se na tabela 2
do Anexo B.
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Figura 16: Andlise comportamental de camundongos machos submetidos ao protocolo experimental de
obesidade induzida por dieta antes do acasalamento. Avaliacdo comportamental obtida através do teste de
campo aberto, em machos de 10 semanas de idade, ap6s 6 semanas de consumo de dieta hiperlipidica. A-
Distancia total percorrida (cm); B- Tempo no centro do campo aberto (segundos) e, C- Tempo de duracdo do
grooming (segundos). NC: grupo controle; HF45: grupo em dieta hiperlipidica contendo 45% da energia
proveniente de lipideos; HF60: grupo em dieta hiperlipidica contendo 60% da energia proveniente de lipideos.
AUC: area sobre a curva. Os resultados sdo expressos como média + SEM; n= 7-9 animais/ grupo; One way
ANOVA, Sidak post hoc.
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5.4. Anélise metabdlica, comportamental e cardiaca da prole dos machos
obesos

A fim de evitar a ocorréncia de ninhadas heterogéneas, 6 filhotes por ninhada foram
mantidos com a matriz até o final da lactacdo, aos 21 dias de idade. Ao final da lactacéo,
sempre que possivel, um ou dois animais de cada sexo foram separados para a avaliacdo de
RMN e TTG, e para o ecocardiograma no final da 25% semana de idade. Outro casal era
destinado unicamente para o CA, realizado na 152 semana de idade.

5.4.1. Anélise metabdlica

Para investigar se a obesidade paterna é capaz de alterar a composi¢do corporal dos
filhotes durante a vida, 0 RMN foi realizado nas 62 102 15% e 252 semanas de idade. Os
resultados de massa corporal total, massa gorda e massa magra estdo apresentados a seguir na
figura 17, para valores observados da 62 até 152 semana de idade, e na figura 18 os resultados
obtidos na 252 semana de idade. Os valores numéricos encontram-se nas tabelas 3, 4 e 5 do
Anexo B.

Ao observamos os machos da geracdo F1, notamos que somente ao final do protocolo
experimental, na 25% semana de idade, os filhotes da prole F1-PHF45 e F1-PHF60
apresentaram aumento de massa corporal de 29% e 24%, respectivamente, quando
comparados aos animais da prole NC (Figura 18A). Na F2 observamos reducdo na massa
corporal de 7% nos machos F2-PHF45 na 252 semana de idade (Figura 18A). Quanto ao teor
de massa gorda, observou-se que somente os filhotes machos da prole F1-PHF45
apresentaram aumento de 47% na massa gorda, em ambas as idades de 15 e 25 semanas
(Figuras 17H e 18B, respectivamente), sem qualquer alterag@o deste parametro na geragdo F2.
Em relacdo a massa magra, nenhuma alteracdo foi observada na geracdo F1 (Figuras 17C,
16F, 161 e 18C). No entanto, machos da prole F2-PHF45 apresentaram leve reducdo (5%) de
massa magra na 252 semana de idade (Figura 18C).

Os filhotes fémeas da F1 apresentaram aumento de massa corporal (10%) no grupo
F1-PHF45, na 25% semana de idade (Figura 18D). Tal fenétipo foi invertido na geracdo F2,
onde fémeas da prole F2-PHF45 apresentaram reducdo de 10% na massa corporal, na mesma
idade (Figura 18D). Em relacdo a massa gorda, a prole F1-PHF45 apresentou aumento de
34% e 51%, nos tempos de 6 e 25 semanas de idade, respectivamente (Figuras 17K e 18E,
respectivamente). Adicionalmente, a prole F1-PHF60 apresentou aumento de massa gorda
(35%) apenas na 10? semana de idade (Figura 17N). Em relagdo a F2, fémeas da prole F2-
PHF45 apresentaram reducdo de 38% de massa gorda, em relacdo a prole F2-NC, na 25?
semana de idade (Figura 18E). Nenhuma alteracdo de massa magra foi observada nos filhotes
fémeas em nenhum tempo estudado, em ambas as geracbes F1 e F2 (Figuras 17J-R, 18D-F).
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Figura 17: Andlise da composicdo corporal das proles F1 e F2 de camundongos machos submetidos ao
protocolo de obesidade induzida por dieta, durante as idades de 6, 10 e 15 semanas. Da esquerda para a
direita, estdo as representagdes graficas dos valores de massa corporal (g), massa gorda (g) e massa magra (g) de
filhotes machos (A-1, em verde) e fémeas (J-R, em azul). De cima para baixo, vemos a evolucdo de tais
pardmetros as 6, 10 e 15 semanas de idade. Nos filhotes machos, observamos maior contetdo de massa gorda na
prole F1-PHF45, na 152 semana de idade (H) e sem alteragdes significativas na proporcao de massa magra (C, F,
I) ou da massa corporal total (A, D, G). Nos filhotes fémeas, observamos maior contelldo de massa gorda na
prole F1-PHF45 na 62 semana de idade (K) e na prole F1-PHF60 na 10% semana de idade (N), de forma
transitéria, sem alteracfes significativas na proporcdo de massa magra (L, O, R) ou da massa corporal total (J,
M, P). Nenhuma alteracéo significativa foi observada na geracdo F2 entre 0s grupos experimentais, independente
do sexo. NC: dieta controle; PHF45: Prole obtida do grupo paterno em HF45; PHF60: Prole obtida do grupo
paterno em HF60. Os resultados sdo expressos como média + SEM; n= 9-28 animais/ grupo; One way ANOVA,
Tukey post hoc; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p = 0,001; NC vs PHF45 ou PHF60.
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Figura 18: Andlise da composic¢do corporal das proles F1 e F2 de camundongos machos submetidos ao
protocolo de obesidade induzida por dieta na 25% semana de idade. Da esquerda para a direita, estdo as
representagdes graficas dos valores de massa corporal (g), massa gorda (g) e massa magra (g) de filhotes machos
(A-C, em verde) e fémeas (D-F, em azul). Nos filhotes machos, observamos que a prole F1-PHF45 apresentou
aumento de massa corporal (A) associado ao acumulo de massa gorda (B), e a prole F2-PHF45 apresentou
reducdo de massa corporal (A) associado a menor propor¢do de massa magra (C). Nos filhotes fémeas,
observamos que a prole F1-PHF45 apresentou aumento de massa corporal (D) e massa gorda (E). Inversamente,
na F2, a prole fémea F1-PHF45 apresentou menor massa corporal (D) e massa gorda (E), sem alteracGes em
massa magra (F). NC: dieta controle; PHF45: Prole obtida do grupo paterno em HF45; PHF60: Prole obtida do
grupo paterno em HF60. Os resultados sdo expressos como média + SEM; n= 6-28 animais/ grupo; One way
ANOVA, Tukey post hoc; * p < 0,05; ** p < 0,01; **** p < 0,001; NC vs PHF45 ou PHF60.

Para investigar se a obesidade paterna é capaz de alterar a tolerancia a glicose dos
filhotes durante a fase adulta, o TTG foi realizado nas 62, 10%, 152 e 252 semanas de idade. Os
resultados obtidos para a F1 (Figura 19) e F2 (Figura 20) estdo descritos a seguir.

Observou-se que, na F1, os filhotes machos apresentaram alteragdes transitorias no
metabolismo glicidico. Na 62 semana de idade, a area abaixo da curva & menor na prole F1-
PHF45 quando comparada ao grupo F1-NC (Figura 19A-B). Isto é perdido na 152 semana de
idade, como podemos ver nos valores de AUC aumentados (Figura 19E-F), sugerindo uma
condicdo pré-diabética transitdria na prole F1-PHF45, visto que tal alteragdo ndo foi mantida
na 25 semana de idade (Figura 19G-H). Nenhuma alteracdo foi observada nesse parametro
nos machos da prole F1-PHF60, comparados aos F1-NC (Figuras 19A-H). Nos filhotes
fémeas, nenhuma alteracéo foi observada na prole F1-PHF45 (Figuras 191-P). As fémeas da
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prole F1-PHFG0 apresentaram melhora transitéria no metabolismo glicidico, somente na 102
semana de idade (Figura 19K-L).

Na prole F2, nenhuma alteracdo foi observada nesse parametro nos filhotes machos ou
fémeas em nenhum dos tempos estudados, de ambas as proles F2-PHF45 e F2-PHF60,
comparados aos F2-NC, indicando que esse fenétipo ndo foi transmitido para a segunda
geracdo (Figura 19).
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Figura 19: Analise da evolugdo do metabolismo da glicose de filhotes machos (verde) e fémeas (azul) da
primeira geracéo (F1) de camundongos machos submetidos ao protocolo de obesidade induzida por dieta
durante as 62 107 15% e 25% semanas de idade. Da esquerda para a direita, estdo listados a curva de
concentracdo sérica de glicose (mg.dL™) ao longo de 2 horas apds a administracdo em bolus intraperitoneal de
glicose e valores de &rea sob a curva (AUC, unidades arbitrarias). De cima para baixo, a evolucdo ao longo das
idades de 6, 10, 15 e 25 semanas. Resumidamente, observamos melhor tolerdncia a glicose na prole macho F1-
PHF45 na 62 semana de idade (A-B), e piora desse parametro na 152 semana de idade (E-F), ambos transitorios.
Na prole fémea, somente o grupo F1-PHF60 apresentou melhor tolerdncia a glicose, transitoriamente, na 102
semana de idade (K-L). NC: dieta controle; PHF45: Prole obtida do grupo paterno em HF45; PHF60: Prole
obtida do grupo paterno em HF60. Os resultados sdo expressos como média £ SEM; n= 9-27 animais/ grupo;
One way ANOVA, Tukey post hoc; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p = 0,001; **** p < 0,001; NC vs PHF45 ou
PHF60.
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Figura 20: Analise da evolucdo do metabolismo da glicose filhotes machos (verde) e fémeas (azul) da
segunda geracdo (F2) de camundongos machos submetidos ao protocolo de obesidade induzida por dieta

durante as 62 102 152 e 252 semanas de idade.

Da esquerda para a direita, estdo listados a curva de

concentracdo sérica de glicose (mg.dL™) ao longo de 2 horas apds a administracdo em bolus intraperitoneal de
glicose e valores de area sob a curva (AUC, unidades arbitrarias). De cima para baixo, a evolucéo ao longo das
idades de 6, 10, 15 e 25 semanas. Nenhuma alteracéo significativa neste fenétipo foi observada na prole macho
(A-H) ou fémea (I-P) da geragdo F2. NC: dieta controle; PHF45: Prole obtida do grupo paterno em HF45;
PHF60: Prole obtida do grupo paterno em HF60. Os resultados sdo expressos como média + SEM; n= 7-37

animais/ grupo; Teste t de Student ou One way ANOVA, Tukey post hoc; NC vs PHF45 ou PHF60.
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5.4.2. Anédlise comportamental

Para investigar se a obesidade paterna é capaz de alterar o comportamento espontaneo
de filhotes machos e fémeas de duas geracdes consecutivas, o teste de campo aberto foi
realizado na 15% semana de idade dos animais.

N&o observamos nenhuma alteracdo na distancia total percorrida (em centimetros)
(Figura 21A) e no tempo de permanéncia no centro (em segundos) (Figura 21B) entre 0s
filhotes machos nas geracdes F1 e F2. No entanto, ao avaliarmos o tempo de duracdo do
rearing (em segundos), observamos aumento deste parametro em machos F1-PHF45 (35%) e
reducdo na geracdo seguinte (26%), em machos F2-PHF45 (Figura 21C). Nenhuma alteracdo
no tempo de freezing (em segundos) foi observada na prole macho de ambas as geracfes
(Figura 21D).

Em relacdo aos filhotes fémeas, nenhuma alteragdo foi observada na distancia total
percorrida entre 0s grupos experimentais em ambas as geracbes F1 e F2 (Figura 21E). Em
contrapartida, fémeas F1-PHF45 apresentaram aumento no tempo de permanéncia no centro
(74%) (Figura 21F). Tal alteracdo ndo foi observada na geracdo F2 (Figura 21F). Quanto aos
tempos de rearing e freezing, nenhuma alteragdo foi observada na prole fémea de ambas
geracbes F1 e F2 (Figura 21G e 21H, respectivamente). Os dados citados acima estdo
graficamente representados na Figura 21, e seus valores numéricos encontram-se nas tabelas 6
e 7 do Anexo B.
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Figura 21: Analise comportamental da prole macho (verde) e fémea (azul) de camundongos machos
submetidos ao protocolo experimental de obesidade induzida por dieta na 152 semana de idade, através do
teste de campo aberto, por duas gerag¢des subsequentes. As representacdes graficas indicam: A, E- Distancia
total percorrida (cm), B, F- Tempo no centro do campo aberto (segundos), C, G- Tempo de duragéo do rearing
(segundos) e, D, H- Tempo de duragdo do freezing (segundos), em machos e fémeas, respectivamente.
Observamos que os machos F1-PHF45 apresentaram maior tempo de rearing, e que o oposto foi observado na
geracgdo subsequente, F2-PHF45 (C). Nos filhotes fémeas, a Unica alteracdo observada foi aumento do tempo de
permanéncia no centro do campo aberto na prole F1-PHF45 (F). NC: dieta controle; PHF45: Prole obtida do
grupo paterno em HF45; PHF60: Prole obtida do grupo paterno em HF60. Os resultados sdo expressos como
média + SEM; n= 10-13 animais/ grupo; Teste t ou One way ANOVA, Sidak post hoc; * p < 0,05; ** p < 0,01;
NC vs PHF45 ou PHF60.

5.4.3. Analise da funcédo cardiaca

Para investigar se a obesidade paterna é capaz de alterar a fungdo cardiaca de filhotes
machos e fémeas de duas geragOes consecutivas, o ecocardiograma foi realizado na 25?
semana de idade dos animais.

N&o observamos quaisquer alteracBes significativas na funcdo cardiaca de filhotes
machos da geracdo F1 (Figura 22A-C). Na F2, observamos redugdo de 22% na fragdo de
ejecdo do VE (Figura 22A), associada ao aumento de 64% no volume sistolico final do VE
nos machos F2-PHF45 (Figura 22C).
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Em relagéo aos filhotes fémeas, nenhuma alteracdo foi observada na geracdo F1 entre
0s grupos experimentais (Figura 22D-F). No entanto, observamos reducdo de 20% na fracao
de ejecdo do VE (Figura 22D) associada ao aumento de 61% no volume sistdlico final do VE
nas fémeas do grupo F2-PHF45 (Figura 22F). Tal observacdo demonstra que a obesidade
paterna é capaz de modular a funcéo cardiaca da F2, e ndo da F1, independente do sexo do
filhote. Os dados citados acima estdo graficamente representados na Figura 22, e seus valores
numericos encontram-se nas tabelas 8 e 9 do Anexo B.
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Figura 22: Anélise da funcdo cardiaca de filhotes machos (verde) e fémeas (azul) provenientes de
camundongos machos submetidos ao protocolo de obesidade induzida por dieta, através do
ecocardiograma, na 252 semana de idade, das geracfes F1 e F2. A, D- Fracéo de ejecdo (%), B, E- Volume
diastolico final do ventriculo esquerdo (VE) (uL), e C, F- Volume sistélico final do VE (uL) de filhotes machos
e fémeas, respectivamente. Nos machos, observamos que a geracdo F1 ndo apresentou nenhuma alteracdo nos
pardmetros demonstrados (A-C). No entanto, na F2, filhotes machos apresentaram reducdo da fracdo de ejecéo
(A) associada ao aumento do volume sistdlico final do VE (C). Em fémeas, observamos que a geragdo F1 ndo
apresentou nenhuma alteracdo nos pardmetros demonstrados (D-F). No entanto, na F2, filhotes fémeas
apresentaram reducdo da fracdo de eje¢do (D) associada ao aumento do volume sistélico final do VE (F). NC:
dieta controle; PHF45: Prole obtida do grupo paterno em HF45; PHF60: Prole obtida do grupo paterno em
HF60. Os resultados sdo expressos como média + SEM; n= 9-27 animais/ grupo; Teste t ou One way ANOVA,
Tukey post hoc; * p < 0,05; ** p <0,01; NC vs PHF45 ou PHF60.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo investigamos (1) as consequéncias do consumo de dietas hiperlipidicas
(45 ou 60% de lipideos), por 6 semanas consecutivas, sobre a constitui¢do corporal, tolerancia
a glicose e comportamento geral em camundongos machos e fémeas da linhagem C57BL/6J e,
(2) de que forma a obesidade materna e paterna influencia a constituicdo corporal, tolerancia a
glicose, comportamento e funcdo cardiaca nas duas geracdes subsequentes, tanto na prole
macho quanto na fémea.

Os resultados evidenciaram que, em camundongos fémeas, o consumo de dieta
hiperlipidica é capaz de promover aumento de massa corporal e adiposidade, associado a um
prejuizo no metabolismo glicidico, independente do percentual de lipideos na dieta e do sexo
do animal. Ndo observamos mudancas comportamentais relativas a locomocao e distancia
percorrida, no entanto, o grupo HF60 apresentou aumento no tempo de grooming e reducao
na taxa de sobrevivéncia da prole ao final da lactacdo. Quanto aos efeitos da obesidade
materna, em geral, os filhotes machos foram mais afetados. Filhotes da prole F1-MHF45
apresentaram aumento de adiposidade desde a 10 semana de idade, e prejuizo no
metabolismo glicidico a partir da 15° semana. Na F2, somente machos F2-MHF45
apresentaram reducdo de massa corporal, reducdo da fracdo de ejecdo do VE e aumento do
volume sistélico final. A prole fémea, por conseguinte, ndo apresentou grandes alteracfes em
sua composicdo corporal, na avaliacdo comportamental identificamos somente aumento no
tempo de permanéncia no centro do campo aberto, e ndo apresentou alteracbes na funcéo
cardiaca.

Em camundongos machos submetidos a dieta hiperlipidica, tanto as dietas de 45%
quanto de 60% da energia proveniente de lipideos levam ao aumento de peso corporal,
adiposidade, aumento de massa magra e intolerancia a glicose, sendo esta mais significativa
no grupo HF60 do que no HF45, sem alteracGes comportamentais no teste de campo aberto.
Quanto aos efeitos da obesidade paterna, as alteracGes observadas foram mais evidentes na
prole PHF45, e semelhantes entre filhotes machos e fémeas. De forma geral, filhotes F1-
PHF45 apresentaram aumento de massa corporal, adiposidade e alteragfes no tempo de
duracdo do rearing (machos F1-PHF45 apresentaram aumento, machos F2-PHF45
apresentaram reducdo desse parametro) e tempo de permanéncia no centro (fémeas F1-
PHF45); enquanto a geracdo subsequente apresentou reducdo de massa corporal independente
do sexo, reducdo no tempo de duragédo do rearing (machos F2-PHF45), reducéo da fracdo de
ejecdo do VE e aumento do volume sistélico final, tanto em machos como fémeas F2-PHF45.

A obesidade e sobrepeso tem gerado preocupagdo crescente no cenério mundial, por
aumentar o risco de desenvolvimento de doencas cronicas ndo-comunicaveis, como diabetes
do tipo 2, sindrome metabdlica e dislipidemia, depressdo e enxaquecas, doengas cardiacas e
hipertensdo arterial em individuos obesos ou com sobrepeso (GRUNDY, 1998; BELL et. al.,
2005; SCHIMIDT & DUNCAN, 2011). Além disso, atualmente, tem sido amplamente
discutida sua contribuicdo no incremento da taxa de ocupacdo de leitos em todo o mundo,
Vvisto que a obesidade leva ao maior risco de severidade dos sintomas da infecgéo pelo SARS-
CoV-2, 0 COVID-19 (TANAKA et al., 2001; ALWARAWRAH et al., 2018; SIMONNET et
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al., 2020; TARTOF, et al., 2020). Diversos fatores ambientais sdo atribuidos nas causas da
obesidade na sociedade atual, sendo a globalizacdo e a decorrente mudanca alimentar uma das
mais cruciais. Estudos com humanos tém demonstrado que o aumento no consumo de lipideos
é associado ao maior ganho de peso corporal, podendo levar a obesidade e suas consequéncias
metabdlicas (COSTA-FONT & MAS, 2016). Dessa forma, modelos animais séo
extremamente Uteis no estudo da obesidade e dos mecanismos por tras do consumo energetico
em excesso (BUETTNER et al., 2007).

Existem diversas formas de se reproduzir, em laboratério, a obesidade da sociedade
ocidental, e uma das mais descritas é a obesidade induzida por dieta. As dietas mais comuns
para essa finalidade geralmente s&o hipercaldricas e altamente palataveis, para a indugdo
rapida da obesidade e demais alteracbes metabdlicas encontradas em individuos com
sobrepeso, como a intolerancia a glicose (DIEMEN et al., 2006). Inimeros trabalhos estdo
descritos na literatura, mas as informacdes extraidas sdo extremamente conflitantes
(CHRISTIANS et al., 2019), principalmente pela variedade de protocolos experimentais,
modelos animais, linhagens, tipos de dietas e seus principais componentes nutricionais, dentre
outros.

Neste trabalho, utilizamos duas dietas obesogénicas comerciais amplamente utilizadas
em um mesmo protocolo experimental, para minimizar algumas variaveis e facilitar a
comparacdo. As dietas hipercal6ricas utilizadas neste trabalho sdo do tipo high-fat, ou seja,
rica em lipideos, contendo 45 e 60% da energia proveniente de gorduras saturadas, em sua
maior parte. Do ponto de vista nutricional, uma dieta humana com 60% de gorduras é
considerada extrema; porém esta escolha foi baseada em modelos experimentais ja descritos
na literatura onde houve rapida inducdo da obesidade (GHIBAUDI et al., 2002; JOHNSTON
et al., 2007), permitindo o estudo no periodo de tempo disponivel para a pesquisa.

Dessa forma, camundongos da linhagem C57BL/6J foram submetidos a dietas
hiperlipidicas com porcentagens de 45 (HF45) e 60 (HF60) da energia proveniente de lipideos
da 4@ até a 102 semana de idade. Sob essas condicdes, observamos que as fémeas dos grupos
HF45 e HF60 tiveram aumento significativo de peso corporal (8 e 20%, respectivamente)
associado a maior adiposidade (57% e 1,5x, respectivamente) em comparagdo ao grupo
controle. Tal alteracdo na composicdo corporal foi acompanhada de provavel alteracdo no
metabolismo glicidico, sugerido aqui pelo aumento da AUC durante o TTG, em cerca de 20%
para ambos 0s grupos.

Tais achados corroboram com o descrito na literatura pois, a maioria dos roedores
tende a se tornar obeso quando submetidos ao consumo de dieta hiperlipidica (ROSSMEISL
et al., 2003; GALLOU-KABANI et al., 2007; LUMENG et al., 2007; GABRIEL et al., 2012;
GELINEAU et al., 2017). No entanto, o ganho de peso corporal, adiposidade e distarbios
metabolicos caracteristicos da SMet sdo variaveis por conta da espécie e linhagem escolhida,
bem como dos protocolos experimentais. Em camundongos, algumas linhagens do tipo
inbread sdo mais suscetiveis a obesidade induzida por dieta, como é o caso da AKR e
C57BL/6J (ROSSMEISL et al., 2003), ou da DBA/2) (TORTORIELLO et al., 2004)
enguanto outras sdo extremamente resistentes, como camundongos das linhagens SWR/J e
A/J (SURWIT et al., 1995; PRPIC et al., 2002).

Os dados encontrados neste trabalho corroboram com a pesquisa de outros grupos
onde fémeas C57BL/6J, quando submetidas a dieta hiperlipidica (HF45 ou HF60)
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apresentaram aumento de peso corporal, adiposidade e intolerancia a insulina (GALLOU-
KABANI et al., 2007; GABRIEL et al., 2012; KING et al., 2013; LUZZO et al., 2014;
SASSON et al., 2015; HUYPENS et al., 2016; SKAZNIK-WIKIEL et al., 2016; GELINEAU
et al., 2017). Alguns desses modelos também apresentaram distirbios hormonais e
dislipidemias, observados pela hiperleptinemia, hiperglicemia e hipercolesterolemia
desenvolvidos (GALLOU-KABANI et al., 2007; KING et al., 2013; LUZZO et al., 2014;
HUYPENS et al., 2016; SKAZNIK-WIKIEL et al., 2016). Tais resultados também foram
descritos em outras linhagens, como a CD-1, onde fémeas em dieta hiperlipidica HF60
desenvolveram aumento no ganho de peso, adiposidade, intolerancia a glicose e resisténcia
insulinica associados a alteracGes estruturais e inflamacdo no tecido adiposo branco, bem
como disposicao ectopica de lipideos no figado (GAO et al., 2015).

Em alguns trabalhos, no entanto, nem todas as alteragdes foram observadas. O
fornecimento de HF45 a camundongos fémeas gerou aumento significativo de peso corporal,
mas nenhuma alteracdo de massa gorda (TORTORIELLO et al., 2004). MCPHERSON e
colaboradores (2015), por sua vez, observaram aumento na adiposidade, porém nenhuma
mudanca significativa na glicemia ou insulinemia. Tais resultados divergentes sdo em parte
explicados pelos diferentes teores de lipideos na dieta, cerca de 21% (MCPHERSON et al.,
2015) ou 45% (TORTORIELLO et al., 2004).

Outro fator importante para as alteracdes de peso corporal é a ingestdo alimentar. Em
roedores, € comum que haja hiperfagia durante a primeira semana de oferta de dietas
hiperlipidicas, visto que geralmente sdo mais palativeis (BAKE et al., 2014). Durante o
andamento do tratamento, essa reducdo da ingestdo caldrica costuma ser normalizada, ou até
mesmo reduzida (ZECA, 2015), o que pode ser explicado pelo maior efeito de saciedade de
dietas com maior teor lipidico (WOODS et al., 2003) ou até mesmo por causa da digestao
mais lenta deste nutriente em compara¢do com dietas ricas em carboidrato (UHLEY & JEN,
1989; BLE-CASTILLO et al., 2012). Devido a limitagdes técnicas, ndo foi possivel realizar a
ingestdo alimentar nos grupos estudados, mas acredita-se que a ingestdo alimentar nao foi
mais relevante do que excesso de calorias na dieta, visto que, independente da manutencédo ou
reducdo da ingestdo alimentar, as fémeas apresentaram aumento de peso corporal, diretamente
relacionado ao aumento de massa gorda no organismo.

Em relacdo ao comportamento no teste de campo aberto, as fémeas em HFD néo
apresentaram alteracdes significativas na distancia total percorrida nem no tempo de
permanéncia no centro da plataforma, corroborando com dados descritos anteriormente para
esta linhagem de camundongos (GELINEAU et al., 2017), dando indicios que o consumo de
HFD néo altera a locomocao e atividade exploratdria de fémeas.

Interessantemente, observamos aumento de 60% no tempo de duragdo do grooming
em fémeas HF60. O comportamento de grooming em animais € um comportamento inato que
envolve higiene e outros processos fisiologicamente importantes, incluindo termorregulacao e
comunicagao social (SPRUIJT et al., 1988; 1992). E um dos comportamentos mais frequentes
observados em roedores despertos, e apresenta sequéncia organizada e padronizada de
progressdo cefalocaudal (BERRIDGE & ALDRIDGE, 2000; KALUEFF et al., 2007). Tal
comportamento pode ser modulado pela incidéncia de doengas neurodegenerativas, bem
como distdrbios hormonais (KALUEFF et al., 2016). Por conta da amplitude de fatores que
podem levar a essa alteracdo, ndo € possivel inferir nenhuma alteracdo relevante no
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comportamento dos camundongos HF60, sem que outros testes comportamentais sejam
associados.

Para avaliar se a obesidade materna estaria influenciando na capacidade reprodutiva
deste modelo, avaliamos a taxa de nascimento, o numero de filhotes por ninhada e a
sobrevivéncia de filhotes ao final da lactacdo. Nenhum dos parametros avaliados foram
alterados nas fémeas HF45, enquanto fémeas do grupo HF60 apresentaram exclusivamente
reducdo na taxa de sobrevivéncia dos filhotes apds a lactacdo. Independente da dieta
fornecida, neste trabalho, o percentual relativo & taxa de nascimento foi menor do que 70%,
relativamente baixo em relacédo a capacidade reprodutiva de camundongos em geral. Tal ruido
pode ser parcialmente explicado pelo manejo do ciclo estral antes do acasalamento, visto que
fémeas com até dois dos trés ciclos estrais analisados foram mantidas no experimento. Além
disso, o laboratério no qual a pesquisa foi feita é localizado em regido com grande variagao
sazonal, com todas as estacbes altamente marcadas, de forma que alguns parametros
reprodutivos e hormonais sejam afetados sazonalmente (MURRAY et al., 2010;
DELAHUNTY et al., 2009; MEYER et al., 2006). Acredita-se que 0s animais percebam
pequenas variacfes na umidade atmosférica, ainda que o laboratério de experimentacdo
animal seja altamente controlado, como informacao exposta no site oficial do The Jackson
Laboratory.

Em relacdo aos efeitos da dieta hiperlipidica, os dados do presente trabalho
corroboram com TORTORIELLO e colaboradores (2004), que observaram que camundongos
dessa linhagem nédo apresentam problemas na fertilidade e desenvolvimento dos filhotes
durante gestacdo e lactacdo em dieta HF45 (TORTORIELLO et al., 2004). Por outro lado,
SKAZNIK-WIKIEL e colaboradores (2016) observaram efeitos negativos do consumo de
HF60 sobre a taxa de gravidez e o numero de filhotes por ninhada, possivelmente relacionado
com o quadro inflamatério sistémico, aumento de marcadores inflamatérios no estroma
ovariano e reducdo na qualidade dos o6citos (SKAZNIK-WIKIEL et al., 2016).

Com a finalidade de investigar o papel da obesidade materna sobre a composi¢ao
corporal e metabolismo de glicose nas proles F1 e F2, os exames de RMN e TTG foram
realizados na prole macho e fémea, nas 62 10?2 15% e 25 semanas de idade. Na geracéo F1,
observamos que os filhotes machos da prole F1-MHF45 ja apresentavam aumento de massa
gorda desde a 102 semana de idade, no entanto, aumento no peso corporal s6 foi visualizado
na 25% semana de idade. Nas fémeas, alteracdes na quantidade de massa gorda foi observada
somente na 6% semana de idade no grupo F1-MHF45. No grupo F1-MHF60, as fémeas
apresentaram aumento de adiposidade ao final do protocolo experimental, na 25% semana de
idade, sem que nenhuma alteracdo corporal fosse observada ao longo de todo o experimento,
em nenhum dos grupos estudados. Em relacdo ao metabolismo da glicose, a obesidade
materna foi capaz de modular a tolerancia a glicose somente na prole macho. Na prole F1-
MHF45, houve prejuizo na eliminacdo da glicose sanguinea desde a 152 semana até a 25°
semana de idade. Em contrapartida, machos da prole F1-MHF60 apresentaram melhora
transitoria do metabolismo glicidico na 102 semana de idade.

O desenvolvimento de obesidade, sobrepeso e distlrbios metabdlicos em consequéncia
da obesidade materna € amplamente descrito e revisado na literatura, tanto em humanos
guanto em modelos experimentais (SAMUELSSON et al., 2008; VIDO et al.,, 2014,
GODFREY et al., 2017; MENTING et al., 2018; NICHOLAS & OZANNE, 2019; HSU et
al., 2020). Neste trabalho, a obesidade materna foi adquirida a partir do consumo de dieta
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hiperlipidica por seis semanas, em camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, da 42 & 102
semana de idade. Antes da concepc¢édo, matrizes que receberam HF45 ou HF60 encontravam-
se obesas e com prejuizo no metabolismo glicidico em propor¢des semelhantes. Ainda assim,
as consequéncias foram distintas entre as proles MHF45 e MHF60, evidenciando assim a
importancia do percentual de lipideos na dieta materna para as consequéncias metabdlicas na
prole. Outros fatores a serem levados em consideracdo sdo a espécie adotada, linhagem e
tempo de fornecimento de dieta hiperlipidica as matrizes antes da gestacdo (NICHOLAS &
OZANNE, 2019).

De forma esperada, os resultados observados aqui corroboram com dados existentes na
literatura que utilizaram protocolos experimentais semelhantes. Por exemplo, a prole de ratas
(NIVOIT et al., 2009) ou camundongos (BLACKMORE et al., 2014) obesos por consumo de
dieta hiperlipidica com altos teores de lipideos (superiores a 45%) e aclcares também
apresentaram aumento na massa gorda que ndo foi acompanhado por diferencas no peso
corporal (NIVOIT et al., 2009; BLACKMORE et al., 2014). De forma contraria, trabalhos
que utilizaram dietas com percentual menor de lipideos na dieta (cerca de 29%) e maior
tempo de exposicdo materna demonstraram alterac6es de peso corporal desde momentos pds-
desmame que persistiram durante toda a vida do animal (SRINIVASAN et al., 2006;
FRANCO et al., 2012; DE ALMEIDA et al., 2020).

YOKOMIZO e colaboradores (2014) estudaram a prole de camundongos expostos a
HF60 por 1 semana antes da gestacdo. Como resultado, machos e fémeas apresentaram
aumento de adiposidade e hiperinsulinemia na 62 semana de idade. De forma semelhante ao
descrito aqui, a prole macho foi mais afetada do que as fémeas, que demonstraram a maior
propensdao a SMet apds serem diretamente exposta a HF60 (YOKOMIZO et al., 2014).
Mecanismos que explicam o dimorfismo sexual na programacdo fetal continuam sendo um
desafio na area. Uma possibilidade seria a participacdo de hormdnios sexuais, visto que o
estrogénio apresenta efeitos anti-diabéticos em fémeas (LOUET et al., 2004), bem como a
administracdo deste em machos é capaz de reverter alguns aspectos da SMet (FINAN et al.,
2012). Adicionalmente, trabalhos indicam que machos apresentam taxa de crescimento fetal
superior a das fémeas, o que pode tornd-los mais vulnerdveis a adversidades no
microambiente intrauterino (AIKEN & OZANNE, 2013).

Na geracdo F2, somente filhotes machos apresentaram alteracGes significativas em
relacdo a composicao corporal. A prole F2-MHF45 apresentou leve aumento de massa gorda
na 6% semana de idade, e ao final do experimento, na 252 semana de idade, observamos
reducdo do peso corporal. Na prole F2-MHF60 o observado foi uma reducdo no peso
corporal, associado a menor quantidade de massa magra, na 62 semana de idade. Tal efeito
ndo foi mantido ao final do experimento, onde as proles ndo exibiam qualquer diferenca
significativa na composigdo corporal, em relagdo aos controles. Quanto ao metabolismo
glicidico da F2, nenhuma alteracdo foi observada. DUNN e BALE (2009) estudaram o0s
efeitos do consumo da dieta HF45 em camundongos fémeas hibridas C57BL/6:129 por 4
semanas antes da concepcdo e durante toda a gestacdo e lactacdo nas proles macho e fémea
por duas geracOes seguidas. Embora a geracdo F1 tenha apresentado aumento de peso e
resisténcia insulinica, tais efeitos ndo foram transmitidos para a geracdo F2, que apresentou
peso corporal semelhante aos controles e melhores respostas no metabolismo glicidico
(DUNN & BALE, 2009). Tal trabalho corrobora, em parte, com os resultados encontrados no
presente estudo, além de indicar que alguns fen6tipos podem ser invertidos entre as geragdes
FleF2.
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Sabe-se que as alteracbes de peso corporal podem ser influenciadas também por
fatores relacionados a ingestdo alimentar da prole. ORNELLAS e colaboradores (2015)
observaram que parte do ganho de peso da prole advindas de machos e/ou fémeas obesas é
consequéncia da maior ingestdo alimentar nesses grupos (ORNELLAS et al., 2015). No
presente trabalho, no entanto, a ingestdo alimentar das proles F1 e F2 ndo foi realizada por
questdes técnicas relacionadas a textura das dietas fornecidas. Dentre as analises propostas
posteriormente esta a realizagdo do experimento de gaiola metabdlica, para mensuragdes de
alteracbes metabdlicas na atividade e gasto energético, utilizando equipamentos
individualizados acoplados ao sistema de avaliacdo Promethion (Sable Systems International,
USA).

Evidéncias epidemioldgicas e experimentais sugerem que a exposicdo a obesidade
materna ou consumo materno de HFD relacionam-se com desequilibrios na estrutura neural e
no desenvolvimento de distlrbios psicolégicos e comportamentais, nos quais incluem
prejuizo cognitivo, autismo, déficit de atencdo e hiperatividade, esquizofrenia, compulsdes
alimentares, ansiedade e depressdo (EDLOW, 2017; CONTU & HAWKES, 2017). Dessa
forma, com a finalidade de avaliar se a obesidade materna é capaz de alterar o comportamento
da prole na fase adulta, realizamos o teste de campo aberto nas proles macho e fémea, das
geragcbes F1 e F2, na 12% semana de idade. No presente modelo, nenhuma alteragéo
comportamental foi observada na prole macho. Quanto aos filhotes fémeas, observamos que o
grupo F1-MHF45 apresentou aumento de 86% no tempo de permanéncia no centro do CA,
sem que esse fenotipo fosse também observado na F2. O teste de campo aberto é geralmente
utilizado para testar comportamentos analogos a ansiedade, bem como o grau de locomocéo e
exploracdo do animal, sendo interessante no screening inicial de modelos. Em condicdes
normais, roedores tipicamente evitam o centro do campo aberto, visto que o centro é uma area
clara e aberta em um ambiente novo, que confere mais estresse ao animal (ARCHER, 1973,
WILSON et al., 1976). Neste modelo, somente fémeas F1-MHF45 apresentaram alteragédo
comportamental no teste de campo aberto, de forma que este grupo estaria apto para
avaliagbes mais detalhadas de comportamento, como a associacdo de outros testes
comportamentais, como o labirinto em cruz elevada, uma vez que ndo é possivel inferir
informacdes claras sobre o comportamento de um grupo com apenas um teste
comportamental. Ainda, observou-se que as fémeas analisadas encontravam-se em fases
variadas do ciclo estral no momento do teste. Sabendo-se da importancia do ciclo estral e suas
alteracBes hormonais no comportamento de fémeas, analises futuras estdo sendo planejadas
para analises das fémeas em cada uma das fases do ciclo estral, para determinar a relevancia
desse fator no modelo experimental deste trabalho.

Modelos animais de roedores tem sido uma importante ferramenta no entendimento da
obesidade materna aumentar comportamentos analogos a ansiedade na prole, mas ha
divergéncia entre os sexos afetados. Dentre alguns testes utilizados para essa finalidade
podemos citar o labirinto em cruz elevado e o teste de campo aberto, preferencialmente
associados a alteragbes em neurotransmissores e/ou morfologia dos nucleos cerebrais
correspondentes. BILBO e TSANG (2010) descreveram que a prole macho de fémeas em
HFD apresentaram maior comportamento analogo a ansiedade do que as fémeas nesse teste
ao nadar mais rapido no labirinto de Morris, indicando maior motivagdo para escapar. De
forma similar, machos também apresentaram menor tempo gasto nos bracos abertos do
labirinto em cruz elevada (BILBO & TSANG, 2010), de forma contraria aos dados obtidos no
presente trabalho.
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Os dados obtidos aqui divergem do observado na literatura. SASAKI e colaboradores
(2013) obervaram que machos apresentaram menor tempo no centro do campo aberto,
enquanto KANG e colaboradores (2014) observaram essa alteracdo em filhotes fémeas
(SAKAKI et al., 2013; KANG et al., 2014). Tais divergéncias podem ser parcialmente
atribuidas aos diferentes protocolos experimentais utilizados.

Ao observar a funcdo cardiaca da prole, ndo observamos qualquer alteracdo na fracdo
de ejecdo ou no volume diastolico e sistolico finais do VE em nenhum dos sexos, na geracao
F1. Interessantemente, na geracdo F2, os machos cujas matrizes receberam HF45,
apresentaram reducdo da fracdo de ejecdo do VE, cerca de 25%, associado ao aumento de
64% no volume sistélico final, sugerindo disfuncdo sistdlica. Tais resultados vao contra o
estudo de BLACKMORE e colaboradores (2014), que demonstraram que a obesidade
materna promoveu hipertrofia cardiaca e de cardiomidcitos, expressdao de novo de genes
fetais, o que indica remodelamento patologico do 6érgdo de filhotes machos da prole F1
(BLACKMORE et al., 2014). Adicionalmente, esses animais apresentaram disfuncéo sistélica
e diastolica cardiaca, aumento da sensibilidade adrenérgica em modelo de coracao isolado e
aumento da pressao arterial sistolica (BLACKMORE et al., 2014; LOCHE et al., 2018).

Quanto aos efeitos da obesidade materna na funcdo cardiaca a partir da F2, poucos
trabalhos foram encontrados. FEREY e colaboradores (2019) recentemente evidenciaram que
0 consumo materno de dieta rica em lipideos e agUcares é capaz de induzir disfuncdo cardiaca
mitocondrial de forma transgeracional, tanto em filhotes machos quanto fémeas das geracdes
F2 e F3 (FEREY et al., 2019). Dessa forma, ainda que alteracdes fisioldgicas ndo tenham sido
observadas nos filhotes fémeas no nosso modelo, estudos moleculares mais aprofundados séo
necessarios para o entendimento dos mecanismos por tras da programacao fetal de alteracdes
cardiacas.

Tendo em vista que a obesidade paterna tem sido descrita como fator que predispde ao
desenvolvimento de doencas cronicas e SMet nas geracbes seguintes (NG et al., 2010;
RANDO, 2012; ORNELLAS et al., 2015; 2017), o presente trabalho também teve como
objetivo estudar os efeitos da obesidade paterna sobre aspectos metabolicos, comportamentais
e cardiacos em duas geracGes consecutivas. Para tal, camundongos da linhagem C57BL/6J
foram submetidos a dietas hiperlipidicas com porcentagens de 45 (HF45) e 60 (HF60) de
lipideos da 4@ até a 10? semana de idade. Sob essas condi¢des, observamos que 0os machos dos
grupos HF45 e HF60 tiveram aumento significativo de peso corporal (cerca de 40%)
associado a maior adiposidade (aumento de 2,0x) em comparagdo ao grupo controle,
acompanhada de provavel alteracdo no metabolismo glicidico, sugerida aqui pelo aumento da
AUC durante o TTG em cerca de 25% no grupo HF45 e 50%, no grupo HF60.

Como mencionado anteriormente, o fornecimento de dieta hiperlipidica, especialmente
com quantidade de lipideos superior a 40%, leva ao aumento de peso corporal em grande
parte dos modelos experimentais (ROSSMEISL et al., 2003; GALLOU-KABANI et al.,
2007; GELINEAU et al., 2017). De forma semelhante, 0 aumento de massa gorda é frequente
em machos, que inclusive tendem a desenvolver maiores indices de adiposidade do que as
fémeas (GALLOU-KABANI et al., 2007; CHAMBERS et al., 2016GELINEAU et al., 2017).
AlteragGes metabdlicas, como resisténcia a insulina e intolerancia a glicose também estdo
presentes (GALLOU-KABANI et al., 2007; GABRIEL et al., 2012; KING et al., 2013;
LUZZO et al., 2014; SASSON et al., 2015; HUYPENS et al., 2016; SKAZNIK-WIKIEL et
al., 2016; GELINEAU et al., 2017), bem como distarbios hormonais e dislipidemias
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(GALLOU-KABANI et al., 2007; KING et al., 2013; LUZZO et al., 2014; GAO et al., 2015;
HUYPENS et al., 2016; SKAZNIK-WIKIEL et al., 2016).

Em relacdo ao comportamento no teste de campo aberto, os machos em HFD néo
apresentaram alteracbes significativas na distancia total percorrida ou no tempo de
permanéncia no centro da plataforma, discordando parcialmente com GELINEAU e
colaboradores (2017), que mostraram redugéo nos valores da distancia percorrida em machos
HFD. Tal discrepancia pode ser explicada pela diferenca de idade entre os animais durante a
execucdo do CA (GELINEAU et al., 2017). Nenhuma alteragdo no tempo de grooming foi
observada em consequéncia do consumo de HFD, o que sugere que o consumo de HFD por
seis semanas ndo é capaz de alterar de forma significativa aspectos comportamentais neste
modelo.

Quanto aos efeitos da obesidade paterna sobre a composi¢cdo corporal e metabolismo
de glicose na prole, observamos que machos e fémeas da F1-PHF45 apresentaram aumento de
massa corporal e adiposidade somente na 252 semana de idade, sem grandes alteracdes no
TTG. Tais informacOes divergem do modelo de obesidade paterna desenvolvido por
CHAMBERS e colaboradores (2016), no qual ratos da linhagem Sprague-Dawley foram
alimentados com HF45, e somente os filhotes fémeas F1 apresentaram maior ganho de peso
na 192 semana de idade (CHAMBERS et al., 2016).

Dados descritos por outros grupos de pesquisa corroboram com os encontrados, onde
ndo foram observadas alteracdes significativas de peso corporal ou no metabolismo glicidico
até a 16% semana de idade de filhotes machos da prole F1 de camundongos obesos
(HYUPENS et al., 2016; MASUYAMA et al., 2016; ZHOU et al., 2018). No entanto, na 24?
semana de idade, a obesidade foi observada (MASUYAMA et al., 2016). Adicionalmente,
uma interessante meta-analise, com dados epidemiologicos e experimentais, publicada
recentemente evidenciou uma associacdo entre a obesidade e/ou sobrepeso paterno com
remodelamento do tecido adiposo, aumento da expressao de genes relacionados a obesidade,
intolerdncia a glicose e resisténcia insulinica (SHARP & LAWLOR, 2019).

Na geracdo F2, filhotes machos e fémeas apresentaram redugdo no peso corporal ao
final do experimento, enquanto nenhuma alteracdo foi observada quanto a tolerancia a
glicose. Tal dado diverge de CHAMBERS e colaboradores (2016). Neste, filhotes machos
apresentaram aumento de adiposidade e leptina sérica, sem alteracdes significativas nos
filhotes fémeas F2 (CHAMBERS et al., 2016). Tal discrepancia entre os resultados pode ser
explicado por diferencas na espécie escolhida e no protocolo experimental adotados.

Para avaliar se a obesidade paterna € capaz de alterar respostas comportamentais na
prole, inicialmente foi feito o teste de campo aberto para triagem inicial. Os resultados
demonstraram que a prole macho F1-PHF45 teve maior tempo de duragdo de rearing,
enquanto a prole F2-PHF45 apresentou reducdo neste parametro. Em relacdo aos filhotes
fémeas, foi observado aumento de 74% no tempo de permanéncia do centro, somente na
geracédo F1.

O rearing e caracterizado movimento onde o animal encontra-se em posicao vertical,
somente com as patas traseiras no solo. E considerado um comportamento tipicamente
exploratério e tem sido utilizado como uma medida indireta de ansiedade tanto no campo
aberto quanto no labirinto em cruz elevado (ENNACEUR, 2014; SEIBENHENER &
WOOTEN, 2015), sendo o aumento no tempo de rearing associado a quadros de ansiedade
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em camundongos (BORTA & SCHWARTING, 2005). No contexto da obesidade paterna, 0s
resultados encontrados no campo aberto estdo de acordo com o descrito por ZHOU e
colaboradores (2018), que ndo observaram alteragdes na distancia total ou tempo de centro em
filhotes machos da prole F1. Quanto a F2, este é o primeiro trabalho que demonstrou interesse
nesta geracao, sem outros dados na literatura para comparacao até o presente momento. Desta
forma, parece interessante continuar as avaliagdes comportamentais ndo somente na primeira,
mas também nas geragdes subsequentes, com investigacGes mais detalhadas e outros testes
comportamentais para esclarecer se a obesidade paterna poderia afetar o comportamento de
sua prole.

Ao analisar os efeitos da obesidade paterna sobre a funcdo cardiaca da prole, ndo
observamos qualquer alteracdo na fracdo de ejecdo ou no volume diastolico e sistolico finais
do VE em nenhum dos sexos, na geragdo F1. Na geracdo F2, entretanto, machos e fémeas da
prole F2-PHF45 apresentaram reducao da fracao de ejecdo do VE, cerca de 20%, associado ao
aumento de aproximadamente 60% no volume sistdlico final, sugerindo disfuncéo sistélica. E
a primeira vez que esta analise é feita em um modelo de obesidade paterna em mamiferos,
sendo anteriormente realizado somente em Drosophila. Neste, GUIDA e colaboradores
(2019) avaliaram a funcdo cardiaca em duas geracdes subsequentes de moscas submetidas a
dieta hiperlipidica.

O coracgdo da Drosophila é um 6rgdo simples e tubular, composto basicamente por
cardiomidcitos (as células de trabalho, comparaveis as células contrateis em mamiferos),
células do éstio (presentes na regido equivalente ao sistema vascular de mamiferos, por onde
a hemolinfa chega ao coracdo) e as células pericérdicas, que constituem uma rede neural
simile, alem de funcionar como um sensor para estresse oxidativo no miocardio (VOGLER &
BODMER, 2015). Os resultados de GUIDA e colaboradores indicaram que a obesidade
parental, tanto na geracdo F1 quanto na F2, levou ao maior risco de desenvolvimento de
alteracBes na funcdo cardiaca, incluindo reducdo dos diametros das cavidades apés sistole e
diastole, reducdo da fracdo de encurtamento no Ostio, aumento de células ndo contrateis no
miocardio, dentre outras, que s6 desapareceram na terceira gera¢do em dieta exclusivamente
normolipidica (GUIDA et al., 2019). Tais alteracbes foram correlacionadas a elevagdo
sistémica da H3K27me3, uma alteracdo epigenética caracterizada pela trimetilacdo (me3) do
residuo de lisina (K) 27 na proteina histona (H) 3 (GUIDA et al., 2019).

Atualmente, diversos trabalhos utilizam-se de plataformas de genotipagem de alto
desempenho com a finalidade de desvendar mecanismos de doencas de causas multiplas
(TAK & FARNHAM, 2015). Sdo os chamados GWAS (do inglés, genome-wide association
studies), onde a utilizacdo de dados obtidos em um microarranjo de DNA, contendo milhdes
de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) é capaz de identificar SNPs associados a
diversas doencas complexas (WELTER et al., 2014). Fatores epigenéticos também precisam
ser levados em conta ao estudar a interacdo entre genotipo e fendtipo e, neste contexto,
marcagdes de histonas, como acetilacdes e metilacdes de residuos de lisina na H3 promovem
papel importante na regulacéo da transcricao génica (HARIKUMAR & MESHORER, 2015).

PAPAIT e colaboradores (2013) observaram que regides com aumento da marcagéo
H3K27me3 foram relacionadas com reducdo na transcricdo génica e alteracbes na
organizacao e regulacdo da estrutura sarcomérica de cardiomidcitos, em modelo experimental
de hipertrofia cardiaca, em camundongos (PAPAIT et al., 2013). Além disso, regides do DNA
com distribuicdo diferenciada da H3K27me3 foram associados a hipertrofia cardiaca,
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alteracdo da espessura da parede ventricular, contracdo cardiaca defeituosa, e alteracbes no
débito sistdlico (PAPAIT et al., 2013).

Sendo assim, sugerimos que alteracfes epigenéticas estejam envolvidas na transmissao
inter- e transgeracional da disfungdo cardiaca em nosso modelo de obesidade materna e
paterna, respectivamente. Estudos moleculares mais aprofundados sdo necessarios para que
sejam desvendados mecanismos envolvidos na programacao metabolica deste modelo.
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7. CONCLUSOES

Em relacdo aos animais submetidos ao consumo de dieta hiperlipidica, observamos
que, independente do percentual de lipideos na dieta, tanto machos quanto fémeas
desenvolvem aumento de massa corporal e adiposidade, associado a um prejuizo no
metabolismo glicidico ap6s 6 semanas de dieta, neste modelo experimental. Adicionalmente,
0 aumento de 20% no teor lipidico na alimentagdo de fémeas ocasionou baixa taxa de
sobrevivéncia de filhotes apds a lactacéo.

Em relacdo aos efeitos da obesidade materna na prole, os filhotes machos foram, em
geral, mais afetados. Filhotes da prole F1-MHF45 apresentaram aumento de adiposidade
desde a 10? semana de idade, e prejuizo no metabolismo glicidico a partir da 152 semana. Na
F2, somente machos F2-MHF45 apresentaram reducdo de massa corporal, indicando que ha
transmissdo paradoxal deste parametro. Ainda que fossem mais leves, no entanto, os filhotes
machos F2-MHF45 apresentaram moderada disfuncdo cardiaca. A prole fémea, por
conseguinte, apresentou alteracbes de menor gravidade e, muitas vezes, transitorias, sem
qualquer alteracdo na funcdo cardiaca. Tais dados indicam que h& dimorfismo sexual nas
consequéncias da obesidade materna, neste modelo experimental.

Na obesidade paterna, as consequéncias observadas foram semelhantes entre filhotes
machos e fémeas. Independente do sexo, os filhotes F1-PHF45 apresentaram aumento de
massa corporal e adiposidade; enquanto a geracdo subsequente (F2) apresentou reducdo de
massa corporal e disfun¢do cardiaca mais evidente. Esta é a primeira vez que é observada
disfuncdo cardiaca de forma transgeracional em um modelo experimental de obesidade
paterna em mamiferos.
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9. ANEXOS

ANEXO A

Valores numéricos dos experimentos relacionados ao protocolo experimental de obesidade
materna induzida por dieta hiperlipidica.

Tabela 1: Caracterizacdo do modelo de obesidade induzida por dieta em camundongos
fémeas, apds 6 semanas de fornecimento de dietas hiperlipidicas. Valores referentes as
analises de ressonancia magnética nuclear de composicdo corporal e teste de tolerancia a
glicose.

Grupo Massa corporal (g) Massa gorda (g) Massa magra (g) AUC (UA)
média + SEM n média + SEM n média + SEM n média + SEM n
NC 20,72+0,24 34 2,36 +0,11 34 17,28 £ 0,20 34 | 25735+ 662,4 8
HF45 22,29 £0,35 ** 31 3,69 £ 0,27 *** 31 17,61+0,17 31 | 30711 +1083 ** 10
HF60 24,79 £ 0,38 *** 35 5,78 + 0,32 **** 35 18,17 £ 0,14 *** 35 [ 30136 + 865,6 ** 13 N

C: grupo controle; HF45: grupo em dieta hiperlipidica contendo 45% de energia proveniente de lipideos; HF60:
grupo em dieta hiperlipidica contendo 60% de energia proveniente de lipideos. AUC: area sobre a curva. Os
resultados séo expressos como media + SEM; n= nimero de animais. One way ANOVA, Tukey post hoc; ** p <
0, 01; *** p = 0,001; ****p < 0,001; NC vs HF45 ou HF60.

Tabela 2: Caracterizagdo do modelo de obesidade induzida por dieta em camundongos
fémeas, apds 6 semanas de fornecimento de dietas hiperlipidicas. Valores referentes ao teste
comportamental de campo aberto em fémeas submetidas ao protocolo experimental de
obesidade induzida por dieta, na 102 semana de idade.

Grupo Distancia total percorrida (cm) Tempo no centro (s) Tempo de duragdo do grooming (s)
média + SEM n média + SEM n média + SEM n
NC 19923 + 608 13 500,7 + 52,46 13 154,8 + 15,78 13
HF45 19126 + 1036 14 595 + 53,94 14 139,6 * 15,06 14
HF60 17824 £ 801,9 18 419,2 + 43,03 18 248,1 + 28,09 * 18 INC:

grupo controle; HF45: grupo em dieta hiperlipidica contendo 45% de energia proveniente de lipideos; HF60:
grupo em dieta hiperlipidica contendo 60% de energia proveniente de lipideos. Os resultados sdo expressos
como media + SEM; n= n(mero de animais. One way ANOVA, Sidak post hoc; * p < 0,05; NC vs HF60.
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Tabela 3: Caracterizacdo do modelo de obesidade induzida por dieta em camundongos
fémeas, apds 6 semanas de fornecimento de dietas hiperlipidicas. Valores de taxa de
nascimento (em percentual), nimero de filhotes e taxa de sobrevivéncia dos filhotes ao final
da lactacdo (em percentual) de fémeas submetidas ao protocolo experimental de obesidade
induzida por dieta.

Grupo Taxa de nascimento (%) Numero de filhotes Taxa de sobrevivéncia (%)
média + SEM n média + SEM n média + SEM n
NC 453+29 13 7,3+0,3 13 98,97 + 0,55 13
HF45 45+29 14 6,9+0,1 14 89,63 £ 6,19 14
HF60 495+35 18 6+0,34 18 48,33 £ 1547 * 18 INC:

grupo controle; HF45: grupo em dieta hiperlipidica contendo 45% de energia proveniente de lipideos; HF60:
grupo em dieta hiperlipidica contendo 60% de energia proveniente de lipideos. Os resultados sdo expressos
como media + SEM; n= nimero de animais. One way ANOVA, Sidak post hoc; * p < 0,05; NC vs HF60.

Tabela 4: Valores de massa corporal das proles F1 e F2 de camundongos fémeas submetidas
ao protocolo de obesidade induzida por dieta, durante as semanas 62, 102, 152 e 252 de idade

Machos Fémeas
Massa corporal (g) Geracao F1 Geragao F2 Geragdo F1 Geracgao F2
Idade (semanas)| Grupo | média + SEM n média + SEM n média + SEM n média + SEM n
NC 22,1+£0,5 13 226+0,3 20 18,3+ 0,3 15 17,7+ 0,2 17
6 MHF45 229+04 12 21,6+0,3 9 18,1+0,2 15 18,3+0,3 17
MHF60 21,3+0,2 8 20,4 + 0,47+ 10 17,7+0,5 5 174+£04 8
NC 26,5+0,6 18 26,6+0,7 15 20,7+0,3 25 17,7+0,5 15
10 MHF45 27,1+£04 19 247+ 0,6 9 21,4+04 18 19,9+£0,3 17
MHF60 26,6 +0,2 8 22804 10 20,3+0,4 4 18,8+ 0,4 8
NC 296+1,0 14 319+1,0 10 23,1+05 15 23,8+0,7 10
15 MHF45 31,6+0,9 14 294+£1,0 4 228+04 16 229+0,8 6
MHF60 29,6+0,5 8 29,6+05 8 23,0+0,8 5 23,0+0,8 5
NC 328+1,0 14 378+13 15 253+04 27 249+10 11
25 MHF45 | 36,6 £ 0,7 15 34,2 +£1,5* 4 25,2+0,7 17 262+14 6
MHF60 332+0,8 8 NA NA 262+14 5 NA NA

NC: dieta controle; MHF45: Prole obtida do grupo materno em HF45; MHF60: Prole obtida do grupo materno
em HF60. Os resultados sdo expressos como media £ SEM; n= nimero de animais; NA = ndo analisado. One
way ANOVA, Tukey post hoc; * p < 0,05; **** p < 0,001; NC vs MHF45 ou MHF60.
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Tabela 5: Valores de massa gorda das proles F1 e F2 de camundongos fémeas submetidas ao
protocolo de obesidade induzida por dieta, durante as semanas 62, 102, 152 e 252 de idade.

Machos Fémeas
Massa gorda (g) Geragao F1 Geracgao F2 Geragao F1 Geragao F2
Idade (semanas)| Grupo | média + SEM n média + SEM n média + SEM n média + SEM n
NC 16+0,1 13 16+0,1 20 18+0,1 15 1,7+0,1 17
6 MHF45 2,1+0,1 12 1,7+0,1* 9 2,4 +0,1%*+* 15 2,0+0,1 17
MHF60 18+0,1 8 15+0,1 10 20+0,1 5 21+01 8
NC 25+0,.22 18 31+0,3 15 24+01 25 25+0,.22 15
10 MHF45 | 4,1 40,2 19 2,7+0,3 9 3,3+0,3 18 25+0,1 17
MHF60 25+0,.2 8 23+0,.22 10 2,7+0,3 4 21+0.2 8
NC 38+04 14 59+0,7 10 31+0;3 15 43+05 10
15 MHF45 | 6,7 £ 0,5** 14 3,9+0,5 4 3,6+0,3 16 30+£04 6
MHF60 39+0,3 8 39+0,3 8 42+0,6 5 42+06 5
NC 6,3+0,5 14 96+172 15 42+0,3 27 6,8+0,9 11
25 MHF45 | 10,5 + 0,5%*** 15 7,1+12 4 53%0,5 17 54+10 6
MHF60 6,6 £ 0,6 8 NA NA 6,7 £11* 5 NA NA

NC: dieta controle; MHF45: Prole obtida do grupo materno em HF45; MHF60: Prole obtida do grupo materno
em HF60. Os resultados sdo expressos como media + SEM; n= ndmero de animais; NA = ndo analisado. One
way ANOVA, Tukey post hoc; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p = 0,001; **** p < 0,001; NC vs MHF45 ou
MHF60.

Tabela 6: Valores de massa magra das proles F1 e F2 de camundongos fémeas submetidas ao
protocolo de obesidade induzida por dieta, durante as semanas 62, 102, 152 e 252 de idade.

Machos Fémeas
Massa magra (g) Geragao F1 Geragao F2 Geracgéo F1 Geragao F2
Idade (semanas)| Grupo |média + SEM n média £ SEM n média £ SEM n média + SEM n
NC 192+0,4 13 19,9+0,3 20 154+0,2 15 148+0,2 17
6 MHF45 | 19,6+0,3 12 18,8+ 0,4 9 146 £0,2 15 151+0,2 17
MHF60 | 18,5+0,2 8 179+ 05| 10 149+04 5 145+0,3 8
NC 22,8+05 18 222+04 15 17,1+£0,2 25 16,3+0,3 15
10 MHF45 | 21,8+0,3 19 20,7+05 9 16,8+0,3 18 16,2+0,3 17
MHF60 | 22,8+0,3 8 194+04 10 16,5%0,2 4 155+0,3 8
NC 29,4+0,8 14 247+05 10 18,7+0,3 15 18,3+0,2 10
15 MHF45 | 23,7+0,6 14 244+0,6 4 18,2+0,3 16 185+0,5 6
MHF60 | 245+0,5 8 245+05 8 179+0,3 5 179+£0,3 5
NC 25406 14 27,1+0,6 15 19,8+0,2 27 199+04 11
25 MHF45 | 24,8+0,2 15 26,4+0,6 4 18,7 +0,3** 17 19,7+£0,5 6
MHF60 | 250+0,4 8 NA NA 18,2 + 0,4* 5 NA NA

NC: dieta controle; MHF45: Prole obtida do grupo materno em HF45; MHF60: Prole obtida do grupo materno
em HF60. Os resultados sdo expressos como media £ SEM; n= ndmero de animais; NA = ndo analisado. One
way ANOVA, Tukey post hoc; * p < 0,05; ** p < 0,01; **** p < 0,001; NC vs MHF45 ou MHF60.
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Tabela 7: Valores referentes a analise comportamental da prole macho e fémea de
camundongos fémeas submetidas ao protocolo experimental de obesidade induzida por dieta
na 152 semana de idade, através do teste de campo aberto, por duas gera¢des subsequentes.

Geragdo F1 Geragdo F2
Grupo Distancia total percorrida Tempo de centro (s) Distancia total percorrida Tempo de centro ()
(cm) (cm)

Machos média + SEM n média + SEM n média + SEM n média + SEM n

NC 597 + 39 13 3414 13 578 + 42 10 405 10
MHF45 660 + 59 14 334 14 624 + 44 4 34+2 4
MHF60 518 + 20 8 35+7 8 NA NA NA NA
Fémeas

NC 622 + 47 16 20+3 16 576 + 57 10 30+5 10
MHF45 669 + 38 16 38 + 4 16 637 + 87 6 24+5 6
MHF60 685 + 137 5 25+4 5 NA NA NA NA

NC: dieta controle; MHF45: Prole obtida do grupo materno em HF45; MHF60: Prole obtida do grupo materno
em HF60. Os resultados sdo expressos como media + SEM; n= 4-13 animais/ grupo; Teste t ou One way
ANOVA, Sidak post hoc; *** p = 0,001; NC vs MHF45 ou MHF60.

Tabela 8: Valores referentes a analise da funcdo cardiaca de filhotes machos e fémeas
provenientes de camundongos fémeas submetidas ao protocolo de obesidade induzida por
dieta, através do ecocardiograma, na 25 semana de idade, na geracao F1.

Geragéo F1

Grupo Fracéo de ejecéo (%) Volume diastolico final (uL) Volume ?:tljhco final
Machos média £ SEM n média £ SEM n média + SEM n

NC 61,4 +3 9 63,5+4,4 9 251+31 9
MHF45 55,2+4,8 7 71,7+26 7 32,842 7
MHF60 61,6 £ 6,5 5 528+21 5 205+ 4 5
Fémeas

NC 68+2,1 16 46+24 16 149+13 16
MHF45 61,8+ 3,5 13 46,2 +27 13 18,4+23 13
MHF60 79,4+5,7 3 41,2+ 35 3 89+29 3

NC:

dieta controle; MHF45: Prole obtida do grupo materno em HF45; MHF60: Prole obtida do grupo materno em
HF60. Os resultados sdo expressos como media + SEM; n= 3-16 animais/ grupo; Teste t ou One-way ANOVA,

Tukey post hoc.
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Tabela 9: Valores referentes a analise da funcdo cardiaca de filhotes machos e fémeas
provenientes de camundongos fémeas submetidas ao protocolo de obesidade induzida por
dieta, através do ecocardiograma, na 252 semana de idade, na geracdo F2.

Geragéo F2

Volume sistolico final

Grupo Fracéo de ejecéo (%) Volume diastélico final (uL) (L)
Machos média + SEM n média + SEM n média + SEM n
NC 67,5+4,1 8 65,9+ 2,3 8 215+29 8
MHF45 516 +4* 11 73,1+6,9 11 352+38* 11
MHF60 NA NA NA NA NA NA
Fémeas
NC 62,2+ 2,6 8 522+49 8 20,2+ 3 8
MHF45 52,2+49 6 58 +3,1 6 28+35 6
MHF60 NA NA NA NA NA NA

NC:

dieta controle; MHF45: Prole obtida do grupo materno em HF45; MHF60: Prole obtida do grupo materno em
HF60. Os resultados sdo expressos como media + SEM; n= 3-16 animais/ grupo; Teste t ou One-way ANOVA,
Tukey post hoc; * p < 0,05; NC vs MHF45 ou MHF60.
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ANEXO B

Valores numéricos dos experimentos relacionados ao protocolo experimental de obesidade
paterna induzida por dieta hiperlipidica.

Tabela 1: Caracterizacdo do modelo de obesidade induzida por dieta em camundongos
machos, apds 6 semanas de fornecimento de dieta hiperlipidica. Avaliacdo através do RMN
em machos de 10 semanas de idade.

Grupo Massa corporal (g) Massa gorda (g) Massa magra (g) AUC (UA)
média + SEM n média + SEM n média + SEM n média + SEM n
NC 23,73+0,61 12 2,42 +0,24 12 20,42 + 0,65 12 28698 + 1194 6
HF45 32,95 + 0,85 **** 9 8,21 + 0,73 **** 9 23,69 + 0,30 *** 9 35849 +908,7 * 6
HF60 33,29 + 1,05 **** 10 8,02 + 0,49 **** 10 23,91 + 0,49 *** 10 43034 + 2584 **+* 6

NC: grupo controle; HF45: grupo em dieta hiperlipidica contendo 45% da energia proveniente de lipideos;
HF60: grupo em dieta hiperlipidica contendo 60% da energia proveniente de lipideos. AUC: area sobre a curva.
Os resultados sdo expressos como media = SEM; n= nimero de animais; One way ANOVA, Tukey post hoc; * p
<0,05; ** p <0,01; *** p =0,001; ****p < 0,001; NC vs HF45 ou HF60.

Tabela 2: Anélise comportamental de camundongos machos submetidos ao protocolo
experimental de obesidade induzida por dieta antes do acasalamento, obtida através do teste
de campo aberto, em machos de 10 semanas de idade, ap6s 6 semanas de consumo de dieta
hiperlipidica

Grupo Distancia total percorrida (cm) Tempo no centro (s) Tempo de duragdo do grooming (s)
média + SEM n média + SEM n média + SEM n
NC 14879 + 649,4 8 306,7 £ 40,32 8 493,7 £+ 92,31 8
HF45 15131 + 862,6 7 240,2 + 30,63 8 348,7 + 56,61 8
HF60 13731 + 1028 9 243,5 £+ 55,63 8 305,4 + 66,97 8

NC: grupo controle; HF45: grupo em dieta hiperlipidica contendo 45% da energia proveniente de lipideos;
HF60: grupo em dieta hiperlipidica contendo 60% da energia proveniente de lipideos. AUC: éarea sobre a curva.
Os resultados sdo expressos como media £ SEM; n= nimero de animais; One way ANOVA, Sidak post hoc.
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Tabela 3: Valores de massa corporal das proles F1 e F2 de camundongos machos submetidos
ao protocolo de obesidade induzida por dieta, durante as semanas 62, 10?, 152 e 252 de idade.

Machos Fémeas
Massa corporal (g) Geracao F1 Geragdo F2 Geragdo F1 Geracgao F2

Idade (semanas)| Grupo | média + SEM n média + SEM n média + SEM n média + SEM n
NC 22,1+£0,5 13 226+0,3 20 18,3+ 0,3 15 17,7+ 0,2 17

6 PHF45 23,0+0,2 10 221+0,3 12 19,2+0,3 9 17,8+0,2 12

PHF60 22,7+0,2 10 222+04 9 18,8+0,2 10 18,1+0,2 9

NC 26,5+0,6 18 26,6 £0,7 15 20,7+0,3 25 17,7+ 0,5 15

10 PHF45 26,9+0,3 26 26,6 +0,4 12 21,4+0,3 19 20,3+0,3 11
PHF60 27,105 10 23,8+0,4 14 21,3%+0,3 10 19,3+£0,2 13

NC 296+10 14 319+1,0 10 23,1+05 15 238+0,7 10

15 PHF45 31,7+£0,5 18 305+0/4 12 23,4+£05 10 225+04 12
PHF60 30,7+0,5 10 30,7 +0,5 10 23,1+0,5 10 23,1+0,5 10

NC 32,8+1,0 14 37,8+13 15 25,3+0,4 27 27,1+10 11

25 PHF45 |36,8+05™**| 16 352+0,6* 12 27,6 +£0,8** 14 24,9 £ 0,4** 12
PHF60 354 +0,6* 10 NA NA 258+0,7 10 NA NA

NC: dieta controle; PHF45: Prole obtida do grupo paterno em HF45; PHF60: Prole obtida do grupo paterno em
HF60. Os resultados séo expressos como media + SEM; n= namero de animais; NA = ndo analisado. One way
ANOVA, Tukey post hoc; * p < 0,05; ** p < 0,01; **** p < 0,001; NC vs PHF45 ou PHF60.

Tabela 4: Valores de massa gorda das proles F1 e F2 de camundongos machos submetidos ao
protocolo de obesidade induzida por dieta, durante as semanas 62, 102, 152 e 252 de idade.

Machos Fémeas
Massa gorda (g) Geragao F1 Geracao F2 Geragao F1 Geragao F2

Idade (semanas)| Grupo | média + SEM n média + SEM n média + SEM n média + SEM n
NC 16+0,1 13 16+£0,1 20 1,8+0,1 15 1,7+0,1 17

6 PHF45 2,0%0,1 10 1,7+£0,1 12 2,4 £0,2** 9 19+0,1 12

PHF60 15+0,1 10 1,9+0,.2 9 19+0,1 10 20+0,1 9

NC 25+0,.2 18 31+0,3 15 24+01 25 25+0,.2 15

10 PHF45 32+0,.22 26 31+0,3 12 26+0,.22 19 21+0,1 11
PHF60 2,7+0,3 10 25+0,.2 14 3,2+0,2* 10 24+01 13

NC 38+04 14 59+0,7 10 31+03 15 43+05 10

15 PHF45 | 5,6 +0,3*** 18 53+0,5 12 3,3+0,3 10 32+0,3 12
PHF60 43+05 10 43+05 10 39+04 10 39+04 10

NC 6,3+0,5 14 96+172 15 42+0,3 27 6,8+0,9 11

25 PHFA5 | 9,2 £ 0,4** 16 7,7+0,6 12 6,4 £0,7** 14 4,2 +0,3** 12
PHF60 7,1+05 10 NA NA 53£0,6 10 NA NA

NC: dieta controle; PHF45: Prole obtida do grupo paterno em HF45; PHF60: Prole obtida do grupo paterno em
HF60. Os resultados séo expressos como média + SEM; n= nimero de animais; NA = ndo analisado. One way
ANOVA, Tukey post hoc; * p <0,05; ** p <0,01; *** p = 0,001; **** p < 0,001; NC vs PHF45 ou PHF60.
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Tabela 5: Valores de massa magra das proles F1 e F2 de camundongos machos submetidos
ao protocolo de obesidade induzida por dieta, durante as semanas 62, 10?, 152 e 252 de idade.

Machos Fémeas
Massa magra (g) Geragdo F1 Geragao F2 Geragdo F1 Geragdo F2

Idade (semanas)| Grupo |média + SEM n média + SEM n média + SEM n média + SEM n
NC 19,2+0,4 13 19,9+0,3 20 15,4 +£0,2 15 14,8 +0,2 17

6 PHF45 19,9+£0,3 10 19,4+0,2 12 15,6 + 0,2 9 15,0+0,2 12

PHF60 20,0+0,2 10 193+£0,4 9 15,7+£0,2 10 152+0,2 9

NC 22,8+05 18 222+04 15 17,1+£0,2 25 16,3+£0,3 15

10 PHF45 22,6+0,3 26 225+0,2 12 17,6 £0,2 19 17,1+£0,2 11
PHF60 23,3+0,3 10 20,3+0,3 14 16,9+£0,3 10 15,7+£0,2 13

NC 29,4+0,8 14 247+05 10 18,7+0,3 15 18,3+£0,2 10

15 PHF45 248+04 18 240+0,3 12 18,7+0,3 10 18,3+0,3 12
PHF60 255+05 10 255+04 10 18,2+0,3 10 18,2+0,3 10

NC 254+0,6 14 27,1+0,6 15 19,8+0,2 27 199+0,4 11

25 PHF45 26,0+0,3 16 25,8 +£0,5* 12 19,9+0,3 14 19,4+0,2 12
PHF60 26,5+0,3 10 NA NA 18,9+0,3 10 NA NA

NC: dieta controle; PHF45: Prole obtida do grupo paterno em HF45; PHF60: Prole obtida do grupo paterno em
HF60. Os resultados sdo expressos como média £ SEM; n= nimero de animais; NA = ndo analisado. One way
ANOVA, Tukey post hoc; * p < 0,05; NC vs PHF45.

Tabela 6: Analise comportamental da prole macho (verde) e fémea (azul) de camundongos
machos submetidos ao protocolo experimental de obesidade induzida por dieta na 152 semana
de idade, através do teste de campo aberto, na geracdo F1.

Geragéo F1
Grupo Distancia total percorrida Tempo de centro (s) Tempo de_du racdo do Tempo de _duragéo do
(cm) rearing (s) freezing (s)

Machos média + SEM n média + SEM n média + SEM n média + SEM n

NC 597 + 39 13 34+4 13 11+1 13 106 + 10 13
PHF45 656 + 41 12 38+4 12 16+£1* 12 84+ 10 12
PHF60 638 + 45 10 33+5 10 14+1 10 94 +11 10
Fémeas

NC 622 + 47 16 20+3 16 8+1 16 105+ 6 16
PHF45 598 + 62 9 35+ 4 ** 9 10+1 9 977 9
PHF60 525 + 59 10 21+3 10 71 10 123+7 10

NC: dieta controle; PHF45: Prole obtida do grupo paterno em HF45; PHF60: Prole obtida do grupo paterno em
HF60. Os resultados sdo expressos como media + SEM; n= nlmero de animais; Teste t ou One way ANOVA,
Sidak post hoc; * p < 0,05; ** p < 0,01; NC vs PHF45 ou PHF60.
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Tabela 7: Analise comportamental da prole macho (verde) e fémea (azul) de camundongos
machos submetidos ao protocolo experimental de obesidade induzida por dieta na 152 semana
de idade, atraves do teste de campo aberto, na geragéo F2.

Geracdo F2
Grupo Distancia total percorrida Tempo de centro (s) Tempo de.duragao do Tempo de _duragao do
(cm) rearing () freezing (s)

Machos média + SEM n média + SEM n média + SEM n média + SEM n

NC 578 + 42 10 40+5 10 15+1 10 8B+7 10
PHF45 537 £ 39 12 34+5 12 11+1* 12 105+ 7 12
PHF60 NA NA NA NA NA NA NA NA
Fémeas

NC 576 + 57 10 30+5 10 8+1 10 118+ 13 10
PHF45 650 * 52 12 31+4 12 7+1 12 104 £ 12 12
PHF60 NA NA NA NA NA NA NA NA

NC: dieta controle; PHF45: Prole obtida do grupo paterno em HF45; PHF60: Prole obtida do grupo paterno em
HF60. Os resultados sdo expressos como media = SEM; n= nimero de animais; Teste t ou One way ANOVA,
Sidak post hoc; * p < 0,05; ** p < 0,01; NC vs PHF45 ou PHF60.

Tabela 8: Anélise da funcéo cardiaca de filhotes machos (verde) e fémeas (azul) provenientes
de camundongos machos submetidos ao protocolo de obesidade induzida por dieta, através do
ecocardiograma, na 25 semana de idade, da geracdo F1.

Geracéo F1

Grupo Fracgéo de ejecéo (%0) Volume diastdlico final (uL) Volume sistolico final (uL)
Machos média + SEM n média + SEM n média + SEM n

NC 61,4+3 9 635+44 9 251+31 9
PHF45 62,1+ 3,9 11 62,3+ 3,2 11 29,8+35 11
PHF60 55,5+ 3,7 7 71,4+£48 7 32,3£39 7
Fémeas

NC 68+21 16 46+ 24 16 149+13 16
PHF45 67,3+ 35 9 476+ 2,8 9 16,1+ 24 9
PHF60 62,8+4,1 8 485+31 8 18,1+ 25 8

NC: dieta controle; PHF45: Prole obtida do grupo paterno em HF45; PHF60: Prole obtida do grupo paterno em
HF60. Os resultados sdo expressos como media = SEM; n= nimero de animais; Teste t ou One way ANOVA,
Tukey post hoc.
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Tabela 9: Analise da funcdo cardiaca de filhotes machos (verde) e fémeas (azul) provenientes
de camundongos machos submetidos ao protocolo de obesidade induzida por dieta, através do
ecocardiograma, na 252 semana de idade, da geracdo F2.

Geragdo F2

Grupo Fragéo de ejecdo (%) Volume diastélico final (uL) Volume sistélico final (L)
Machos média + SEM n média + SEM n média + SEM n

NC 675+4,1 8 65,9+ 2,3 8 215+29 8
PHF45 52,6 £1,8** 11 73,6 3,2 11 352+ 24** 11
PHF60 NA NA NA NA NA NA
Fémeas

NC 62,2+2,6 8 52,2+4,9 8 202+3 8
PHF45 496+33* 9 63,9+ 3,9 9 325+33* 9
PHF60 NA NA NA NA NA NA

NC: dieta controle; PHF45: Prole obtida do grupo paterno em HF45; PHF60: Prole obtida do grupo paterno em
HF60. Os resultados sdo expressos como media + SEM; n= ndmero de animais; Teste t ou One way ANOVA,
Tukey post hoc; * p < 0,05; ** p < 0,01; NC vs PHF45 ou PHF60.
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