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RESUMO

Ratos nascidos de maes submetidas a restri¢do calorica (RC) durante a gravidez e lactagdo
exibem menor peso ao nascer e menor adiposidade na vida adulta. Os receptores ativados
por proliferadores de peroxissomos (PPARSs) séo receptores nucleares que desempenham
papéis importantes na diferenciagdo de adipdcitos e controle de adiposidade. O objetivo
desta tese foi avaliar se o uso de agonistas PPARa (gemfibrozila) ou PPARYy
(pioglitazona) em mées expostas a RC durante a gestacdo e lactacdo seriam capazes de
programar na prole uma recuperacdo do peso ao longo da vida sem alteracOes
metabolicamente desfavoraveis. Para isso, ratas Wistar foram mantidas em RC de 50%
desde o 11° dia de gestacdo até o 21° dia de lactacdo, periodo no qual as drogas
gemfibrozila (90mg/kg) ou pioglitazona (10mg/kg) foram incorporadas a racdo padrao.
Apdbs o desmame, as proles fémeas seguiram com dieta padrdo entre as 222 e 272 semanas
de vida, sendo submetidas a multiplas analises ao longo deste periodo (dosagem de
lipideos, calorimetria indireta, ensaio de producdo de VLDL, DEXA para composi¢do
corporal, pesagem de coxins adiposo e analise de expressao génica em tecidos adiposos
brancos e marrom). Observamos que o tratamento de mdaes expostas a RC com
gemfibrozila gerou uma prole que teve a capacidade de consumir mais alimento e ganhar
mais peso ao longo da vida, resultando em maior adiposidade na vida adulta. Este ganho
de adiposidade foi acompanhado de menor acimulo de gordura no figado e menor
producdo de VLDL navida adulta. Além disto, tal ganho nédo foi acompanhado de reducéo
no gasto energético, resisténcia a insulina ou intolerancia a glicose. As maes tratadas com
gemfibrozila apresentaram concentragdes de corticosterona menores que as mées RC no
15° dia de gestacdo. J& a ativacdo materna do PPARy durante a gestacdo e lactagdo
associadas a RC, por sua vez, ndo afetou o peso corporal das filhas, mas aumentou a
adiposidade visceral. Ao contrério da ativagdo maternal de PPARa, 0s animais nascidos
de mées tratadas com pioglitazona apresentaram inflexibilidade metabdlica e redugéo do
gasto energético na vida adulta. Estes efeitos foram acompanhados por reducdo da
expressao génica de UCP1 no tecido adiposo marrom (BAT), bem como menor peso
relativo deste coxim. Além disso, também houve aumento da expressdo de genes
relacionados a captacéo e reesterificacdo de acidos graxos no tecido adiposo branco da

prole nascida de maes expostas a RC e tratadas com pioglitazona.



ABSTRACT

Rats born from mothers submitted to caloric restriction (CR) during pregnancy and
lactation exhibit lower birth weight and lower adiposity in adulthood. Peroxisome
proliferator-activated receptors (PPARS) are nuclear receptors that play important roles
in adipocyte differentiation and adiposity control. The objective of this thesis was to
evaluate whether the use of PPARa (gemfibrozil) or PPARYy (pioglitazone) agonists in
mothers exposed to CR during pregnancy and lactation would be able to program in their
offspring a lifelong weight recovery without metabolically unfavorable changes. For this,
Wistar rats were maintained at a 50% CR from the 11th day of gestation until the 21st
day of lactation, during which the drugs gemfibrozil (90mg/kg) or pioglitazone (10mg/kg)
were incorporated into the standard diet. After weaning, the female offspring followed a
standard diet between the 22nd and 25th weeks of life, being subjected to multiple
analyzes throughout this period (lipid measurement, indirect calorimetry, VLDL
production assay, DEXA for body composition, weighing of fat pads and analysis of gene
expression in white and brown adipose tissues). We observed that the treatment of
mothers exposed to CR with gemfibrozil generated an offspring that had the ability to
consume more food and gain more weight throughout life, resulting in greater adiposity
in adulthood. This gain in adiposity was accompanied by less accumulation of fat in the
liver and less production of VLDL in adulthood. In addition, this gain was not
accompanied by a reduction in energy expenditure, insulin resistance or glucose
intolerance. Mothers treated with gemfibrozil had lower corticosterone concentrations
than CR mothers on the 15th day of pregnancy. The maternal activation of PPARy during
pregnancy and lactation associated to CR, although, did not affect the female pups body
weight, but increased visceral adiposity. Unlike maternal PPARa activation, animals born
from mothers treated with pioglitazone showed metabolic inflexibility and reduced
energy expenditure in adulthood. These effects were accompanied by a reduction in UCP1
gene expression in brown adipose tissue (BAT), as well as a lower relative weight of this
pad. In addition, there was also an increase in the expression of genes related to the uptake
and reesterification of fatty acids in the white adipose tissue of offspring born from

mothers exposed to CR and treated with pioglitazone.
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1. INTRODUCAO

A gravidez é um periodo critico no qual ocorrem diversas modificacdes
metabolicas que sdo importantes para direcionar o fluxo ideal de nutrientes, hormonios e
oxigénio para o crescimento e desenvolvimento adequado do feto. Alteragdes maternas
de natureza nutricional e enddcrina podem influenciar o fenotipo na vida adulta,
principalmente quando ocorrem no ultimo trimestre da gestagdo (1). Deste modo, uma
restricdo do aporte adequado de nutrientes pode ocasionar, por exemplo, a restricdo
intrauterina de crescimento (IUGR, do inglés intrauterine growth restriction).

A IUGR ¢ classificada como um comprometimento do desenvolvimento e
crescimento do feto, ocasionando um peso corporal menor do que o esperado para a idade
gestacional (levando em consideracéo fatores como etnia e 0 sexo) e baixo peso ao nascer
(BPN) (2, 3). A IUGR costuma ter multiplas etiologias, tais como idade materna, estado
nutricional, doengas preexistentes, estresse, tabagismo, etilismo e consumo de outras
drogas de abuso (4). Além destas causas, ha mecanismos que decorrem de caracteristicas
intrinsecas do feto ou uteroplacentérias (reducdo de nutrientes e oxigénio) (4).

E importante destacar que recém nascidos com BPN (ou microssomia)
frequentemente, mas nao obrigatoriamente, apresentam peso inferior ao esperado para
idade gestacional, o que caracteriza o fenétipo de pequeno para idade gestacional (PIG)
(5). A IUGR esta normalmente associada a BPN e ao fen6tipo PIG.

Estima-se que, a cada ano, cerca de 13,7 milhGes de bebés nascidos em paises
subdesenvolvidos apresentem IUGR, sendo nascimentos a termo ou pré-termo, 0 que

corresponde a aproximadamente 11% da populacéo anual de lactentes nestes paises (6).

1.1 CONSEQUENCIAS ACARRETADAS PELA IUGR/BPN E AS MELHORIAS NA
ASSOCIACAO DA RESTRICAO CALORICA PRE E POS NATAL

Durante décadas tem se estudado os cuidados e a prevencdo da IUGR, ja que tal
condicdo clinica apresenta forte correlagdo com mortalidade perinatal, puberdade
precoce, disturbios neurolégicos na primeira infancia e obesidade, doencas
cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2 (DM2) na vida adulta (7-10). Neste sentido,
foi demonstrado que a IUGR esté relacionada a um aumento nos marcadores de estresse
oxidativo, mau funcionamento mitocondrial em ilhotas pancreaticas e diminuicdo das

funcdes das células B, acarretando a curto e longo prazo intolerancia a glicose (11-13).
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O estresse oxidativo persiste ao longo da vida, tanto em humanos quanto em
animais com IUGR, e se caracteriza pelo resultado das rea¢des de oxirreducdo devido ao
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio ou pela reducgdo das atividades
antioxidantes (13). Este fendbmeno pode acarretar em disfuncdo endotelial em diversos
tecidos, gerando prejuizos como fibrose hepatica, aumento da adiposidade corporal e
disfungdes cardiovasculares que podem perdurar por toda vida (14-16).

A contribuicdo do estresse oxidativo na disfungdo endotelial ndo é o Unico
responsavel para as diversas alteraces no fenétipo adulto de individuos IUGR (13). O
excesso de glicocorticoides também se apresenta como um relevante contribuidor. Tal
acdo pode ocorrer devido a diminuicdo da atividade da enzima 11B-hidroxiesteroide
desidrogenase que age como barreira placentéria aos glicocorticoides maternos (17).

Um estudo prospectivo demonstrou que diversos problemas podem surgir ja no
primeiro ano de vida de criancas com IUGR/BPN, como resisténcia a insulina e uma
tendéncia para niveis aumentados de triglicerideos (TG) quando comparadas a criangas
que nasceram com tamanho ideal para idade (18).

As doencas cardiovasculares e as alteracbes metabdlicas podem ser mais intensas
a longo prazo em criancas que sofreram IUGR, quando elas sdo expostas a fatores
ambientais e nutricionais inadequados nos primeiros 1000 dias de vida. (19).

H& alguns anos, Barker e colaboradores formularam a hipdtese do thrifty
phenotype, na qual afirmaram que condicdes adversas na vida intrauterina poderiam levar
a alteracOes definitivas na vida adulta quando associadas as condi¢cGes ambientais
desfavoraveis durante o periodo pds-natal (20, 21).

A sequéncia dos fendmenos do thrifty phenotype é apresentado na Figura 1 e
observa-se que a ma nutri¢do fetal € o componente central de problemas futuros, tendo

como causa principal a desnutricdo materna (21).



24

Maternal malnuerition

Orther
*— | maternal or placental
abnormalities

Fetal malautrition - -----------
(especially amino acids) -----

| P-cell mass or islet function

|

} Fetal growth

Infant malnutrition

|

L Adult f-cell function

Obesity ' Oicher
-—
Age insulin resistance
Orther organ Maon-insulin v
malfunction dependent Hypertension
e.p. liver diabetes

|

Metabolic syndrome

Figura 1: Diagrama do Thrifty Phenotype
Fonte: (21)

Varios estudos posteriores a formulacdo desta hipotese demonstraram de maneira
consistente que o thrifty phenotype esta de fato associado ao aumento da adiposidade na
vida adulta quando ha restricdo de nutrientes no inicio da gravidez, seguido de cacth up
de crescimento na vida adulta (22, 23).

A expressdo cacth up se refere a uma aceleragdo de crescimento que permite que
nascidos com IUGR alcancem, na vida adulta, o peso de similares nascidos com o peso
normal (24). Este fenbmeno pode ser observado em criancas PIG que apresentaram rapida
recuperacdo de peso corporal no periodo pds-natal (24).

Estudos com roedores nascidos com IUGR que apresentaram cacth up de
crescimento na vida adulta também se mostraram mais susceptiveis ao comprometimento
da funcdo hepaética, apresentando aumento de TG, colesterol total e lipoproteinas de baixa
densidade (LDL, do inglés low density lipoproteins) quando atingiram a idade adulta (25).
Em humanos, observou que o aumento da geracdo do Fator de Crescimento semelhante a

Insulina 1 (IGF-1, do inglés insulin-like growth factor-1) em criangas com BPN podem
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estar associado a resisténcia a insulina apds a recuperacdo do crescimento, levando a
futuros riscos do desenvolvimento de DM2 (26).

Dessa maneira, o catch up no peso corporal predispde ao aumento do risco em
desenvolver sindrome metabdlica e doencas cardiovasculares (27). A Federacédo
Internacional de Diabetes (IDF) define sindrome metabolica como um conjunto de fatores
que inclui obesidade somada a dois ou mais fatores como: hipertrigliceridemia,
lipoproteinas de alta densidade (HDL, do inglés high density lipoproteins) reduzido,
hipertensdo ou diabetes (28).

O mecanismo pelo qual o ganho de peso acelerado leva a alteracbes metabdlicas
na vida adulta ainda ndo esta completamente elucidado, porém ja é sabido que complexas
modificacOes epigenéticas estdo envolvidas em regides que expressam genes importantes
para o crescimento e desenvolvimento do feto (29).

Um dos mecanismos epigenéticos mais estudados é a metilacdo do DNA, que
ocorre em sequéncias especificas em que ha repeticbes do dinucleotideo citosina e
guanina (denominados de ilhas CpG ou ilhas CG) (30). Estas ilhas s&o caracterizadas
como sequéncias curtas no genoma que normalmente abrangem regiGes promotoras de
genes (31). A hipermetilacdo nestas regides geralmente esta associada reducdo da
expressao génica, ja a hipometilagdo normalmente leva ao aumento da expresséao (30).

Foi proposto que a regulacdo epigenética via metilagdo em ilhas de CpG poderiam
contribuir para a reprogramacdo metabolica e que alteracbes na dieta em periodos
ontogénicos criticos geraria um “envelhecimento epigenético” prematuro, causando
maior suscetibilidade a doencas cronicas na vida adulta (32, 33).

No trabalho de Park e colaboradores foi observado que ratos com IUGR
apresentaram aumento de metilagcdo na regido promotora e em histonas do gene Pdx-1
(Pancreatic And Duodenal Homeobox 1), o que acarretou em hipoplasia do pancreas e
desenvolvimento de alterac6es similares a DM2 (34). Em outro trabalho, foi demonstrado
que a restricdo de nutrientes na dieta de ratas prenhas resultou em hipometilacdo e
consequente hiperexpressao dos genes que codificam o receptor de glicocorticoide e 0
PPARa no figado da prole (35). Também foram encontradas modificaces epigenéticas,
como a metilagdo das histonas no gene do IGF-1 na prole IUGR com catch up de peso
corporal (36).

Neste contexto é importante destacar que tanto a prevencdo da IUGR quanto o do
cacth up de peso corporal na vida pés-natal podem ser favoraveis no impedimento das
alteraces metabdlicas na vida adulta.



26

A auséncia da recuperacao de crescimento no periodo pés-natal demonstra que,
apesar da prole permanecer pequena por toda a vida, pode-se evitar o desenvolvimento
de intolerancia a glicose na vida adulta (37). Em outro trabalho, os animais com IUGR
que ndo sofrerem cacth up de crescimento apresentaram-se normotensos na idade adulta
(38).

Ainda em modelos animais, quando a RC intrauterina ¢ mantida no periodo pos-
natal, a prole permanece pequena, metabolicamente flexivel e altamente sensivel a
insulina ao longo de toda vida (39).

Com base no exposto acima, € premente a necessidade de se descreverem
alternativas que possam possibilitar o catch up de peso corporal em proles com IUGR
sem a inducdo de alteracbes metabdlicas, tais como intolerdncia a glicose e

hipertrigliceridemia.

1.2 IUGR/BPN E OS RECEPTORES ATIVADOS POR PROLIFERADORES DE
PEROXISSOMO (PPAR)

Os receptores nucleares sdao a maior superfamilia de fatores de transcri¢do
induzidos por ligantes (40). Em seres humanos, sdo representados por 48 membros desta
familia enquanto que em camundongos sdo 49 (40, 41). Para fins de simplificacédo, faz-se
uma classificacdo em diferentes subcategorias; receptores de esteroides, heterodimeros
do receptor retindico X e receptores 6rfdos homodiméricos e monomericos (40, 41). A
subcategoria dos heterodimeros do receptor retindico X inclui o receptor de horménio
tireoidiano e os Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissomo (PPAR) (42).

Desde os anos 90, os PPAR se tornaram potenciais alvos de pesquisa com o intuito
de encontrar tratamentos eficientes para as mais variadas doengas (43). Esta busca foi
estimulada em decorréncia da descricdo dos grupos de genes alvo desses receptores, que
desempenham papéis chave em rotas metabdlicas e de desenvolvimento celular (44).

Alguns estudos sugeriram que a ativacdo dos PPARs é essencial para a progressao
da gestacdo e do desenvolvimento fetal, uma vez que roedores recém-nascidos com IUGR
apresentam expressdo hepatica diminuida de PPARa e PPARYy, contribuindo para a
inflamacédo programada induzida pela obesidade (45). Outros trabalhos mostraram que a

ativagdo farmacologica do PPARYy foi necessaria para o desenvolvimento placentario e
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diferenciacéo de trofoblastos, além de melhorar o controle da presséo arterial e reverter a
disfuncdo endotelial em ratos nascidos de mées com pre-eclampsia (46, 47).

Os PPARs possuem a capacidade de regular a expresséo de genes do metabolismo,
diferenciacéo e proliferacdo celular (48, 49).

A ativacdo dos PPARs (Figura 2) é mediada por diversos ligantes que podem ser
enddgenos (acidos graxos e derivados eicosanoides) e/ou exdgenos (farmacos). Apds a
ligacdo, o PPAR se transloca para o nucleo e forma um heterodimero com o receptor
retindico X. Este heterodimero ird se ligar ao elemento responsivo ao proliferador de
peroxissomo (PPRE) (50-52). A heterodimerizacdo também recruta coativadores que
desempenham atividade de histona acetilase, 0 que aumenta a capacidade transcricional
sobre os genes alvos (51). Em um periodo de inativacdo, o0 PPAR sofre influéncias de

correpressores que possuem atividade de histona desacetilase (52).

6genous ligands

RNAPo)

Transcription

Gen [

PPRE

Figura 2 — Mecanismo de ativacdo do PPAR
Fonte: (52)

Existem trés isoformas de PPAR; alpha (a), beta/delta (B/6) e gamma (y). Essas
isoformas sdo estruturalmente semelhantes, porém sdo distintas quanto as funcdes e a
distribuicédo nos tecidos (47).

O PPARa ¢ expresso predominantemente no figado, musculo esquelético e
coragdo e sua ativagdo estd envolvida no aumento da oxidagdo de acidos graxos e
diminuicdo dos niveis lipidicos (53). Os ligantes exdgenos sdo pertencentes da classe
terapéutica dos fibratos.

O PPAR /3 ¢é considerado onipresente, sua ativacdo farmacoldgica através dos
agonistas GW0742 ou GW501516 induz vasodilatagdo, melhora a disfuncao endotelial e
reduz a inflamacdo, além de estimular o catabolismo dos acidos graxos, metabolismo

energético, termogénese, sensibilidade a insulina e transporte de colesterol (54, 55).
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O PPARY ¢ o subtipo mais estudado e sua expressao tem predominancia no tecido
adiposo branco e marrom, poréem é encontrado em outros tecidos em menor dominancia,
como no coragao, intestino, musculo esquelético e figado (56). Também desempenha um
papel muito importante nos processos metabolicos de diferenciacéo e proliferacao celular
e no metabolismo de lipidico (47). Os ligantes farmacoldgicos do PPARy séo
pertencentes a classe das Tiazolidinedionas (TZDs).

De forma geral, as trés isoformas dos PPARs desempenham um papel central na
regulacdo do metabolismo da glicose e dos lipideos (Figura 3). Isso se tornou muito
atraente para a industria farmacéutica, pois surgia a possibilidade de novos alvos
terapéuticos para o tratamento de doencas como DM2, obesidade, hipertenséo e sindrome
metabdlica (57).

<% Inflammation + ppAR_»Y Adiponektin * >

Reverse Cholesterol Resistin, TNF-o.+
Transport + Adipogenesis *

Fatty acid storage *
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_ 4 Reverse Cholesterol
Vessel Wall N\ Transport ¢ J
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/ PPAR-Q; mee Triglyceride + — '
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Figura 3 — Funcdes das 3 isoformas dos PPARs nos diferentes tecidos.
Fonte: (58)

1.2.1 PPARa

O PPARa foi o primeiro receptor nuclear a ser identificado e recebeu tal
nomenclatura pela capacidade de induzir a proliferacdo de peroxissomos em roedores,
porém mais tarde foi verificado que essa capacidade ndo ocorria nos humanos (59).

Nas tultimas décadas, o PPARa foi classificado como crucial para a regulacao do
metabolismo hepatico durante periodos de jejum por possuir a capacidade de induzir a

oxidacdo e a cetogénese dos acidos graxos e regular a producéo de glicose (60, 61).
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Estudos utilizando modelos animais mostraram que o PPARa comanda a
expressdo de genes envolvidos no metabolismo das lipoproteinas, bem como em genes
hepaticos que sdo responsaveis pela captacdo, ligacdo, ativacdo, alongamento e
dessaturacdo de &cidos graxos, além da esterificacdo e hidrolise de triglicerideos (TG) e
goticulas de lipideos (62).

A Figura 4 ilustra o papel do PPARa no controle metabolico de diversos
processos ocorridos no figado. Além das alteragdes presentes no metabolismo hepético
de animais, também pode observar genes envolvidos na gliconeogénese, metabolismo de
acidos biliares e a regulacdo negativa de varios genes implicados em vias referentes a
imunidade (62).
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Figura 4 — Genes alvo do PPARa no figado humano.
Fonte: (62)

Os ligantes ex6genos dos PPARa, também chamados de agonistas de PPARa,
fazem parte da classe dos fibratos representados pela gemfibrozila (GEM), clofibrato,
fenofibrato e acido fenofricrico. Eles possuem a capacidade de aumentar 0s niveis de
HDL e sd@o usados no tratamento das hipertrigliceridemias (63).
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1.2.1.1 GEMFIBROZILA

A GEM se apresenta na forma de p6 branco ou quase branco, cristalino,
praticamente insoltvel em 4gua e sollivel em metanol e alcool etilico (64). E proveniente
do acido fenoxipentanoico ndo halogenado e o medicamento referéncia encontrado no
mercado recebe o nome de Lopid® (64). Este fibrato é aprovado por diversas agéncias
regulatérias inclusive pelo Food and Drugs Administration (FDA) e pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (65, 66).

Estruturalmente é composto por um acido carboxilico anfipatico, quimicamente
denominado como Acido 5-(2,5-dimetilfenoxi)-2,2-dimetilpentanoico, que se apresenta
como uma molécula anfipatica, ao possuir um alquibenzeno longo e um grupo carboxilico

carregado negativamente na extremidade (Figura 5) (64, 65).

Hydrophilic

Hydrophobic

Figura 5 — Estrutura quimica do farmaco GEM
Fonte: (65)

Desde meados dos anos 70, a GEM entrou no mercado como um excelente
medicamento hipolipidémico. Com o passar dos anos e a realizacao de diversas pesquisas,
ndo é mais o medicamento de primeira escolha, devido aos inimeros efeitos colaterais
como angina, lesdo hepética, miosite, miopatia, rabdomiolise e insuficiéncia renal (65,
67).

Atualmente, a GEM é usada no tratamento das hiperlipidemias primarias do tipo
IV (que se caracterizam pelo fendtipo de aumento de lipoproteinas de densidade muito

baixa (VLDL, do inglés very low density lipoprotein), TG e colesterol normal ou
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levemente aumentando), e do tipo V (que apresentam aumento de VLDL e quilomicron,
TG e colesterol levemente aumentando) (68).

J& é sabido que a GEM tem outras atividades biolégicas além da reducdo dos
lipideos via PPARa. Estudos demonstram a eficdcia do farmaco no tratamento da
aterosclerose, diabetes e na doenca de Alzhemeir (69-71).

O mecanismo de acdo da GEM se baseia na ativagdo do PPARa, que tem a
capacidade de diminuir a producdo hepatica das VLDL através da diminui¢do da sintese
de TG, que pode ocorrer em parte pela diminuicdo da lipolise do tecido adiposo e pela
liberacdo de &cidos graxos livres (66, 72, 73). A posologia recomendada é de 600mg por
via oral a cada 12 horas (72).

Em relagdo a farmacocinética, a GEM apresenta uma metabolizacdo hepatica, com
alta ligacéo as proteinas plasmaticas (99%) e a excre¢do é predominantemente renal (72).

Apesar de ndo apresentar evidéncias teratogénicas, é recomendada que seja usada
com cautela durante a gestacédo devido a classificacdo C pelo FDA. Em um estudo com
ratas e coelhas, foi observado que a administracdo de GEM n&o provocou efeitos
teratogénicos quando utilizada nas doses de 92 a 331 mg/kg. Observou-se apenas reducao
do peso dos filhotes (74).

1.2.2 PPARy

A resposta fenotipica da adipogénese decorrente da ativacdo do PPARy tem
atraido intenso interesse cientifico (75). Além deste papel, a ativagao do PPARYy ¢é crucial
para a manutenc¢do do fenotipo do adipdcito ja diferenciado, estimulando a expressao de
genes como a lipase lipoproteica (LPL) e transportadores de acidos graxos e glicerol, que
favorecem o estoque de TG, ao invés da liberacao destes para a circulacao (76).

O PPARYy apresenta dois subtipos, o PPARyl e PPARYy2, sendo que apenas o
ultimo responde a ligantes enddgenos para aumentar a lipogénese. Entretanto, ambos
tipos sdo ativados por ligantes farmacoldgicos de aplicabilidade terapéutica. Em
humanos, a expressdo de PPARy2 no tecido adiposo subcutineo correlaciona-se
diretamente com o indice de massa corporal (IMC), ao passo que, a expressao de PPARy1
apresenta correlagdo inversa (77).

Do ponto de vista terapéutico, os impactos metabolicos decorrentes da ativacdo

do PPARY sdo explorados pelo uso de agonistas exogenos pertencentes a classe das TZD.
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A pioglitazona (PIO) e a rosiglitazona sdo os dois farmacos pertencentes a esta
classe atualmente disponiveis para o tratamento do DM2. No ano de 2010, a ANVISA
descontinuou todos os medicamentos contendo o principio ativo rosiglitazona no
territério brasileiro, pois estudos demonstraram alta probabilidade de ocorréncia de
doencas isquémicas em seus usuarios, 0 que tornou seu uso desfavoravel em relacdo ao
risco/beneficio (78).

Além de resultar em um balango positivo para o estoque de TG no tecido adiposo,
as TZD ndo acarretam no aumento do volume médio dos adipdcitos, isto porque a acao €
simultanea a inducao de adipogénese, levando ao aumento no nimero de adipocitos com
volume meédio menor (79).

Um estudo recente mostrou que a melhora na sensibilidade a insulina observada
em pacientes que usam agonistas de PPARy ¢ secundéria ao aumento da expressdo de
adiponectina e uma menor liberacdo de acidos graxos para a circulacdo, o que leva ao
aumento da sensibilidade & insulina nos tecidos musculares e hepético (80).

E importante destacar que o aumento da sensibilidade sistémica a insulina causada
pelas TZDs é acompanhado de ganho de peso e retencao de volume, além de uma reducao
do acumulo de gordura intra miofibrilar em diversos grupos musculares (81, 82).

A acdo direta das TZDs no tecido adiposo tem um evidente apelo racional para
compreensdo dos efeitos terapéuticos. Apesar disto, estudos acumulados nas Gltimas duas
décadas mostram que estes agonistas de PPARY atuam, na verdade, em varios outros tipos
celulares modulando diversas respostas fisiologicas e patoldgicas. Por exemplo, as TZDs
agem diretamente em macro6fagos diminuindo sua atividade inflamatéria (77). Alguns
achados também sugerem que a ativacdo de PPARy tem um potencial supressor de

crescimento de tumores de colo de Gtero (83).

1.2.2.1 PIOGLITAZONA

A descoberta da PIO se deu através de estudos de formulagdo para aumentar a
poténcia do composto (ciglitazona) de posse da empresa Takeda Pharmaceuticals. Apds
algumas melhorias direcionadas no aumento do potencial de modular a sensibilidade a
insulina, surgiu a AD-4833 — atualmente conhecida como pioglitazona (84).

A PIO é sintetizada na forma de cloridrato e se apresenta como um po branco,

inodoro, insoltvel em dgua e em éter, parcialmente soltivel em alcool etilico e totalmente
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solavel em dimetilsufoxido (DMSO). Sua estrutura molecular é demonstrada na Figura
6 e é caracterizada em C19H20N20sS (85).

Figura 6 — Estrutura da Pioglitazona
Fonte: (85)

APIO estd em comercializacdo desde meados dos anos 2000, quando foi aprovada
pelo FDA e permanece até os dias atuais como medicamento referéncia denominado
Actos®, usada em monoterapias ou combinagdes orais para o tratamento da DM2, nas
doses que variam de 15 a 45 mg/dia (86).

O mecanismo de acdo da P1O depende da ativacdo do PPARYy, que leva a um
aumento da sensibilidade periférica a insulina nos adipdcitos e no figado. Entretanto,
estudos revelam que as respostas a PIO in vivo variam de acordo com situacles
ambientais e estado de saude do individuo. Além disso, a eficacia da droga é alterada pelo
sexo, sendo mais eficientes em mulheres (86-88).

N&o ha estudos que demonstram a seguranca do uso da PIO durante a gestacéo.
De acordo com o FDA, o cloridrato de PIO recebe classificacdo C para uso na gestacao,
ou seja, é necessaria a avaliacdo dos beneficios sobre um possivel risco na méde ou no
feto. Estudos sobre reproducdo animal n&o relataram teratogenicidade em filhotes de ratas
e coelhas que receberam doses de até 20 a 75 vezes maiores que a dose terapéutica
recomendada, porém foi observado que a PIO aumentou a embriotoxicidade,
caracterizado por perdas pés-implante, reducdo do peso fetal e atraso no parto (89).

N&o ha informagfes contundentes sobre a seguranca do uso da PIO durante a
lactacdo, porém acredita-se que,devido a sua alta ligacdo as proteinas, existe uma
probabilidade baixa que os metabolitos ativos sejam excretados através do leite materno
(90).

Neste cenario, formulamos a hipbtese de que o tratamento materno com GEM ou
P10 pode proporcionar a prole nascida e amamentada por maes expostas a RC, um catch

up de peso corporal na vida adulta sem programacédo metabdlica desfavoravel.



34

2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo ¢ esclarecer se 0 uso de agonista do PPARa (GEM)
ou agonista do PPARy (PIO) em maies expostas a RC durante a gestacdo e lactacéo €
capaz de programar um ganho de peso corporal adequado (catch up de peso corporal) na

prole sem promover alteragdes metabolicas similares as de sindrome metabolica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a massa corporal de maes expostas a RC com ou sem GEM.

e Investigar o perfil lipidico no 15° e 20° Dia de Gestacdo (DG) de maes expostas
a RC com ou sem GEM.

e Analisar a concentracdo de TG hepatico no 15° e 20° DG de mées expostas a RC
com ou sem GEM

e Investigar as concentragdes maternas de corticosterona em maes expostas a RC
com ou sem GEM.

e Determinar a massa corporal e ingestao alimentar ao longo da vida da prole fémea
nascida de mées expostas a RC com ou sem tratamento de GEM.

e Analisar 0 gasto energético e composicdo corporal da prole fémea adulta nascida
de mées expostas a RC com ou sem tratamento de GEM.

o Verificar o peso dos coxins retroperitoneal, perigonadal e do tecido adiposo
marrom (BAT) da prole fémea adulta nascida de mées expostas a RC com ou sem
tratamento de GEM.

e Investigar as fragdes lipidicas no 1° dia de lactacdo e na vida adulta da prole fémea
nascida de maes expostas a RC com ou sem tratamento de GEM.

e Analisar a concentracdo de TG hepatico e a producdo de VLDL na prole fémea
adulta nascida de maes expostas a RC com ou sem tratamento de GEM.

e Verificar o metabolismo glicidico atraves do teste de tolerancia a glicose (GTT) e
do teste de tolerancia a insulina (ITT) na prole fémea adulta nascida de maes
expostas a RC com ou sem tratamento de GEM.

e Determinar a massa corporal das mées expostas & RC com ou sem PIO.
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Determinar a massa corporal e ingestdo alimentar ao longo da vida da prole fémea
nascida de mées expostas a RC com ou sem tratamento de PIO

Analisar o gasto energeético da prole fémea adulta nascida de mées expostas a RC
com ou sem tratamento de P1O.

Investigar as fracdes lipidicas no 1° dia de lactacdo e na vida adulta da prole fémea
nascida de mées expostas a RC com ou sem tratamento de PIO.

Analisar a concentracdo de TG hepatico na prole fémea adulta nascida de mées
expostas a RC com ou sem tratamento de P10O.

Verificar o metabolismo glicidico (teste de tolerancia a glicose — GTT e teste de
tolerancia a insulina — ITT) na prole fémea adulta nascida de mées expostas a RC
com ou sem tratamento de PIO.

Verificar o peso e analisar a expressao de genes relacionados ao metabolismo de
lipedes nos coxins retroperitoneal e perigonadal e no tecido adiposo marrom
(BAT) da prole fémea adulta nascida de mées expostas a RC com ou sem

tratamento de PIO.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 GRUPOS E DESENHO EXPERIMENTAL

Foram usados fémeas e machos de ratos Wistar fornecidos pelo Centro
Multidisciplinar para Investigacio Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de
Laboratorio (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os animais
foram mantidos no Biotério do Departamento de Farmacologia da mesma institui¢do, sob
a temperatura média de 22 + 2°C e com ciclos de 12 horas de luminosidade, sendo o
periodo claro das 07:00 as 19:00 horas. Ao atingirem 13 semanas de idade, a fémeas
foram acasaladas com machos (da mesma idade) na disposicdo de duas ratas por um rato
por gaiola.

Depois de dois dias, os machos foram retirados, as fémeas pesadas e foi
considerado o 2° dia gestacional (DG). No 11° DG, todas as ratas foram novamente
pesadas e, no caso de um ganho de peso superior a 14 gramas (g), elas foram consideradas
prenhas. Em seguida, foram individualizadas e distribuidas aleatoriamente em cada um
dos grupos experimentais. Pela nossa experiéncia, esta estratégia de selecdo de prenhes
esta associada com uma taxa de fertilidade de 60% e € usada para evitar o estresse que
seria causado para se obter o lavado vaginal.

A partir do 11° DG, as ratas foram divididas nos grupos experimentais a depender
da quantidade de racédo oferecida e do tratamento incorporado na ragdo. O grupo controle
(CTL) continuou recebendo racdo ad libitum até o final da gestacdo. O grupo com
restri¢do caldrica (RC) recebeu uma quantidade de racéo equivalente a 50% do consumo
diério do grupo CTL entre 0 11° DG e o 21° dia de lactagdo (DL) (91) (este montante
correspondeu a valores aproximados a 9g durante a gestacao, 11g no inicio da lactacéo e
169 a partir do 7° DL). A quantidade de racdo consumida pelo grupo CTL foi medida
diariamente para fins de calculo da quantidade a ser ofertada ao grupo RC (atualizada
diariamente). O grupo restricdo calorica + gemfibrozila (RC+GEM) recebeu a mesma
quantidade de racao que o grupo RC, porém incorporada com GEM. A dose final de GEM
foi de 90 mg/kg/dia incorporados na racdo por dissolucdo prévia em solucdo alcodlica
(92, 93). Os pellets incorporados com GEM foram submetidos a secagem do solvente
antes de serem ofertados as ratas.
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O volume da solucdo de GEM (25 mg/ml) incorporado na racéo foi ajustado
semanalmente de acordo com a equacao 1. Apo6s o parto, todas a proles foram ajustadas
para a proporc¢ao de 6 filhotes por lactante (4 fémeas e 2 machos).

90 mg $¢ Peso da rata (Kg)

Volume de solugdo de Gemfibrozila puy kg

RaFa impregRagdo na ragdo (mi.) Concentragio de solugdo de

Gemfibrozila (mg/mL)

eg. 1: Concentracdo de GEM foi ajustada diariamente com base no peso da rata no dia do ajuste e na
quantidade de racdo ingerida durante o dia anterior. Tal ajuste foi feito para manter a dose de 90
mg/kg durante todos os dia do tratamento.

Para os experimentos em que se avaliou a acdo da PIO, o calculo usado para o
ajuste de dose foi similar aquele realizado para a GEM. O grupo restricdo calorica +
pioglitazona (RC+PI10) recebeu a mesma quantidade de racdo que o grupo RC, porém
incorporada com P10O. O grupo apenas com P10 foi tratado com P1O sem RC e recebeu a
mesma quantidade de racdo que o CTL. A dose final de PIO foi de 10 mg/kg/dia,
incorporados na racdo por dissolucéo prévia em solucédo alcodlica. (93-95)

O volume da solu¢do de PIO (3 mg/ml) incorporado na racdo foi ajustado
semanalmente de acordo com a equacao 2. Ap6s o parto, todas a proles foram ajustadas
para a proporcao de 6 filhotes por lactante (4 fémeas e 2 machos).

10mg #¢ Peso darata (Kg)

Volume de solugdo de Pioglitazona pum kg

paia impregRagao na fagae (W) Concentragado de solugao de

Pioglitazona (mg/mL)

eg. 2: Concentragdo de pioglitazona foi ajustada diariamente com base no peso da rata no dia do ajuste e
na quantidade de racéo ingerida durante o dia anterior. Tal ajuste foi feito para manter a dose de 10
mg/kg durante todos os dias do tratamento.

Todas as proles geradas foram desmamadas aos 21 dias de vida e mantidas com
ragdo padréo ad libitum até os dias dos experimentos. Neste momento, foram mantidas as
fémeas e os machos foram sacrificados por aprofundamento de anestesia utilizando
tiopental sddico.

Todos os procedimentos com os animais foram aprovados pelo comité de ética em

experimentacao animal da UNICAMP (CEUA—protocolo n° 4343-1/2016, 5007-1/2018).

3.2 OBTENCAO DE DADOS MATERNOS
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As maes dos grupos CTL, RC e RC+GEM foram sacrificadas por decapitacédo
apos anestesia com tiopental sddico no 15° e no 20° DG. O sangue foi coletado do tronco
e o soro foi extraido para dosagem de corticosterona com kits de ELISA (IBL
INTERNATIONAL GMBH) e dosagem de TG e colesterol total por método
enzimatico/colorimétrico (LABORLAB).

A dosagem de TG hepético foi realizada apds aplicagdo de método modificado de
extracdo lipidica de Folch.

O método modificado de Folch foi realizado da seguinte maneira: um fragmento
de figado (aproximadamente 50 mg de tecido) foi homogeneizado em solucdo de
cloroférmio/metanol (2:1) e mantido em geladeira sob agitacdo overnight. No dia
seguinte, foi acrescentada solucdo de NaCl a 0,6% e as amostras foram centrifugadas a
4°C por 20 minutos. Retirou-se a fase liquida inferior, que foi transferida para novo tubo,
o0 qual foi submetido a evaporacdo total do solvente. A fracdo de ésteres teciduais foi
ressuspendida em 100 L de isopropanol e, em seguida, submetida a determinacdo da
concentracdo de TG por método enzimatico/colorimétrico (96, 97).

3.3 TESTE DE PRODUCAO DE VLDL

O teste de producdo de VLDL foi realizado nas proles de maes CTL, RC e
RC+GEM ao atingirem o terceiro e o sexto meses de vida. O teste, baseado em
metodologia previamente descrita (98), foi realizado as 8:00 da manha depois de um
jejum de 12 horas. Os animais foram submetidos a uma inciséo na extremidade da cauda
para a coleta do sangue, que foi utilizado para extracdo de soro e dosagem de TG pelo
método enzimatico. Foi feita uma coleta antes (basal - min 0) e 60, 120, 180 e 360 minutos
apos a injecdo intraperitoneal de solugdo com Tyloxapol 20% (Triton WR-1339) na dose
de 0,5 g/kg.

3.4 DETERMINACAO DAS FRACOES LIPIDICAS
Foram feitas andlises de TG e colesterol total no soro das proles no primeiro dia

e no sexto més de vida. O TG e colesterol total do soro foram determinados com Kits
enzimaticos/colorimétricos (LABORLAB).
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3.5 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA E TESTE DE TOLERANCIA A
GLICOSE

Os testes foram realizados nas proles ao atingirem o sexto més de vida. O teste de
tolerancia a insulina (ITT) e o teste de tolerancia a glicose (GTT) foram realizados de
acordo com metodologias j& padronizadas em nosso laboratério (99).

Para o ITT, os animais foram jejuados por 12 horas e, em seguida, receberam uma
injecdo intraperitoneal com insulina (2 Ul/kg). A glicemia foi medida antes e 5, 10, 15,
20, 25 e 30 min apos a injecdo. A coleta de sangue foi feita através de incisdo na
extremidade da cauda. Os valores da glicemia foram convertidos para escala logaritmica
na base e. Em seguida, a inclinagdo da reta (In da glicemia vs. tempo) foi calculada. Este
valor em modulo multiplicado por 100 foi assumido como a constante de decaimento de
glicose ap6s sobrecarga de insulina (Kirr).

Para a realizacdo do GTT, os animais foram jejuados por 12 horas e, em seguida,
receberam uma injecdo intraperitoneal com glicose (2 g/kg). A glicemia foi medida antes
e 5,10, 15, 30, 60 e 120 min apos a injecdo. A coleta de sangue foi feita através de incisdo
na extremidade da cauda. A area sob a curva (glicemia vs. tempo) foi calculada como
pardmetro de tolerancia a glicose.

Em todos os testes a medida da glicemia foi realizada utilizando o glicosimetro da

marca On Call® Plus.

3.6 ANALISE DE ADIPOSIDADE POR DEXA

Ao atingirem 20-22 semanas de vida, as fémeas das proles CTL, RC e RC+GEM
foram submetidas a jejum de 12 horas, anestesiadas (40 mg/kg de tiopental) e analisadas
em aparelho de Dual Energy X-ray Absorptiometry (DEXA) (Série Discovery Wi QDR;
Hologic Apex Software, Hologic Inc.) para aquisi¢cdo das imagens (em torno de 90
segundos por animal). A partir das analises das imagens, foram obtidas as porcentagens

de gordura, de massa magra e de massa 6ssea de cada animal.

3.7 CALORIMETRIA INDIRETA EM TERMONEUTRALIDADE
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Ao atingirem 24-26 semanas de vida, as fémeas das proles foram encaminhadas
para a analise no respirdmetro. O consumo de oxigénio e a producdo de didxido de
carbono, bem como a taxa de troca respiratéria, foram medidos durante trés ciclos
claro/escuro (72h) e em termoneutralidade (30°C+2°C) usando um sistema de
calorimetria indireta de circuito aberto controlado por computador (LE405 gas analiser;
Panlab-Harvard Apparatus). As medidas foram feitas com agua e alimentacdo ad libitum.
Os dados das primeiras 48 horas foram descartados. O fluxo de ar dentro de cada camara
foi monitorado por sensores (Air Supply and Switching; Panlab-Harvard Apparatus). O
consumo de O2 e a producdo de CO2 foram usados como base para o célculo do gasto
energético relativo ao peso do animal pela equacdo de Withers. A razdo de troca
respiratéria (RQ) foi calculada utilizando-se a razdo direta da producdo de CO2 pelo
consumo de O2. Para estes calculos, foi usado o software Metabolism versédo 2.2 (100,
101).

3.8 INGESTAO ALIMENTAR

As ingestdes alimentares diarias das fémeas foram medidas na 72, 122, 162, 20% e
242 semanas de vida.

3.9 PESAGEM DOS COXINS DE TECIDO ADIPOSO

As proles foram anestesiadas e sacrificadas por decapitacdo na 272 semana de
vida. Em seguida, foram retirados os coxins de tecido adiposo branco retroperitoneal e
perigonadal e de tecido adiposo marrom inter-escapular (doravante chamado de BAT —
Brown Adipose Tissue). Todos os coxins foram demovidos de linfonodos e grandes vasos,

pesados e congelados para analises posteriores.

3.10 gPCR

O RNA total foi extraido de 150 mg dos tecidos adiposos perigonadal,
retroperitoneal e do BAT usando-se Qiazol. A concentracdo de RNA foi medida usando
um espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).

Aliquotas contendo 1 pg de RNA foram submetidas a transcricdo reversa usando um kit
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especifico (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As reac@es utilizaram APPLIED
BIOSYSTEMS FAST SYBR GREEN Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA), num sistema de PCR em Tempo Real StepOnePlus (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). A especificidade das reacdes foi verificada pela analise da curva
de Melting.

As sequéncias de primers utilizados estdo listados na Tabela 1.
Sense: GAACGTGAAGCCCATCGAGG

PPARy
Antisense: GGAACACTTTGTCAGCGACTGG
Sense: CCCATACACAACCGCAGTCG
PeCla Antisense: CTTCCTTTCCTCGTGTCCTCG
Sense: GTGACCCACCACATACTGGCAG
Vet Antisense: GGTACACTTGGGTACTGTCCTGG
Sense: TGGTGAAGCCCAGAGGGATC
FASK Antisense: CACTTCCACACCCATGAGCG
Sense: TTTCTCTGTATGGCACAGTGGC
L Antisense: TCGATGACAAAGCTGGGACTG
Sense: TCTTCCAGCCAACGCCTTTGC
. Antisense: TGCACTTGCCAATGTCCAGCAC
Sense: AGGATGTTCCGCCTTTGGG
PeATL Antisense: CGTGGACATACATGAGCACAGC
DGAT? Sense: AAGCCCATCACCACCGTTG
Antisense: TTCCTTCCAGGAGCTGGCAC
Sense: ATTCCAGGAGAGTGCCAGGAGG
Pt Antisense: CCCATGTCCTTGTAATGTGCGAG
) Sense: GCTGTCTCAATGTCAAAGCCAC
CideA Antisense: TCTGTGTCACCCAGTGCTCG
) Sense: TATCCCTTTCCCAGAAGCCAAC
Cidec Antisense:CATTTCCTTCAGGATGCGTTTG
Sense: TGCCATCAAAGATGCCATTCG
X Antisense: ACACAGGGTGGTGAACTGGTCC
D102 Sense: GGACCGATGTGCTGCAGCCC

Antisense: GGCGTGAGCTTCTTCAATGTA
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Sense: CAAGAAGGTCGGGATCGTCG
Antisense: ACCAGGCAAGTCTCAGGAGGTG

Tabela 1 — Sequéncia de primers de ratos utilizados para analise da expressdo génica dos coxins adiposos
perigonadal, retroperitoneal e BAT.

RPL37a

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo da média (SEM). Os
valores foram testados para normalidade (Shapiro-Wilk) e comparados estatisticamente
por analise de variancia de uma (one way ANOVA) ou de duas vias (two way ANOVA)
com pos-teste de Tukey. Para todos os resultados, foram adotados 5% como limite de

significancia estatistica (p<0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFEITOS DA RESTRICAO CALORICA E DO CONSUMO DE GEMFIBROZILA
NOS PARAMETROS MATERNOS

4.1.1 Massa corporal

No primeiro dia de tratamento, equivalente ao 11° DG, foi possivel observar que
a massa das maes pertencentes aos diferentes grupos experimentais ndo foram diferentes
entre si. Durante a lactacdo, de maneira geral, observou-se uma reducdo da massa das
mées que receberam RC, independente de terem recebido ou ndo GEM.

No 1° DL, ocorreu uma reducéo de 11,4% na massa das mées RC e de 12,1% na
massa das mdes RC+GEM (vs. CTL; p<0,01 e p<0,05). No 8° DL, esta reducéo foi de
21,3% nas mées RC e de 19,9% nas RC+GEM (vs. CTL; p<0,0001). No 15° DL, esta
reducdo foi de 17,1% nas RC e de 18,5% nas mdes RC+GEM (vs. CTL; p=0,01). Ja no
21° DL, a reducdo da massa corporal foi de 19,8% nas maes RC e de 22,7% nas mées
RC+GEM (vs. CTL; p<0,01 e p<0,0001).

Até o momento, ndo foram encontrados na literatura trabalhos que correlacionam
a exposicao da GEM e o peso das ratas prenhas e/ou lactantes. Porém, o estudo de Palkar
e colaboradores demonstrou que a administracdo do clofibrato durante a gestacdo néo
afetou 0 peso ou o0 ganho de peso das ratas (102).

Dessa maneira, observando nossos resultados, a GEM também néo foi capaz de

alterar o peso das méaes que foram expostas a RC.
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Figura 7 - Massa corporal (g) das mées CTL (n=5), RC (n=4-5) e RC+GEM (n=6) no 11° DG, 1° DL, 8°
DL, 15° DL e 21° DL. Valores expressos como média = SEM. As diferencas estatisticas estdo
apresentadas da seguinte forma: **p<0,01; auséncia de * indica auséncia de diferenca estatistica.

4.1.2 Fracdes lipidicas

As concentracdes de TG estavam reduzidas em 58,2% nas mées RC e em 63,2%
nas mdes RC+GEM no 15° DG (vs. CTL; p<0,0001) (Fig. 8A). No 20° DG, ocorreu uma
reducdo de 40,3% nas concentracdes de TG das mades RC+GEM (vs. CTL,; p<0,05), o que
ndo foi observado nas mées do grupo RC (Fig. 8C). As concentragdes de colesterol total
ndo foram modificadas no 15° DG (Fig. 8B) e nem no 20° DG (Fig. 8D).

Em conjunto, estes dados mostraram que o uso de GEM né&o foi capaz de causar
uma reducdo adicional da concentracdo de TG em gravidas no pico da gestacdo (15° DG)
ja expostas a uma RC. Deste modo, podemos interpretar que, na medida em que a
gestacdo avanca, as alteracdes metabdlicas da gestacdo se sobrepdem aqueles efeitos
impostos pela RC.

O final da gestacdo € o momento em que ocorre grande mobilizacdo de TG para o
sangue, que pode ser mediada por uma reducdo da atividade da LPL em tecido adiposo
branco e figado (103). Por outro lado, o tratamento com GEM exerce um efeito que se
caracteriza pela manutengdo dos valores de TG reduzidos até o periparto. Este efeito
sustentado ao longo de toda gestagdo pode explicar parte das diferengas observadas na

prole (mostradas adiante) sendo como consequéncia da agao “terapéutica” da GEM.
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Figura 8 — ConcentracGes de TG e Colesterol em ratas gestantes no 15° (A, B) e no 20° (C, D) DG. Para
TG, CTL (n=4-7), RC (n= 4-6) e RC+GEM (n=5-9); para colesterol, CTL (n=4-7), RC (n= 5-
6) e RC+GEM (n=5-9). Valores expressos como média + SEM. As diferengas estatisticas estdo
apresentadas da seguinte forma: *p<0,05; ***p<0,001; auséncia de * indica auséncia de
diferenca estatistica

4.1.3 Niveis hepéticos de TG

Os nossos resultados mostraram que a quantidade de gordura no figado das mées
RC e RC+GEM é similar a das CTL tanto no 15°, como no 20° DG (respectivamente Fig.
9A e 9B). Nossa interpretacdo é de que a quantidade de gordura no figado depende de
maultiplas rotas bioquimicas, como a captacdo de acidos graxos livres ndo esterificados
(NEFA - Non Esterified Fat Acids) circulantes seguida de reesterificagéo, sintese de novo
de acidos graxos e captacdo de remanescentes de quilomicrons e lipoproteinas de
densidade intermediaria (IDL, do inglés Intermediate-density lipoprotein). Nem todas
estas vias devem estar sendo moduladas pela RC e pela GEM, de modo que, apesar de

variacdes em TG circulante, este parametro ndo se altera no figado das maes.
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Figura 9 — Quantidade de TG em figado de ratas gestantes no 15° (A) e no 20° (B) DG. No 15° DG,
CTL (n=4-10), RC (n=5-6) e RC+GEM (n= 5-6). Valores expressos como média = SEM.

4.1.4 Concentragdes de corticosterona

As concentracdes de corticosterona se mantiveram estatisticamente iguais quando
comparamos os diferentes grupos no 20° DG (p= 0,95) (Fig. 10B). Deste modo, em
nossas maos, a RC de 50% ndo resultou em aumento da concentracdo de corticosterona
conforme observado por Lesage e colaboradores (104). A explicacdo para isto pode
decorrer do fato das concentracdes de corticosterona serem particularmente sensiveis a
uma série de variaveis ambientais, além daquelas pertencentes ao nosso modelo
experimental (barulho, odores, ciclo de luz, temperatura e etc.). Por mais que controlemos
todas estas varidveis, é impossivel saber se as nossas condi¢fes de alojamento sdo
idénticas as de outros biotérios. Ademais, é possivel que, dada as particularidades de
nosso biotério, uma eventual modulacdo das concentragcbes maternas de corticosterona
ocorra em momentos mais precoces da gestacgéo.

Assim, foi analisada as concentracdes de corticosterona também no 15° DG.
Observamos que as concentracdes de corticosterona ndo foram moduladas pela RC
isoladamente também neste momento da gestacdo. Entretanto, os niveis de corticosterona
em maes RC+GEM apresentaram redugéo de 37,9% (vs. CTL; p= 0,05) e 35% (vs. RC;
p<0,05) (Fig. 10A).
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Figura 10 - Concentragdes de costicosterona em de ratas prenhas no 15°(A) e no 20° DG (B). CTL (n=4-
8), RC (n= 5-7) e RC+GEM (n= 5-9). Valores expressos como média + SEM. As diferencas
estatisticas estdo apresentadas da seguinte forma: *p<0,05; auséncia de * indica auséncia de
diferenca estatistica.

4.2 IMPACTOS NA PROLE DECORRENTES DA RESTRICAO CALORICA COM
OU SEM CONSUMO DE GEMFIBROZILA PELAS MAES DURANTE GESTACAO
E LACTACAO

4.2.1 Massa corporal das fémeas das proles ao longo da vida

No 1° DL, os filhotes de mdes RC e RC+GEM apresentaram massas corporais
menores que os filhos de mées CTL (respectivamente 24,1% e 23,1% menores). A
ninhada era composta por 4 filhotes do sexo feminino e 2 filhotes do sexo masculino e
nesta etapa todos os filhotes foram pesados sem distingéo de sexo.

Na 72 semana de vida, as filhas de mades RC e RC+GEM apresentaram,
respectivamente, massas corporais 36,8% e 32,4% menores que as de maes CTL
(p<0,0001). Na 122 semana de vida, as filhas de mdes RC e RC+GEM apresentaram,
respectivamente, massas corporais 21,6% e 7,5% menores que as de maes CTL
(p<0,0001). Neste mesmo periodo as filhas de maes RC+GEM também apresentaram
aumento de 7,5% na massa corporal quando comparada as filhas de maes RC (p<0,05).
Na 162 semana de vida, as filhas de maes RC e RC+GEM apresentaram, respectivamente,
massas corporais 21,9% e 14,7% menores que as de mdes CTL (p<0,0001). Além disso,

as filhas de mées RC+GEM apresentaram massas corporais 9,1% maiores que as filhas
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de mdes RC (p<0,01). Na 20% semana de vida, as filhas de mdes RC e RC+GEM
apresentaram, respectivamente, massas corporais 19,8% e 11,1% menores que as de maes
CTL (p<0,0001 e p<0,01) e as filhas de mdes RC+GEM também apresentaram massas
corporais 10,8% maiores que as de mdes RC (p<0,05). Por fim, na 242 semana de vida,
as filhas de mdes RC e RC+GEM apresentaram, respectivamente, massas corporais
17,9% e 11,4% menores que as de mées CTL (p<0,0001 e p<0,05).

Deste modo, nossos dados mostraram que 0s animais que nasceram de mées que
se submeteram a RC apresentaram BPN no 1°DL independente de terem consumido ou
ndo a GEM, porém com o passar das semanas de vida as filhas de mées que consumiram
o fibrato durante a gestacéo e lactacdo, ganharam mais peso ao longo da vida que aquelas
nascidas de maes que ndo consumiram.

E importante ressaltar que ndo foi observado efeitos teratogénicos no fenétipo da
prole que nasceu de mées que foram tratadas com GEM. Tal observacdo corrobora com
0 estudo de Fitzgerald e colaboradores na qual foi constatado que o uso de GEM em doses
de até 200mg/kg ndo foi capaz de causar teratogénia nas proles de ratas (74).

Na experiéncia clinica, a ativagdo de PPARa com agonistas da classe dos fibratos
parece ser neutra em relacdo ao ganho de peso corporal (105). Até 0 momento ndo ha
relatos sobre as caracteristicas ponderais de uma prole exposta a RC associada ao fibrato

na vida fetal.
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Figura 10 — Massa corporal das proles nascidas de médes CTL (n= 7-24), RC (n= 8-24) e RC+GEM (n= 5-
30) na 78, 122, 162, 202 e 242 semanas de vida. Valores expressos como média + SEM. *p<0,05
vs. grupo CTL; # p<0,05 vs. grupo RC
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4.2.2 Ingestéo alimentar

A ingestdo alimentar das ratas nascidas de mées RC e RC+GEM foi menor do que
a de nascidas de médes CTL na 72 semana de vida (reducao de 14,7%; p<0,0001 e 10,43%);
p<0,01, respectivamente) (Fig. 11A). Por outro lado, na 122 e 162 semanas de vida, houve
um aumento do consumo de racdo das filhas de mées RC+G quando comparado ao das
filhas de méaes CTL (p<0,05) (aumento de 23,1% na 122 semana e 27,4% na 162 semana)
e também quando comparado ao consumo das filhas de RC (aumento de 33,8% na 122 e
40,8% na 16 semanas; p<0,01) (Fig. 12B e Fig. 12C). Ja na 202 semana de vida, apenas
as ratas nascidas de maes RC apresentaram reducédo da ingestéo alimentar (9,1% menor
do que o consumo das nascidas de CTL; p<0,05) (Fig. 12C). Enquanto na 242 semana de
vida, ndo houve diferencas significativas no consumo de racdo nos diferentes grupos.

Nossos dados sugerem que a maior ingestdo alimentar das fémeas nascidas de
mées RC+GEM deve contribuir para uma recuperacdo da massa corporal mais intensa do

que aquela observada em ratas nascidas de mées RC.
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Figura 12 — Ingestdo alimentar na 72 (A), 122 (B), 162 (C), 20% (D) e 242 (E) semanas de vida de ratas
nascidas de mdes CTL (n=11), RC (n=6) e RC+GEM (n=5). Valores expressos como média
SEM. As diferencas estatisticas estdo apresentadas da seguinte forma: *p<0,05; **p<0,01;
****n<0,0001. Auséncia de * indica auséncia de diferenca estatistica.

4.2.3 Composicao corporal por DEXA
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As fémeas nascidas de médes RC apresentaram maior porcentagem de massa magra
(p = 0,03) e menor porcentagem de massa gorda (p = 0,01) quando comparadas as filhas
de mées CTL entre as 20? e 222 semanas de vida. Mais importante, as filhas de maes
RC+GEM apresentaram porcentagem de massa gorda similar a das filhas de médes CTL
neste mesmo momento da vida (Tabela 2).

Até o momento, ndo encontramos na literatura descricdo dos efeitos da
adiposidade na prole nascida de mées expostas 8 GEM. No entanto, foi demonstrado que
o tratamento com fibratos diminuiu o peso corporal e adiposidade em humanos e ratos
obesos (106, 107). Estas informacGes indicam que ativacdo do PPARa em diferentes
momentos da vida (i.e.: vida adulta ou intrauterina e pos-natal) exerce impactos opostos
sobre esta caracteristica fenotipica.

Em nossos estudos, foi possivel verificar que a acdo da GEM, ao aumentar a
adiposidade total, esta revertendo os efeitos da RC materna, e que o conjunto de
resultados até aqui apresentados mostraram que o tratamento de mdes expostas a RC
durante a gestacdo e lactacdo com GEM gerou uma prole que ingeriu mais ragao, ganhou

mais peso e mais adiposidade total.

CTL RC RC+GEM
Massa magra (%) 80,49+3,361 84,06+2,275* 83,52+2,144
Massa gorda (%) 16,18+3,073 11,93+2,331** 13,15+2,163
Massa 6ssea (%) 3,882+0,1307 4,020+0,09069 3,917+0,1611

Tabela 2 — Analise de adiposidade por tomografia computadorizada das fémeas nascidas de maes CTL (n=
5), RC (n=5) e RC+GEM (n= 4) entre a 20° e 22° semana de vida. Valores expressos como
média £ SEM. *p<0,05 e **p<0,01 vs. grupo controle.

4.2.4 Fragdes lipidicas no primeiro dia de vida

N&o encontramos diferencgas entre as concentracdes de TG (Fig. 13A) e colesterol
total (Fig. 13B) das filhas nascidas de mdes CTL, RC e RC+GEM no primeiro dia de
vida.

Até 0 momento, ndo foi encontrado na literatura os efeitos da exposi¢do materna

ao tratamento com GEM nas fragdes lipidicas da prole no 1°DL.
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Figura 13 - ConcentragOes de TG (A) e colesterol (B) no soro dos neonatos nascidos de mdes CTL (n=12),
RC (n=9) e RC+GEM (n=6) no dia 1 de lactacdo. Valores expressos como média + SEM.

4.2.5 Fracdes lipidicas na vida adulta

Ao atingirem a idade entre 24 e 27 semanas de vida, as proles nascidas de mées
RC+GEM apresentaram reducdo de 27,6 % na concentracdo de TG de jejum quando
comparadas as filhas nascidas de mées CTL (p<0,05) (Fig. 14A). Reducéo similar
também foi observada em estado alimentado (37,6% menor quando comparada as
concentracOes de TG das filhas de maes CTL; p<0,01) (Fig. 14B). As concentraces de
colesterol total das filhas de mdes RC+GEM estavam aumentadas em 27,1%, quando
comparadas as das filhas CTL (p<0,0001), e em 35,2% quando comparada as das filhas
de maes RC (p<0,0001) (Fig. 14C).

Como jéa descrito, a administracdo de GEM em pessoas normolipidémicas diminui
as concentragcdes de TG, reduz colesterol total e aumenta colesterol HDL (108). Os
mecanismos pelos quais os fibratos promovem reducéo de TG ja sé@o bem esclarecidos e
se baseiam principalmente em uma acéo hepatica que potencializa a beta-oxidacao de
acidos graxos e reduz a expressio de ApoClll, uma apolipoproteina presente
majoritariamente em quilomicrons e VLDL, que exerce agdo inibitoria sobre a LPL (109).

E importante salientar que a programacdo metabdlica exercida pela GEM pode
decorrer de uma acdo direta na prole durante a vida pds-natal. A acéo direta da GEM neste
momento da vida pode ser possivel via eliminacdo da droga pelo leite materno. Apesar
de ndo ter sido descrito que a GEM possa ser excretada através do leite materno, este
fendmeno ja foi observado em outras drogas da mesma classe, tal como o ciprofibrato
(110).
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Nossos dados mostram, portanto, que a acdo intrauterina e pds-natal da GEM gera

alteracOes fenotipicas similares aquelas esperadas da acdo desta droga na vida adulta.
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Figura 14 — Concentragdo de TG no soro de ratas em jejum nascidas de maes CTL (n=7), RC (n=5) e
RC+GEM (n= 4) com 24 semanas de vida (A). Concentracéo de TG (B) e colesterol (C) no
soro de ratas em estado alimentado nascidas de médes CTL (h= 15), RC (n=12) e RC+GEM
(n=12-13) com 27 semanas de vida. Valores expressos como média + SEM. as diferengas
estatisticas estdo apresentadas da seguinte forma: *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001.
Auséncia de * indica auséncia de diferenga estatistica.

4.2.6 Niveis hepaticos de TG

A quantidade de TG no figado de fémeas nascidas de maes RC+GEM foi 30,54%
menor do que a observada em fémeas nascidas de maes CTL quando estas atingiram 26
semanas de vida (p<0,01). Tal modulagéo ndo foi encontrada na prole de méaes RC (Fig.
15).

Em concordancia com nossos dados, 0 uso de agonista seletivo de PPARa em
camundongos obesos foi capaz de diminuir os niveis plasmaticos e hepaticos de TG
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(111). Deste modo, a programacdo hepatica do metabolismo lipidico pela GEM gera

efeitos similares ao efeito direto da droga na vida adulta.
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Figura 15 — Quantidade de TG no figado de ratas nascidas de maes CTL (n=6), RC (n=6) e RC+GEM (n=9)
com 26 semanas de vida. Valores expressos como média + SEM. As diferencas estatisticas
estdo apresentadas da seguinte forma: **p<0,001. Auséncia de * indica auséncia de diferenca
estatistica.

4.2.7 Producéo de VLDL

As fémeas nascidas de mées RC e RC+GEM apresentaram redugdo na produgéo
de VLDL quando atingiram a 122 semana de vida. Esta conclusdo se baseou no fato de
que as concentracbes de TG em ratas nascidas de mées RC e RC+GEM sdo,
respectivamente, 29,1% e 38,7% menores do que as de ratas nascidas de maes CTL 6
horas ap06s a injecdo de tyloxapol (p<0,05 e p<0,01) (Fig. 16A). Ao atingirem 24 semanas
de vida, entretanto, apenas as filhas de mdes RC+GEM apresentaram menores
concentracdes de TG apos injecdo de tyloxapol (40,6% menores do que as ratas nascidas
de CTL; p = 0,008) (Fig. 16B).

E relevante apontar que a prole de RC+GEM apresentou reducdo da producio
hepatica de VLDL, menor conteido de TG no figado e no soro. Os mecanismos
hipotrigliceridémicos dos agonistas de PPARa decorrem dos efeitos combinados de

estimulo da expressdo de LPL e repressao da ApoCIIl (112).
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A LPL é uma enzima muito importante no metabolismo energético, tendo como funcgéo
hidrolisar moléculas de TG encontradas em lipoproteinas com o intuito de liberar o0s
acidos graxos (113). Ja a ApoClIl é uma coenzima produzida no figado e esta associada
com a inibicao da atividade da LPL (113). Os agonistas de PPARa induzem a captagao
de acidos graxos hepaticos e reduz a produgao de TG no figado por meio da B-oxidacao,
além de aumentar a conversdo dos acidos graxos em acetil-CoA e diminuir a sintese de
VLDL (114, 115).

Deste modo, nossos dados suportam um achado ainda sem precedentes que o
efeito terapéutico da GEM, um ativador de PPAR« redutor de TG, pode ser transmitido

para geracoes.
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Figura 16 — Concentracdes de TG apos aplicacdo de Tyloxapol na 12° (A) e na 24° (B) semanas de vida de
fémeas nascidas de maes CTL (h= 6-7), RC (n= 4-6) e RC+GEM (n= 4-6). Valores expressos
como média £ SEM. As diferencas estatisticas estdo apresentadas da seguinte forma: *p<0,05
e **p<0,01 vs. grupo CTL. Auséncia de * indica auséncia de diferenca estatistica.

4.2.8 Gasto energético e quociente respiratorio

N&o encontramos diferencas entre os valores de gasto energético das ratas
nascidas de mées CTL, RC e RC+GEM entre as 22 e 26 semanas de vida (Fig. 17A). Os
valores de quociente respiratorio também foram similares entre os diferentes grupos (Fig.
17B).

E relevante destacar aqui que as ratas nascidas dos trés diferentes grupos de mées
apresentaram, nesta idade, flexibilidade metabdlica. Isto pode ser concluido, pois em
ambos grupos o gasto energetico na fase escura € maior do que aquele na fase clara e
também o RQ noturno é maior que o encontrado na fase clara. Também podemos supor

que a reducdo do contetdo de TG hepatico observado na prole RC+GEM nédo deve
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decorrer de um maior gasto energético e tdo pouco de uma preferéncia por acidos graxos

como substrato oxidativo.
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Figura 17 — Gasto energético e quociente respiratorio em ratas nascidas de maes CTL (n=8), RC (n=9) e
RC+GEM (n= 5) entre a 22° e 26° semanas de vida. Colunas no gréfico que ndo estéo
preenchidas demonstram a Fase Clara, j& as colunas com preenchimento demonstram a Fase
Escura. Valores expressos como média + SEM. As diferengas estatisticas estdo apresentadas
da seguinte forma: @p<0,05. Auséncia de * indica auséncia de diferenca estatistica.

4.2.9 Tolerancia a glicose

Ao atingirem 24 semanas de vida, as ratas nascidas de mdes RC e RC+GEM
apresentaram tolerdncia a glicose semelhante as filhas nascidas de maes CTL. Esta
concluséo é baseada nas concentracdes de glicose em funcdo do tempo e nas areas sob as
curvas do GTT. Porém, gquando comparamos as ratas nascidas de mdes RC+GEM as
filhas de mées RC observamos uma reducdo de 28% na area sob a curva (AUC). (Fig.
18).

Nossos dados demonstraram que as fémeas das proles nascidas de mées expostas
a RC durante gestagdo e lactacdo ndo apresentam intolerancia a glicose na vida adulta.
Estes achados sdo similares aqueles ja publicados por Escriva e colaboradores, em que se
observou que ratos nascidos e amamentados por mées expostas a RC nédo apresentavam
diferencas na tolerancia a glicose quando comparados aos animais nascidos de maes que
consumiram ragdo ad libitum (116). Resultados parecidos foram encontrados em ratas
fémeas adultas com 2 e 15 meses de vida nascidas e amamentadas por maes expostas a

RC de 50% durante gestacéo e lactagédo (117).
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E interessante contextualizar que a aceleragio do ganho de peso em uma prole de
ratos com IUGR por meio de uma exposicao pds-natal a uma dieta hipercaldrica, leva ao
aumento de adiposidade e desenvolvimento de intolerancia a glicose na vida adulta (118).

Deste modo, podemos concluir que o catch up parcial de peso e adiposidade
decorrentes do tratamento precoce de uma prole IUGR com GEM apresenta
caracteristicas singulares e positivas, na medida em que estas altera¢cdes ponderais ndo
sdo acompanhadas de reducdo na tolerancia a glicose. Igualmente, se levada em
consideracdo a tolerancia a glicose da prole que permaneceu com baixo peso na vida

adulta (RC), a exposicdo precoce a GEM imprimiu um aumento da tolerancia a glicose.
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Figura 18 — Tolerancia a glicose nas ratas nascidas de médes CTL (n= 12), RC (n= 11) e RC+GEM (n= 8)
24° semana de vida. Valores expressos como média + SEM. As diferengas estatisticas estdo
apresentadas da seguinte forma: *p<0,05. Auséncia de * indica auséncia de diferenca
estatistica.

4.2.10 Sensibilidade a insulina

Na 252 semana de vida foi observado que as filhas de mées RC apresentaram um
aumento na sensibilidade a insulina quando comparada as filhas de maes CTL (aumento
de 50,4%; p<0,05) e as filhas de mdes RC+GEM (aumento de 106,1%; p<0,01). Tal
conclusao se sustenta com base nas comparac6es dos valores de Kt (Fig. 19). As filhas
de mdes RC+GEM, entretanto, apresentam sensibilidade a insulina semelhante as filhas
de mées CTL.
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A partir dos resultados apresentados do GTT e ITT, podemos notar que nossos
dados corroboram com a literatura, pois, como ja mencionado, a RC durante a gestacéo e
periodo pds-natal resulta em uma adiposidade permanentemente reduzida durante toda a
vida, auséncia de intolerancia a glicose e melhora na resisténcia a insulina (119). Estas
alteracdes sdo distintas daquelas observadas no metabolismo adulto de proles nascidas
com IUGR e amamentadas por mées alimentadas ad libitum (39).

Camundongos PPARa knouckout apresentaram reducdo da oxidacdo de acidos
graxos e aumento da secrecdo de insulina induzida por glicose (120). Dessa maneira 0
aumento da tolerancia a glicose da prole RC+GEM deve ser mais uma consequéncia do
aumento da secrecdo de insulina do que o aumento da captacdo de glicose por tecidos
insulino-responsivos.

A exposicdo materna ao tratamento com GEM também foi capaz de aumentar a
tolerancia a glicose na prole (quando comparada ao grupo RC) sem causar resisténcia a
insulina. Entretanto, o aumento da sensibilidade & insulina observado em decorréncia da

RC materna isolada, € suprimido na prole RC+GEM.
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Figura 19 — Sensibilidade a insulina nas ratas nascidas de mdes CTL (n= 14), RC (n= 10) e RC+GEM (n=7)
na 25° semana de vida. Valores expressos como média + SEM. As diferengas estatisticas estdo
apresentadas da seguinte forma: *p<0,05; **p<0,01. Auséncia de * indica auséncia de
diferenca estatistica.
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4.2.11 Peso relativo dos diferentes coxins de tecido adiposo e musculo

As filhas de mées RC e RC+GEM apresentaram menor adiposidade do coxim
perigonadal (53% e 48,6%; p<0,01, respectivamente) quando comparadas as filhas
nascidas de maes CTL (Fig. 20A). De maneira semelhante, as filhas de maes RC e
RC+GEM apresentaram menor adiposidade do coxim retroperitoneal (48,3% e 42%;
p<0,0001 e p<0,01, respectivamente) quando comparadas as filhas nascidas de médes CTL
(Fig. 20B). Entretanto, o peso relativo do BAT foi igual entre os diferentes grupos (Fig.
20C).

Uma analise mais ampla dos resultados em diferentes medidas de adiposidade
(DEXA e peso relativo dos coxins) sugeriu que o ganho de adiposidade adicional que as
fémeas nascidas de maes RC+GEM apresentaram em relacdo as ratas nascidas de RC
pode ter sido consequéncia do acumulo de massa adiposa em outros coxins, como
subcutaneo, omental ou mesentérico. Chegamos a esta conclusdo, pois no mesmo
momento em que as proles de RC+GEM apresentaram aumento de adiposidade geral,
obtida por DEXA, tais proles ndo apresentaram aumento do peso relativo dos coxins
perigonadal e retroperitoneal.

Até 0 momento, ndo ha na literatura descricdo dos efeitos do tratamento materno
com GEM, e nem de outros agonistas de PPARa, na adiposidade das proles. Porém, ao
explorar as diferencas entre 0s coxins viscerais e subcutaneo, nota-se que os adipdcitos
dos coxins viscerais apresentam maior taxa relativa de lipélise (121), sugerindo que tais
territorios anatdmicos possam ser mais susceptiveis a reducdo de VLDL causada pela
GEM. E valido ressaltar que em nosso trabalho pesamos apenas os coxins perigonadal e
retroperitoneal, porém ha outros coxins adiposos viscerais (omental e mesentérico), além
do subcuténeo, na qual podem ser menos susceptivel a acdo da GEM.

Também é observado que as mulheres apresentam teor total de adiposidade

superior aos dos homens com acimulo maior no coxim subcutaneo (122).
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Figura 20 — Peso relativo da gorduras perigonadal (A), retroperitoneal (B) e do BAT (C) das filhas de mées
CTL (n=7), RC (n= 8) e RC+GEM (n= 5) na 26° semana de vida. Valores expressos como
média £+ SEM. As diferencas estatisticas estdo apresentadas da seguinte forma: *p<0,05;
***p<0,001. Auséncia de * indica auséncia de diferenga estatistica.

Em conjunto, nossos dados e a literatura mostraram que o ganho de peso acelerado
em uma prole que nasce com baixo peso predispde a intolerancia a glicose na vida adulta.
Tal programacdo fenotipica pode ser evitada caso a recuperagdo integral de peso seja
prevenida.

Deste modo, tem se revelado desafiador desenvolver uma estratégia que ao mesmo
tempo recupere o peso e a adiposidade de uma prole com IUGR e ndo predisponha a
intolerdncia a glicose e/ou resisténcia a insulina na vida adulta. Neste sentido, nossos
desfechos decorrentes do uso materno de GEM se revelaram promissores. Esta afirmacéo
se deve ao fato de que o uso de GEM por maes expostas a RC durante gestacdo e lactacdo
consegue recuperar 0 peso ou adiposidade da prole na vida adulta sem impor a ela
intolerancia a glicose e resisténcia a insulina.

Nossos dados indicaram que o uso de GEM por mées expostas a RC na gestacao
e lactacdo proporcionou as proles um ganho de peso e adiposidade muito particular. As
proles nascidas de mdes RC+GEM apresentaram aumento de adiposidade (revelado por
DEXA) e peso corporal sem aumentar o peso relativo dos coxins que contribuem para
adiposidade visceral. Isto indica que o uso de GEM por maes expostas a RC pode ter
aumentado a adiposidade em outros coxins da prole.

E digno de nota que a distribuicdo do tecido adiposo é um dos principais
determinantes da mortalidade e morbidade na obesidade (123). Especificamente, o
acimulo de tecido adiposo intra-abdominal ou visceral estd associado a DM2,
dislipidemia e hipertensdo (124). Esta relagdo foi originalmente atribuida ao aumento do
fluxo de NEFA do tecido adiposo visceral para a circulacdo portal (125). No entanto, o

tecido adiposo visceral faz apenas uma contribuicdo menor para as concentracdes do
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portal NEFA sugerindo que outros fatores, como as adipocinas, também estejam
envolvidas (126, 127).

Independentemente da massa relativa de tecido adiposo visceral, outros estudos
descreveram que maiores quantidades de tecido adiposo subcutaneo, particularmente na
parte inferior do corpo, podem proteger contra intolerancia a glicose, resisténcia a
insulina, dislipidemia e aterosclerose (128). O tecido adiposo gluteo-femoral, por
exemplo, € refratario as alteracGes deletérias na expressao génica que marcam a obesidade
(129). Estes dados da literatura sdo, de certo modo, corroborados por nossos
experimentos, pois a prole de mdes RC+GEM néo apresentou intolerancia a glicose.

Outro parametro relevante é de que a prole de RC+GEM apresentou reducédo da
producdo hepatica de VLDL e menor contetdo de TG no figado. Estes dados sem
precedentes na literatura mostraram que o efeito terapéutico da GEM, um ativador de
PPARa redutor de TG, pode ser transmitido para geracdes. Lillycrop e colaboradores
demonstraram que a prole nascida de ratas expostas @ RC durante o periodo gestacional
apresentaram hipometilacdo em ilhas CpG especificas da regido hepatica promotora de
PPARa (35).

Com isso, € intrigante imaginar o mecanismo epigenético que a ativacdo materna

do PPARa recruta para modular o fen6tipo na geracéo seguinte.

4.3 EFEITOS DA RESTRICAO CALORICA E DO CONSUMO DE PIOGLITAZONA
NOS PARAMETROS MATERNOS

4.3.1 Massa corporal

No primeiro dia de tratamento, equivalente ao 11° DG, ndo houve diferencas
especificas entre as massas corporais das médes alocadas nos grupos CTL, RC, PIO e
RC+PIO. Entretanto, foi observada uma influéncia do fator RC, mas n&o do fator PIO.

Como mostrado na Figura 21, a massa corporal das mées expostas RC (RC e
RC+PI10) estavam 22,7% menor do que a de médes que ndo foram expostas a RC (CTL e
P10) (p<0,0001) no 1° DL. Este efeito da alimentacdo sobre o0 peso materno se manteve
no 10° DL (maes expostas a RC foram 28,9% menores do que mées sem RC; p<0,0001)

e no 21° DL (mées expostas a RC foram 29,7% menores do que mées sem RC; p<0,0001).
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A PIO, combinada ou ndo a RC, ndo interferiu de maneira especifica no peso materno em
nenhum momento da observacéo.

J& é sabido que as TZD tém como efeito colateral aumentar o ganho de peso
através da adipogénese, porém um trabalho de Asnani e colaboradores demonstrou que
pacientes tratados com PIO apresentam capacidade de perder peso através de uma dieta
restrita em calorias (130). Tal estudo corrobora com os resultados encontrados em nossa

pesquisa, no qual as ratas que foram expostas a RC e tratadas com PIO ndo ganharam

peso.
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Figura 21 — Massa corporal (g) das mdes CTL (n= 15), RC (n=15), PIO (n=11) e RC+PIO (h=18) no 11°
DG, 1° DL, 10° DL e 21° DL. Valores expressos como média + SEM. As diferencas estatisticas
estdo apresentadas da seguinte forma: *p<0,05 vs animais sem RC (CTL e PIO). Auséncia de
* indica auséncia de diferenca estatistica.

Dessa maneira, nos nossos resultados de peso corporal das maes e da prole que
mostraremos adiante, a PIO néo foi capaz de alterar o peso pela associagéo a dieta que foi

imposta as maes.
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4.4 IMPACTOS NA PROLE DECORRENTES DA RESTRICAO CALORICA COM
OU SEM CONSUMO DE PIOGLITAZONA DURANTE GESTACAO

4.4.1 Massa corporal ao longo da vida

Ambos fatores (tratamento materno com PIO e RC materna) apresentaram
interacdo significativa na prole desde o nascimento (DL 1) até a 122 semana de vida (DL
1 p<0,0001; 72 semana p<0,0001; 122 semana p<0,01). Os fatores de exposi¢cdo materna
a RC e tratamento materno com PIO interferiram no peso da prole com 1 dia de vida e
também foi observado o mesmo efeito na 72 e 122 semanas de vida (p<0,0001 para DL 1
e na 72 semana e p<0,05 na 122 semana). As ratas nascidas de maes expostas ao fator RC
(RC e RC+PIO) apresentaram menor massa corporal em relacdo as nascidas de mées sem
RC (CTL e PIO), respectivamente 24,1%, 29,8% e 16,6% menores (p<0,0001). Na
analise grupo a grupo foi observado que as ratas nascidas de mées PIO também
apresentaram menor peso corporal quando comparadas as filhas de mées CTL (17,5% no
DL1, 9,3% menores na 7% e 4,1% menores na 122 semanas de vida, respectivamente
p<0,0001 para DL1 e 72 semana e p<0,05 na 122 semana de vida).

Na 162 semana de vida, a massa corporal da prole sofreu influéncia do fator de
exposicao materna a RC (p<0,0001) e interagdo dos fatores (p=0,0002). As ratas nascidas
de mées expostas ao fator RC (RC e RC+PIO) apresentaram reducdo de 16,5%
(p<0,0001) na massa corporal em relacdo as filhas de mées que ndo foram expostas a RC
(CTL e P10O). Na anélise grupo a grupo foi observado que as ratas nascidas de mées P1O
também apresentaram menor peso de massa corporal quando comparadas as filhas
nascidas de maes CTL (8,5%; p<0,01).

Na 20? e 242 semanas de vida, a massa corporal da prole sofreu influéncia apenas
do fator de exposi¢do materna ao tratamento com P10. As ratas nascidas de maes expostas
ao fator RC apresentaram menor massa corporal em relacdo as nascidas de maes que néo
foram expostas a RC (respectivamente 15,5%; p<0,0001 na 20? semana e 14,1%;
p<0,0001 na 24? semana).

Apesar do efeito transitorio decorrente da exposic¢ao a PIO no comego da vida, a
combinacéo entre os dois fatores nédo foi suficiente para promover diminuicdo adicional
no peso da prole, de tal modo que as ratas nascidas de mées expostas a RC e ao tratamento
com PIO apresentaram reducdo de peso similar aquelas nascidas de mdes expostas
somente a RC.
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Nossos dados corroboram com os achados na literatura, pois ja foi demonstrado
que o uso de agonistas de PPARy nos periodos pré e pds natal reduziram o peso fetal e o
crescimento da prole (89, 131). Alem disso é importante ressaltarmos que a administragao
de P10 nas mées durante a gestacdo, ndo foi capaz de causar teratogenia no fenotipo da
prole.

Dessa maneira, foi observado que a PIO administrada nas maes expostas a RC
durante a gestacdo e a lactacdo ndo foi capaz de aumentar o peso da prole ao longo da

vida, tendo assim um predominio da acdo da RC.

- CTL
- RC

P10
-©- RC+PIO

350 T

300 A

2501

200 T

150

100 -

Massa corporal (g)
(o]
[ |

»
1

w

DL 1 7 12 16 20 24

Figura 21 — Massa das proles nascidas de maes CTL (n= 8-15), RC (n= 8-15), PIO (n= 5-11) e RC+PIO
(n=8-18) na 73, 122 162, 20% e 242 semanas de vida. Valores expressos como média = SEM. As
diferencas estatisticas estdo apresentadas da seguinte forma: *p<0,05 vs CTL e PIO; # p<0,05
PIO # CTL; $ p<0,05 quando RC # RC+PIO. Auséncia de *, # e $ indica auséncia de diferenca
estatistica.

4.4.2 Ingestéo alimentar

A ingestdo materna na 72 semana de vida da prole sofreu influéncias dos fatores
de exposicdo materna a RC e ao tratamento com PlO. Houve reducdo de 14,7% na
ingestdo alimentar de ratas nascidas de mdes que foram expostas a RC quando
comparadas com as filhas de mées que ndo foram expostas a RC (p=0,0014). Além disso,
houve uma reducdo de 14,7% na ingestdo alimentar das filhas de mées que foram tratadas
com PIO quando comparadas as filhas de mées que ndo foram tratadas com PIO

(p<0,0001). Na analise grupo a grupo, foi observado uma reducdo na ingestéo alimentar
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das filhas de maes P10, RC e RC+PIO quando comparadas as filhas de mdes CTL
(respectivamente 18,5%, 14,7% e 23,4%) (Fig. 23A).

A ingestdo alimentar, na 122 semana de vida, sofreu influéncia do fator exposi¢ao
materna a RC (p<0,0001) e interacdo significativa entre os fatores (p<0,01). Houve
reducdo de 8% na ingestdo alimentar das ratas nascidas de maes que foram expostas ao
fator RC quando comparadas com as filhas de mées que ndo foram expostas a RC. Na
analise grupo a grupo, foi observado aumento na ingestéo alimentar das filhas de mées
P1O guando comparada as filhas de mde CTL, RC e RC+PIO (respectivamente 22,8%;
p<0,001, 33,6%; p<0,001 e 44,4%; p<0,0001).

A ingestdo alimentar sofreu influéncia dos fatores exposicdo materna a RC
(p<0,01) e a PIO (p<0,0001) com interacé&o significativa (p<0,05), na 162 semana de vida.
Na analise grupo a grupo, foi observado aumento na ingestao alimentar das filhas de méaes
P1O guando comparada as filhas de mde CTL, RC e RC+PIO (respectivamente 23,4%;
p<0,001, 36,4%; p<0,0001 e 42,8%; p<0,0001) (Figs. 23B e 23C).

Sobre a ingestdo alimentar na 20? semana de vida foi observada influéncia do fator
exposicdo materna a RC. Houve uma reducdo de 9,1% na ingestdo alimentar de ratas
nascidas de méaes que foram expostas a RC quando comparadas com as filhas de méaes
que ndo foram expostas a RC (p=0,002). Na analise grupo a grupo, foi observado uma
reducdo de 14,5% na ingestdo alimenta das filhas de mdes RC+PIO quando comparada
as das filhas de méaes CTL (Fig. 23D).

Na ingestdo alimentar na 242 semana de vida, foram observadas influéncias dos
fatores de exposicdo materna a RC e ao tratamento com P1O. Houve uma reducdo de 7,9%
na ingestdo alimentar de ratas nascidas de mées que foram expostas a RC quando
comparadas com as filhas de mées que ndo foram expostas a RC (p=0,001). Além disso,
houve uma reducéo de 6,5% na ingestéo alimentar das filhas de mées que foram tratadas
com PIO quando comparadas as filhas de mées que ndo foram tratadas com PIO
(p=0,012). Na analise grupo a grupo, foi observado uma reducéo de 7,9% na ingestao
alimentar das filhas de maes RCP quando comparada as filhas de mdes CTL e de 9,3%
guando comparada as filhas de mées P10 (Figs. 23E).

J& foi constatado que a administracdo de PIO aumenta o consumo de alimentos
em roedores (132) e que a RC durante o periodo de lactagdo faz com que a prole ganhe
menos peso e consuma menos calorias (133). Dessa maneira, podemos observar que 0
aumento do consumo alimentar das filhas de mées PIO em tais semanas coincide com

aumento da massa corporal das mesmas. Ao analisarmos as filhas de mées RC+PIO,



65

observamos que ndo houve tal aumento na ingestdo, deixando claro que, o efeito da
exposicdo materna & RC sobrepde-se ao do tratamento com PIO, no que diz respeito a
modulacgéo da ingestéo alimentar.
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Figura 23 — Ingestdo alimentar de ratas nascidas de mdes CTL (n= 11), RC (n= 6), PIO (n= 10-12) e
RC+PIO (n=8) na 72 (A), 122 (B), 162 (C), 20% (D) e 242 (E) semanas de vida. Valores expressos
como média + SEM. As diferencgas estatisticas estdo apresentadas da seguinte forma: *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001. Auséncia de * indica auséncia de diferenca estatistica.

4.4.3 Gasto energético e quociente respiratorio

Todos 0s grupos apresentaram um gasto energético maior na fase escura do que
na fase clara (em média 28% maiores; p<0,05). Apesar disto, o fator de exposi¢do materna
a PIO foi capaz de diminuir o gasto energético. No caso, as filhas nascidas de maes
expostas a PIO, independente da fase, apresentaram um gasto energético menor do que
aquelas nascidas de maes ndo expostas a P10 (27,7% menor na fase clara e 24% menor
na fase escura; p<0,0001). O fator RC néo interferiu no EE da prole (Fig. 24A).

As filhas nascidas de mdes ndo expostas a P1O apresentaram RQ na fase clara
maior que na fase escura (p<0,05). Tal fendbmeno ndo foi observado nas filhas nascidas
de maes expostas a PIO (Fig. 24 B). Deste modo, nossos dados permitem a concluséo de
que as filhas de maes que receberam PIO, independente da exposi¢cdo ou ndo a RC,
apresentaram inflexibilidade metabdlica.

De acordo com Lu e colaboradores, a expressao de PPARY, no sistema nervoso,

desempenha papel importante na regulacdo do metabolismo energético (134). Estes
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autores descreveram que camundongos knockout para PPARy neuronal apresentaram
menor ingestdo alimentar e aumento do gasto energético, o que pode ser explicado pelo
aumento da sensibilidade central a leptina e a expressdo do gene UCP1 nos tecidos
adiposos branco e marrom (134). Além do mais, ja foi demonstrado que o PPARy
aumenta a ingestdo alimentar através da supressdo da grelina em roedores (132). Dessa
maneira ao analisar os resultados presentes podemos concluir que a prole nascida de mées
que foram expostas a RC e tratadas com PI1O apresenta diminuicdo do gasto energético

sem aumento da ingestdo alimentar.
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Figura 24 — Gasto energético e quociente respiratorio em termoneutralidade da 222 a 26 semanas de vida
das ratas nascidas de médes CTL (n=5), RC (n=5), PIO (n=3) e RC+PIO (n= 7). Colunas no
gréafico que ndo estdo preenchidas demonstram a Fase Clara, ja as colunas com preenchimento
demonstram a Fase Escura. Valores foram expressos como média + SEM. As diferencas
estatisticas estdo apresentadas da seguinte forma: @p<0,05; * p<0,05. Auséncia de @ ou *
indicam auséncia de diferenca estatistica.

4.4.4 Frages lipidicas no primeiro dia de vida

As concentragdes de TG e colesterol total das ratas nascidas de mées CTL, RC,
P10 e RC+PI10 apresentaram valores similares entre si no primeiro dia de vida (Figs. 25A
e 25B).

Até o momento, ndo foi encontrado na literatura sobre os efeitos da exposi¢édo

materna a RC e ao tratamento com PIO nas fraces lipidicas da prole no 1°DL.
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Figura 25 - Concentragdes de TG (A) e colesterol (B) no soro dos neonatos de ratas CTL (n=4), RC
(n=4), P10 (n=3) e RC+PIO (n=5) no dia 1 de lactacdo. Valores expressos como média
+ SEM.

4.4.5 Frag0es lipidicas na vida adulta

Foi observada influéncia do fator tratamento materno com PIO sobre as
concentracdes de TG da prole adulta. As ratas nascidas de mées PIO e RC+PIO com 27
semanas de vida apresentaram diminuicdo de 30,8% na concentracdo de TG quando
comparada as filhas de médes CTL (p<0,01) (Fig. 26A). Por outro lado, as concentracdes
de colesterol total estiveram 24,9% maiores nas ratas nascidas de maes P1O em relacédo
as que nasceram de mées CTL (p<0.05) (Fig. 26B).

Ainda ndo foi descrito os impactos do tratamento materno com PIO nas
concentracdes de TG e colesterol total da prole fémea adulta, porém, as acGes diretas da
P10 no metabolismo lipidico ja sdo bem conhecidas. Em monoterapia, o uso da P10 em
pacientes com DM2 causa diminuicéo significativa nas concentracfes de TG a partir da
reducdo de VLDL, além do aumento das concentragbes de HDL (135, 136).
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Figura 26 — Concentragdo de TG (A) e colesterol (B) no soro das fémeas nascidas de méaes CTL, RC, PIO
e RC+PIO com 27 semanas de vida e em estado alimentado (CTL n= 15, RC n=13, PIO n=12
e RC+P10 n=10). Valores foram expressos como média = SEM. As diferencas estatisticas estdo
apresentadas da seguinte forma: *p<0,05; **p<0,01. Auséncia de * indica auséncia de diferenca
estatistica.

4.4.6 Niveis hepaticos de TG

N&o encontramos diferencas entre as quantidades de TG nos figados das fémeas
nascidas de mées CTL, RC, PIO e RC+PIO com 27 semanas de vida (Fig. 27).

Assim como nos impactos sobre a trigliceridemia, ndo ha descrito até 0 momento
se o0 tratamento com PIO durante a gestacdo modifica os niveis hepaticos de TG na prole.
A PIO, entretanto, € capaz de diminuir os niveis de TG hepatico em camundongos
depletados de apoE funcional e também em ratos tratados com frutose (137, 138).

Dessa maneira, podemos observar que a P1O pode alterar os niveis hepaticos de

TG quando ha comorbidades, o que ndo ocorre nas proles do nosso estudo.
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Figura 27 — Quantidade de TG no figado de ratas nascidas de médes CTL (n=7), RC (n=8), PIO (n=4) e
RC+PIO (n=8) com 272 semana de vida. Valores expressos como média = SEM. Auséncia de *
indica auséncia de diferenca estatistica.

4.4.7 Tolerancia a glicose

Os resultados do GTT mostraram que nao hé efeito dos fatores exposi¢do materna
a RC e nem ao tratamento com P10 sobre a tolerancia a glicose. Entretanto, ambos fatores
interagiram de maneira significativa (p=0,0275). Na comparacao grupo a grupo, podemos
observar que houve aumento de 21,6% na AUC do GTT das filhas de mées PIO quando
comparadas as filhas nascidas de maes CTL (Fig. 28).

N&o h& na literatura informaces a respeito dos efeitos da exposi¢cdo materna a
PIO durante a gestacdo e a lactacdo, na tolerancia a glicose dos filhotes fémeas na vida
adulta, contudo, em um estudo com individuos que apresentavam diminuicdo da
tolerancia a glicose, a administragdo cronica de P10 foi capaz de normalizar a tolerancia
a glicose (139). Em roedores, foi observado que os efeitos da PIO nos parametros
glicémicos podem apresentar variagdes de acordo com o sexo (140). Foi demonstrado no
trabalho de Kalanderian e colaboradores que as proles fémeas nascidas de maes expostas
a dieta hipercaldrica apresentaram aumento da tolerancia a glicose apds serem tratadas
por 2 semanas com PIO, o que néo foi notado na descendéncia masculina (140).

Em nossos resultados, mostrados na Figura 28, foi observado que ratas nascidas

de mées P10 apresentaram diminuicdo da tolerancia a glicose quando comparada as filhas
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nascidas de mées CTL. O que € o contrario do efeito terapéutico da PIO, porém uma
explicagdo para tal efeito é que as filhas de mdes PIO tiveram cacth up total de
crescimento, com aumento da ingestdo alimentar e diminuicdo do gasto energético.

Por outro lado, a exposi¢cdo materna a PIO foi incapaz de alterar a tolerancia a
glicose na prole fémea quando houve presenca simultanea da exposicdo materna a RC,
pois tais filhas (RC+PIO) permaneceram pequenas ao longo de toda vida, consumiram
menos alimentos e gastaram menos energia.

Também foi observado que a exposicdo materna a RC durante a gestacdo e
lactacdo foi incapaz de alterar a tolerancia a glicose das proles, o que corrobora com o0s
dados da literatura (116).
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Figura 28 — Teste de tolerancia a glicose na 242 semana de vida das ratas advindas de méaes CTL (n= 12),
RC (n=11), P10 (n=11) e RC+PIO (n=7). Valores expressos como média + SEM. As diferengas
estatisticas estdo apresentadas da seguinte forma: *p<0,05. Auséncia de * indica auséncia de
diferenga estatistica.

4.4.8 Sensibilidade a Insulina

As filhas que nasceram de maes que foram expostas a RC apresentaram aumento
na sensibilidade a insulina na 252 semana de vida (aumento de 50,4% quando comparada
as filhas de mées que ndo foram expostas a RC, p<0,05). A comparag¢do grupo a grupo

revelou um aumento de 67,8% na sensibilidade a insulina das filhas de mies RC+PIO
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quando comparadas as filhas de maes CTL. Tal conclusdo se sustenta com base nas
comparacg0es dos valores de Kt (Fig. 29).

O tratamento com PIO é capaz de promover melhora na sensibilidade & insulina
em animais obesos (140-142). Em nossos resultados, podemos observar que o aumento
da sensibilidade a insulina foi mais pronunciado nas fémeas nascidas de mées que foram
expostas a RC e tratadas com P10 durante a gestacéo e a lactagéo.

As filhas de maes que foram tratadas com PIO durante a gestacdo e a lactagéo
apresentaram menor tolerancia a glicose e nao foi observado maior resisténcia a insulina.
Camundongos com deficiéncia de PPARy na presenca de dieta hipercalorica
apresentaram secre¢do de insulina diminuida (143). Dessa maneira, o efeito da
diminuicdo da toleréncia a glicose pela prole de maes P10 pode ser explicado talvez pela
supressdo do gene PPARYy nas ilhotas pancreaticas levando a menor secre¢do de insulina
na presenca de glicose.
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Figura 29 — Sensibilidade a insulina nas ratas nascidas de maes CTL (n= 14), RC (n=10), PIO (n=10) e
RC+PIO(n=7) na 25 semana de vida. Valores expressos como média £ SEM. As diferencas
estatisticas estdo apresentadas da seguinte forma: *p<0,05. Auséncia de * indica auséncia de
diferenca estatistica.

4.4.9 Peso relativo dos diferentes coxins de tecido adiposo

As filhas nascidas de mées expostas a RC apresentaram menor peso relativo do

coxim perigonadal (36,2% menor do que daquelas nascidas de mées sem RC; p=0,0019).
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A comparacao grupo a grupo mostrou, entretanto, que apenas as ratas nascidas de maes
RC, ao contrério das nascidas de maes RC+PIO, apresentaram uma redugdo do peso
relativo deste coxim (53% vs. CTL; p<0,01) (Fig. 30A).

No caso do coxim retroperitoneal, foi observado um perfil semelhante de
modulacdo. As filhas nascidas de mées expostas a RC apresentaram menor peso relativo
do coxim retroperitoneal (29,3% menor do que daquelas nascidas de maes sem RC; p=
0,0137). A comparacao grupo a grupo mostrou, entretanto, que apenas as ratas nascidas
de mdes RC, ao contrario das nascidas de mdes RC+PIO, apresentaram uma reducéo do
peso relativo deste coxim (43,8% vs. CTL; p<0,05) (Fig. 30B).

O peso relativo do BAT foi menor nas filhas que nasceram de mées que foram
tratadas com P1O (44% menor do que aquelas nascidas de maes néo tratadas com PIO;
p<0,0001). O fator exposicao materna a RC na gestacéo e na lactacdo ndo interferiu neste
parametro na vida adulta da prole. (Fig. 30C).

J& ¢é sabido que o aumento do tecido adiposo visceral estd associada a diversas
doencas cardiometabdlicas (144). Em nossos resultados, pode-se observar que oS pesos
relativos dos coxins retroperitoneal e perigonadal das filhas de mées RC sdo menores do
que das filhas de mées CTL.

Como mencionado anteriormente, a ativacdo de PPARy induz a adipogénese,
aumentando a capacidade de armazenamento de TG nos tecidos adiposos brancos,
acarretando em aumento do peso corporal e adiposidade (79, 140). Entretanto, um estudo
mostrou que a administragdo de agonista de PPARy em animais durante a gestacdo foi
incapaz de aumentar a adiposidade visceral dos fetos (145).

N&o ha na literatura descricdo dos efeitos da exposicdo materna a PIO e as
alterac6es do tecido adiposo marrom e branco na prole fémea adulta, mas, ao analisarmos
0s nossos dados, podemos observar que a diminuicdo do gasto energético juntamente com
a inflexibilidade metabdlica das proles nascidas de mées que foram expostas ao
tratamento com PIO foi acompanhada por aumento do peso relativo dos coxins viscerais
e diminuigdo do peso relativo do BAT, seguido ainda de alteragcbes na expresséo de

importantes genes.
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Figura 30 — Porcentagem do peso relativo dos coxins perigonadal (A) e retroperitoneal (B) e do BAT (C)
de filhas nascidas de mées CTL (n=7), RC (n=8), PIO (n=5) e RC+PIO (n=8). Valores foram
expressos como média + SEM. As diferencas estatisticas estdo apresentadas da seguinte forma:
*p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001. Auséncia de * indica auséncia de diferenga estatistica.

4.4.10 Expressao de genes no coxim perigonadal

As expressOes dos genes de PPARy, FASN, LPL, CD36 e DGAT1 ndo foram
moduladas de maneira independente pelos fatores exposi¢do materna a RC ou tratamento
materno com a P10 (Figs. 31A, 31B, 31C, 31D e 31E).

Os fatores de exposi¢do materna a RC e ao tratamento com P10 impostos nas mées
durante a gestacdo e lactacdo ndo foram capazes de modular a expressao génica de UCP1
e PGC1la, porém houve efeito do fator interagdo (p=0,03) (Fig. 31F e 31G).

A expressdo do gene CPT1 na prole fémea sofreu influéncia do fator exposigéo
materna a RC, apresentando aumento de 80,3% da expressdao de CPT1 quando
comparadas as filhas de mées ndo expostas a RC (p=0,02). O fator exposi¢do materna a

P10 néo foi capaz de modular a expressdo deste gene (Figs. 31H).
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A expressdo génica de DGAT2 na prole fémea nao apresentou influéncia da

exposicao materna aos fatores RC e P1O, porém a expressdo de DGAT2 sofreu influéncia

do fator interacdo (p=0,0164). Na comparacdo grupo a grupo, podemos observar que
houve reducédo da expressao de DGAT2 nas filhas de maes RC, PIO e RC+PIO (p<0,05

para todos os grupos) (Fig. 311).
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Figura 31 — Expresséo de diferentes genes, PPARy (A), FASN (B), LPL (C), CD36 (D), DGAT1 (E), UCP1
(F), CPT1 (G), DGAT 2 (H), PGCla (1), no coxim perigonadal de filhas nascidas de mées
CTL (n=5-6), RC (n= 6-7), PIO (n= 4-5) e RC+PIO (n= 6) na 262 semana de vida. VValores
expressos como média + SEM. As diferencas estatisticas estdo apresentadas da seguinte forma:

*p<0,05. Auséncia de * indica auséncia de diferenca estatistica.

4.4.11 Expresséo de genes no coxim retroperitoneal

materna ou tratamento materno com P10 (Figs. 32A, 32B e 32C).

As expressdes de PGCla, UCP1 e FASN néo foram modulados pelos fatores RC

As filhas de mées que foram expostas a RC apresentaram aumento de 112,1% da

expressao génica de PPARy quando comparada as filhas de maes que nao foram expostas
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a RC (p=0,025). O fator tratamento materno com PIO ndo foi capaz de modular a
expressao deste gene (Fig. 32D).

A expressdo génica de DGATL, CD36, LPL, DGAT2 e CPT1 sofreu influéncia
apenas do fator exposicdo materna ao tratamento com PIO (respectivamente, 72,9%,
84,9%, 228,1%, 143,7% e 49,7% maiores que as filhas de mées ndo tratadas com PIO
p<0,0001, p<0,001, p<0,001, p<0,001 e p<0,001) (Figs. 32E, 32F, 32G, 32H e 32I).

Até 0 momento, ndo estdo bem elucidadas as diferencas funcionais entre os
tecidos adiposos retroperitoneias e perigonadais. Segundo Betz e colaboradores, a
gordura retroperitoneal pode apresentar fenotipo semelhante ao BAT através do
escurecimento do tecido e ainda pode ser regulada pelas mesmas acdes fisioldgicas que o
BAT interescapular (146).

Ao analisarmos os dados, percebe-se que as filhas de maes que foram tratadas com
PIO durante a gestacdo e a lactacdo apresentaram aumento da adiposidade e menor gasto
energeético concordando com o aumento da expressdo génica de DGAT1, DGAT2, CD36,
LPL e CPTL1, que sdo genes importantes no metabolismo de lipideos, sendo responsaveis
pela reesterificacdo e captacdo de acidos graxos, hidrolise de lipideos e beta-oxidacéo de

acidos graxos.



76

Rk

(1 don) Oy

m TI "l |

(eT 09d) OH

«\/

&\/

oo
n A
L
-3

(Advdd) 0¥

o o

o
0

(NSvd) 0¥

«\/

&\/

o §%do o

(9€a2) 0N

o 3Hgo o

«\/

(T Lv9oa) 0y




77

G H
8 T T * T 1 8
*
1 r T 1
6 o ~ 6 o
o o~
- —
o <
2 44 —I— g 4 -
o . = o°
& oo o 7y
i oo o e
2 o ? ° %00
I ogve i I. I"*'I. |
0 T T T T 0 T T T T
\% [¢] @] ] \Z O ] ©]
O& Ly Q\ >({2\ O& < <2\ xQ\
@]
<z»° <&
|
2.517 r % |
2.049
- %
bo151 b s
O [ ] 96
~ b w.d |
o 1.0 | ==
o o
e® ol ]
0.5+
0.0 T T T T
\Z %] ] ]
O& & Q\ xQ\
O
Q.

Figura 32 — Expressdo de diferentes genes, PGC 1a (A), UCP 1 (B), FASN (C), PPARy (D), DGAT1 (E),
CD36 (F), LPL (G), DGAT 2 (H), CPT1 (I), no coxim retroperitoneal de ratas nascidas de
mées CTL (n= 6-7), RC (n= 6-7), PIO (n= 4-5) e RC+PIO (n= 6-7) na 262 semana de vida.
Valores expressos como média + SEM. As diferencas estatisticas estdo apresentadas da
seguinte forma: *p<0,05. Auséncia de * indica auséncia de diferenga estatistica.

4.4.12 Expressao de genes no BAT

O BAT ¢é um tecido que desempenha um papel importante na termogénese
adaptativa sem tremor e também na regulacdo da temperatura (147). Ele se difere dos
tecidos adiposos brancos por possuir grande nimero de mitocondrias e por dissipar
energia através do desacoplamento da fosforilagdo oxidativa resultante da expresséo da
proteina de desacoplamento mitocondrial 1 (UCP1) (148).

Nossos resultados mostraram que a expressdo do gene CideA no BAT da prole
fémea apresentou influéncia dos fatores de exposi¢do materna & RC e ao tratamento com
P10. Quando comparamos grupo a grupo, observamos que houve uma reducao de 99,9%,
da expressdo do gene CideA nas filhas de mdes RC+P10 quando comparadas as filhas de
mées CTL (p<0,05) (Figs. 33A)
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A expressdo dos genes CideC, XdH e PPARYy sofreu influéncia apenas do fator
exposicdo materna ao tratamento com PIO. As filhas de mées tratadas com PIO
apresentaram reducdo na expressdo dos genes marcadores para diferenciacdo para
adipdcitos marrom, (respectivamente 121,2%, 56,9% e 50,1% menores do que as filhas
de mées que nao foram tratadas com PIO; p=0,01, p=0,01 e p=0,02) (Figs. 33B, 33C e
33D).

O gene relacionado a termogénese (UCP1) também foi modulado pelo fator
exposicdo materna a P1O (reducdo 48,9%; p=0,03 vs. filhas de médes que ndo foram
tratadas com PIO). Na analise grupo a grupo, apenas as filhas de mdes RC+PIO
apresentaram reducdo de 64,1% (p<0,05) na expressédo deste gene quando comparadas as
filhas de médes RC (Fig. 33E).

Sabe-se que a ativacdo do BAT aumenta o gasto energético, contribuindo para a
reducdo da concentracdo de lipideos e glicose circulantes e para maior gasto energético.
Mulheres apresentam maior expressdo de UCP1, além de niveis mais altos de tecido
adiposo marrom (149-151).

Dessa maneira, podemos observar que a exposi¢do materna a P1O foi capaz de
diminuir a expressdo de genes responsaveis pela diferenciacdo para adipdcitos marrons,
adipogénese, termogénese, armazenamento e formacao de lipideos, acbes que justificam
a diminuicdo do gasto energético.
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Figura 33 — Expresséo de diferentes genes UCP1 (A), CideA (B), CideC (C), XdH (D), PPARy (E) no BAT
de ratas nascidas de mées CTL (n=6), RC (n=8), PIO (n=5) e RC+PIO (n= 7-8) na 262 semana
de vida. Valores expressos como média + SEM. $p<0,05 vs. animais sem RC; &p<0,05 vs. 0s

animais sem P10; #p<0,05 vs. grupo RC.

A recuperacdo de adiposidade na prole RC+PIO tem caracteristicas diferentes

daquela observada na prole RC+GEM. A prole RC+PIO adquiriu adiposidade visceral

gracas a reducdo do gasto calorico, que foi acompanhada de reducdo de marcadores de

termogénese no BAT, bem como de seu peso relativo. Nossa interpretacdo € que o BAT



80

menor e com menor expressdo de UCP1 provoca um desvio de fluxo de metabdlitos com
alta densidade energética para coxins viscerais, no caso, perigonadal e retroperitoneal,
aumentando seu peso relativo.

A hipdtese construida no paragrafo acima, a de que alteracdes extrinsecas ao
coxim promovem aumento de seu peso relativo, sdo mais condizentes para 0 coxim
perigonadal das proles RC+PIO, pois estes ndo apresentam aumento na expressao de
genes relacionados a captacdo de acidos graxos e reesterificagdo para TG. No caso do
coxim retroperitoneal, ha modificagcfes intrinsecas a ele que justificam seu aumento de
peso relativo, como maior expressao de CD36, LPL, DGAT1 e DGAT2.

Assim, é possivel que mecanismos diferentes proporcionem o ganho de peso
relativo de coxim retroperitoneal e perigonadal em prole de RC+PIO, sendo que o do
segundo deve ser secundario as mudancas no BAT. Ademais, esta possivel reducdo na
capacidade termogénica do BAT na prole de RC+PIO é acompanhada de reducdo da
expressdo de genes que marcam a diferenciacdo para a adipocito marrom (Cidec, Cidea e
Xdh). Tal fato é condizente com o desaparecimento da flexibilidade metabdlica nas proles
nascidas de RC+PI0.

Assim como para a prole nascida de RC+GEM, seria importante especular sobre
0 mecanismo pelo qual a prole nascida de RC+PIO apresentam estas diferencas em coxins
distintos. A expressdo do PPARYy aparece reduzido no BAT da prole de mdes tratadas
com P10 (com ou sem RC). Dessa maneira, € possivel que mudancas epigenéticas, como
metilagdo de ilhas CpG, ocorram nos alvos diretos do PPARy da prole exposta
precocemente a P10, pois ja é sabido que a hipermetilacdo de CpG na regido promotora
reduz a expressao de genes e que ha relacdo inversa entre a metilacdo do PPARYy e as
dimensGes corporais com supressao da adipogénese (152, 153).

De qualquer modo, dada a perda da flexibilidade metabdlica e a reducéo do gasto
caldrico, os dados atuais sugerem que a exposicdo materna a PIO, ao contrario da
exposicdo a GEM, ndo parece ser uma estratégia potencialmente interessante para a
recuperacao de peso ao longo da vida em uma prole nascida e amamentada por mées RC.
Segundo o trabalho de Faerch e colaboradores, a inflexibilidade metabdlica pode
anteceder ao surgimento da resisténcia a insulina (154).

Dessa maneira, apesar das proles RC+PI0 néo apresentarem intolerancia a glicose
e nem resisténcia a insulina, a perda da flexibilidade metabdlica € um indicativo que

futuramente possam ocorrer alteracbes no metabolismo glicidico da prole ou serem
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exacerbadas por ocasides de alteracbes na dieta, como, por exemplo, a exposicao a dieta

hiperlipidica.
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5. CONCLUSAO

O tratamento com GEM ou PIO exercem impactos diferentes nas proles de mées
que foram tratadas com tais drogas e expostas a RC durante a gestacdo e a lactacdo
demonstrando um complexo fendmeno de programacao materno-fetal.

O consumo de GEM por maes expostas a RC gera uma prole que tem a capacidade
de consumir mais alimento e modificar o ganho de peso ao longo da vida. O consumo
materno de GEM também faz com que a prole de mées exposta a RC tenha maior
adiposidade na vida adulta. Interessantemente, este ganho de adiposidade é acompanhado
de menor acimulo de gordura no figado e menor producdo de VLDL navida adulta. Além
disto, o0 ganho de adiposidade ndo é acompanhado de menor gasto energético e ndo esta
associado a resisténcia a insulina ou intolerancia a glicose.

O consumo de PIO por maes expostas a RC, entretanto, gerou proles que nédo
apresentaram maior peso corporal, mas aumentaram a adiposidade visceral. Além disto,
as proles nascidas de mées expostas a PIO apresentaram reducdo do gasto energético e
inflexibilidade metabdlica. Tais efeitos sdo acompanhados por uma diminuicdo da
expressao de UCP1 no BAT, bem como menor peso relativo deste coxim. A exposi¢do
materna a PIO também aumenta a expressdo de genes relacionados a reesterificacao e
captacdo de acidos graxos, hidrolise de lipideos e beta-oxidagdo de acidos graxos no
coxim retroperitoneal da prole.

Dessa maneira, concluimos que o uso de agonista PPARo (GEM) em mées
expostas a RC durante a gestacdo e lactacdo é capaz de programar um ganho de peso
corporal adequado, com catch up parcial sem alteracBes deletérias ao metabolismo.
Enguanto que o uso de agonista PPARy (PIO) em mées expostas a RC durante a gestagdo
e lactacdo ndo tem o mesmo potencial na programacdo do peso, podendo acarretar

alteracdes metabolicas desfavoraveis futuramente.
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7. ANEXOS
S"
NG A e ‘A-}

CERTIFICADO

Certificamos que a propoem intitulada Mmmww_m
on‘ﬂﬂ_l sob a mulndm«mwmmm que
envolve a producdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, sublfilo Verfebrata
{excato o homeam) para fins de pesquisa clentifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os precaitos da
LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animals, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2008, & com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em 24 de outubro

de 2016.

Finalidade: { ) Ensino { X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto: 10/11/2016-01/08/2020

Vigéncia da autorizagdo para manipulagdo | 10/11/2016-01/08/2020 “

animal:

Espécle / inhagem/ raga: Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)

No. de animais: 140

Peso / idade: 11 semanas / 280g |
[ Sexo: 20 machos / 120 fémeas

Origem: CEMIB/UNICAMP

A aprovagdo pela CEUANUNICAMP nao dispensa autonzagdo prévia junte ao IBAMA, SISBIO ou ClBio.

Campinas, 24 de outubro de 2016,

AT v

Prefa, Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud Fatima Alonso ,,“
Presidente Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos alengho 80 prazo para envio do relatdrio final de atividades referents a aste protocolo: até 30 dias
apés o encerramento do sua vigéncia. O formuldrio encontra-se disponivel na pagina da CEUAUNICAMP, ama do
pesquisador responsdvel. A nio apresentagdo de relatério no prazo estabelecido impedird que novos protocalos
sejam submetidos.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta inttulada Efeito d
: mgtstrada com o n® 5007-

1f2018 sob a fespomb-"dadc de mmmu_mmw que

envolve a produgdo, manutengde ou utizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertsbrata
(excato o homeam) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os precelios da
LEI N* 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, gue estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pele Conselho
Nacional de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), tendo sldo aprovada pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em 18 de outubro

de 2018

Finalidade: ( )Ensino { X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 04/01/2019-01/08/2020
Vigéncia da  autorizagdo  para | 04/01/2018.01/08/2020
manipulacio animal:
“Espécie / linhagem/ raga: Rato heterogénico | HanUnib: WH (Wistar)
No. de animais: 100
“idade/Peso: 11 semanas / 2803
Sexo: 20 machos / B0 fémeas
Origem: CEMIB/UNICANP
Biotério onde serdo mantidos os | Biotario de Expenimentaglo em Cronobioiogia, FCMIUNIGAMS
animais:

A aprovagso pela CEUAUNICAMP 118y dispensy sulurizsgss prévia unts 30 IBAMA, SISBIU oy ClBio e &
restrita a protocolos desenvoividos em biotérios & laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas 18 de outubro de 2018

} INEWER
rd
Fivaro Fatma Alofiso '
Preﬂden Secretdria Executiva

IMPORTAMTE: an.mmummmooﬂhﬂumm.nm:mnaunwomm
u-uwowmowwmumamw.wnmmmm-ua"u
POSentacdo de relatdeis No raxo satatelecido IMpedird QUE BOVOS PACACCOICS Sejam submetidos
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