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RESUMO

Condicgdes adversas no metabolismo durante os estagios iniciais da vida estdo ligadas a um
maior risco de doencas cronicas ndo transmissiveis, conforme fundamentado no estudo sobre
Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD). O consumo excessivo desses
acucares durante a gravidez por parte das maes tem efeitos negativos nos indicadores
metabdlicos de satde de seus filhos. A Sindrome Metabdlica (SM), que se manifesta no figado
como doenca hepatica gordurosa nédo alcoolica (DHGNA), tem sido associada ao aumento no
consumo de agUcares adicionados. Este trabalho busca investigar os mecanismos metabdlicos
que levam a instalacdo precoce da esteatose hepatica na prole de ratas expostas a uma dieta rica
em sacarose (DRS) durante o periodo perigestacional. Foram utilizadas ratas fémeas (Rattus
novergicus) alimentadas com DRS ou dieta padrdo por 12 semanas. A exposi¢cdo a dieta
abrangeu os periodos de pré-concep¢do, gestacdo e lactagdo. Apds o desmame, a prole foi
alimentada com uma dieta controle, sendo subdividida em dois grupos: os que foram
eutanasiados aos 30 ou 90 dias de vida. Foram avaliadas caracteristicas ponderais, morfol6gicas
e bioquimicas das maes (FO) e descendentes, além de analises moleculares realizadas nos
descendentes. A geracdo FO DRS no periodo pré-gestacional apresentou diferencas
significativas no peso durante o periodo perigestacional de forma pontual e menor peso do
figado quando comparado ao grupo CTR, além disso apresentou hipertrigliceridemia, aumento
no indice de TyG e no teste oral de tolerancia a glicose (GTT). Ndo foi observado esteatose
hepética nas mées. No que se refere a prole (fémeas e machos) os descendentes das maes DRS
apresentaram aumento no peso corporal na prole de machos. A prole de fémeas expostas a DRS
apresentou, aos 30 dias, diferencas significativas no peso dos ovarios e pancreas em
comparagdo ao grupo CTR. Nos machos, aos 30 dias, houve um aumento significativo na
gordura periepididimal e, aos 90 dias, na gordura retroperitoneal em relacdo ao grupo CTR.
Ambos o0s sexos, aos 30 e 90 dias, desenvolveram esteatose hepética. Nas fémeas, houve
aumento dos triglicerideos hepaticos aos 30 dias e maior acumulo de gordura no figado aos 90
dias, enquanto nos machos, aos 90 dias, também foi observado aumento dos triglicerideos
hepéticos. As fémeas apresentaram maior expressao de genes lipogénicos, como FASN aos 30
e 90 dias e PPAR-y aos 90 dias, além de genes de beta-oxidacdo, como PGCla e PPAR-a
especialmente aos 90 dias. Em contraste, 0s machos mostraram uma reducdo na expressao de
PPAR-y. Este estudo revelou que a exposicdao perigestacional das ratas a uma dieta rica em
sacarose causou importantes alteracdes metabolicas nas mées e seus descendentes, destacando
a instalacdo precoce de esteatose hepatica e mudancas na expressdo de genes ligados a
lipogénese, especialmente nas fémeas. As respostas adaptativas diferiram entre os sexos,
particularmente na regulacdo de genes lipogénicos e no acumulo de gordura no figado. Esses
achados reforcam a importancia de estratégias preventivas durante o periodo perigestacional,
evidenciando os impactos adversos do consumo excessivo de sacarose na salde metabdlica
materna e na programacao metabolica da prole, com implicacdes especificas de sexo.

Palavras-chave: DOHaD; Esteatose hepatica; Sindrome metabdlica; Perigestacional.



ABSTRACT

Adverse metabolic conditions during early life stages are linked to an increased risk of non-
communicable chronic diseases, as established by the Developmental Origins of Health and
Disease (DOHaD) study. Excessive sugar consumption during pregnancy by mothers
negatively affects their offspring's metabolic health indicators. Metabolic Syndrome (MS),
which manifests in the liver as non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), has been associated
with increased consumption of added sugars. This study aims to investigate the metabolic
mechanisms leading to the early onset of hepatic steatosis in the offspring of rats exposed to a
high-sucrose diet (HSD) during the perigestational period. Female rats (Rattus novergicus)
were fed eitheran HSD or a standard diet for 12 weeks. Diet exposure spanned pre-conception,
gestation, and lactation periods. Afterweaning, the offspring were fed a control dietand divided
into two groups: those euthanized at 30 or 90 days of life. Weight, morphological, and
biochemical characteristics of the mothers (FO) and offspring were evaluated, along with
molecular analyses in the offspring. The FO HSD generation in the pregestational period showed
significant differences in body weight during the perigestational period and lower liver weight
compared to the CTR group, along with hypertriglyceridemia, an increase in the TyG index,
and in the glucose tolerance test (GTT). Hepatic steatosis was not observed in the mothers.
Regarding the offspring (males and females), the male offspring of HSD mothers showed an
increase in body weight. The female offspring exposed to HSD showed significant differences
in ovary and pancreas weight at 30 days compared to the CTR group. In males, at 30 days, there
was a significant increase in periepididymal fat and, at 90 days, in retroperitoneal fat compared
tothe CTR group. Both sexes, at 30 and 90 days, developed hepatic steatosis. In females, there
was an increase in hepatic triglycerides at 30 days and a greater accumulation of liver fat at 90
days, while in males, an increase in hepatic triglycerides was also observed at 90 days. Females
showed greater expression of genes involved in de novo lipogenesis, such as FASN at 30 and
90 days, and PPAR-y, PGC1la, and PPAR-a at 90 days. In contrast, males showed a reduction
in PPAR-y expression. This study revealed that perigestational exposure to a high-sucrose diet
caused significant metabolic changes in the mothers and their offspring, highlighting the early
onset of hepatic steatosis and changes in the expression of genes related to lipogenesis,
particularly in females. Adaptive responses differed between sexes, especially in the regulation
of lipogenic genes and fat accumulation in the liver. Investigating the involved signaling
pathways through Western blot analysis is essential to validate and quantify the proteins
associated with these genes, elucidating the molecular mechanisms of hepatic steatosis. These
findings underscore the importance of preventive strategies during the perigestational period,
highlighting the adverse impacts of excessive sucrose consumption on maternal metabolic
health and the metabolic programming of offspring, with sex-specific implications.

Keywords: DOHaD; Hepatic steatosis; Metabolic syndrome; Perigestational.
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1 INTRODUCAO

Condicdes metabdlicas desfavoraveis durante os estagios iniciais davidado individuo,
que incluem a fecundacéo, gestacao, infancia e adolescéncia, estdo correlacionadas ao aumento
do risco de doencas crbnicas ndo transmissiveis (DCNT), como sindrome metabdlica (SM),
diabetes melito tipo 2 (DM2), doencas cardiovasculares (DCV), esteatose hepatica, entre outras
(Hoffman et al., 2021). Esse conceito serve como base para o estudo das Origens
Desenvolvimentistas da Saude e Doenca (Developmental Origins of Health and Diseases -
DOHaD), proposto pelo Dr. David Barker (1938 — 2013) (Barker, 1995). Pesquisas
fundamentadas no conceito DOHaD tém destacado que alteragbes nos padrdes nutricionais,
tanto em termos de deficiéncia quanto de excesso de nutrientes, podem contribuir para o
surgimento precoce das doencas mencionadas (Fukuoka et al., 2015; Charles et al., 2016).

Dentro desse contexto, a SM, definida como a presenca de pelo menos trés das
seguintes comorbidades: obesidade central, hiperglicemia, dislipidemia, resisténcia a insulina
(R1) e hipertensdo, emerge como um importante fator de risco para as DCNT, cuja prevaléncia
tem aumentado tanto no Brasil quanto no mundo (Coelho et al., 2021; Muniz et al., 2022). O
significativo aumento da incidéncia da SM esta intimamente relacionado ao consumo elevado
de carboidratos, especialmente aclcares de adicdo (sacarose e frutose) utilizados como
edulcorantes em alimentos processados e refrigerantes (Tappy et al., 2010, Malik et al., 2010).

No contexto hepéatico, a SM se manifesta como a doenca hepética gordurosa nédo
alcodlica (DHGNA), afetando cerca de um terco da populagdo adulta global (Garcia-Compean
et al., 2022). Variando desde a esteatose simples até a esteato-hepatite (EHNA), 0 aumento na
prevaléncia daDHGNA tem sido associado ao aumento do consumo dosmencionados agucares
de adicdo (Zhang et al., 2020). De modo preocupante, essa prevaléncia tem seguido uma
tendéncia semelhante em criancas e adolescentes (Arenaza et al., 2019; Geurtsen et al., 2021),
sendo agravada pela associacdo ao consumo materno destes aclcares (Sekkarie et al., 2021).
Bebés nascidos de mées obesas apresentam maior acimulo de gordura nas células hepéticas,
aumentando significativamente o risco de desenvolver obesidade, DHGNA, problemas
cardiovasculares e carcinoma hepético na fase adulta (Houghton et al., 2016).

Transitando do cenario clinico-epidemioldgico para a pesquisa em animais, nNosso
grupo tem se dedicado a compreender os mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes aos
desdobramentos metabdlicos resultantes do consumo excessivo de agucares. Demonstramos

que a introducéo precoce de uma dieta rica em sacarose, logo ap6s o desmame, promove 0
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rapido desenvolvimento da DHGNA, ativando vias de estresse do reticulo endoplasmatico que
potencializam mecanismos lipogénicos hepaticos (Flister et al., 2018). Em situacGes
semelhantes, evidenciamos que a disfuncdo do tecido adiposo visceral, com aumento
subsequente na secrecdo de &cidos graxos livres, contribui para a geracdo de sinais
inflamatdrios, agravando a condicdo hepatica com progressaio da DHGNA de esteatose para
EHNA (Franca et al., 2020). Além dos desfechos hepéticos, demonstramos ainda que a
introducdo precoce de aclcar na dieta antecipa a puberdade (Melo et al., 2021) e acelera o
envelhecimento neuronal (Pinto et al., 2022), entre outros desdobramentos deletérios a saide.

Dando continuidade a estes achados, a presente tese buscou aprofundara compreenséo
dos mecanismos subjacentes que conectam a exposicdo materna a aglUcares de adicdo ao
desenvolvimento de esteatose na prole, explorando tais impactos sob o ponto de vista do
dimorfismo sexual e em diferentes fases do desenvolvimento. Sendo assim, este trabalho visou
esclarecer os caminhos metabdlicos envolvidos, com foco em alteragdes no metabolismo
lipidico que contribuem para a instalacdo e progressao da DHGNA. A investigacdo desses
mecanismos também fornece novos conhecimentos valiosos para a identificagdo de potenciais
alvos para intervengfes preventivas que minimizem os riscos de disfun¢es metabdlicas na

prole.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Origens Desenvolvimentistas da Saude e Doenca: DOHaD

O conceito DOHaD, do inglés Developmental Origins of Health and Disease, estuda
como experiéncias adversas em fases iniciais de vida podem impactar a saude do adulto por
meio de efeitos programados durante o desenvolvimento fetal (Gluckman et al., 2008). Esse
periodo critico de programacéo inclui os primeiros 1000 dias de vida, desde a concepcdo até os
dois primeiros anos, sendo amplamente reconhecido como essencial para moldar a satde do
individuo (Rabadan-Diehl et al., 2013). Este conceito surgiu a partir dos estudos do Dr. David
Barker em 1986, os quais mostraram que a ma nutricdo antes do nascimento aumenta o risco
de doencas na idade adulta (Barker et al., 1986). Antes de Barker, durante a décadade 1970,
Forsdahl (1977) j& havia observado que criancas e adolescentes que viveram em condigdes de
pobreza e depois experimentaram um ambiente mais préspero tinham maior probabilidade de
morrer de doengas cardiovasculares na idade adulta. Paralelamente, estudos como o de Ravelli,

Stein e Susser (1976) também destacaram que mulheres que enfrentaram desnutricdo no inicio
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da gravidez, particularmente durante a fome holandesa em 1944, tiveram filhos com maior
tendéncia a obesidade.

Essas descobertas foram posteriormente ampliadas por estudos mais extensivos
conduzidos pelo grupo de Barker (Godfrey, 2006). Em 1990 com a publicacdo da “hipétese da
origem fetal” ou "hipotese do fenodtipo econdmico", propds que as condicGes adversas no
ambiente intrauterino, como desnutricdo materna, poderiam programar o organismo do feto,
preparando-o para um ambiente pds-natal de escassez (Denver et., 1998). Esses achados se
ampliaram com o conceito de “genétipo poupador”, que sugere que o feto se adapta a um
ambiente intrauterino de restricdo nutricional ao ajustar seu metabolismo para maximizar a
economia de energia (Hales & Barker, 1992).

Essas adaptacdes, Uteis em um ambiente de escassez, tornam-se prejudiciais quando o
individuo nasce ou se desenvolvem em um ambiente de abundéancia, levando ao fendbmeno
descrito pela hipotese do match/mismatch. Segundo essa hipétese, a incompatibilidade entre o
ambiente fetal de escassez e 0 ambiente pos-natal de abundéancia pode aumentar
significativamente o risco de doengas metabolicas (Gluckman et al., 2006). Essas adaptagdes
iniciais no metabolismo do feto, conhecidas como “programacdo metabolica”, tém efeitos
duradouros sobre o metabolismo, contribuindo para o desenvolvimento de doengas como
DHGNA, obesidade e RI (Gluckman & Hanson, 2005).

A programacdo metabolica refere-se aos impactos duradouros de fatores nutricionais
e ambientais, particularmente durante fases criticas do desenvolvimento, como o inicio davida,
sobre 0 metabolismo e a saude futura de um individuo (Fall et al., 2019). Estes impactos sao
particularmente atribuidos a modificacGes epigenéticas que influenciam a expressao génica por
meio de alteracbes na metilacio do DNA e modificagdes das histonas (Waterland; Michels,
2007; Tobi et al., 2018). Alteracdes epigenéticas podem ocorrer em diferentes fases da vida e
modular o grau de expressdo de certos genes, fazendo-os ser mais ativados ou desativados,
resultando em um fenotipo modificado, enquanto o gendtipo permanece inalterado. Elas
parecem ser especialmente ativas durante a gravidez ou nos primeiros anos de vida,
desempenhando um papel significativo na determinagdo do estado de satide e doenca ao longo
do ciclo vital (Agarwal et al., 2018; Jazwiec, P. A. e Sloboda, D. M., 2019).

Nesse sentido, estudos de experimentacdo animal e epidemioldgicos Vvém
demonstrando, de forma consistente, associagdes entre o ambiente nutricional inicial e a satde
futura. Estudos com animais geralmente investigam a influéncia de dietas inadequadas durante
a gestacdo, como aquelas ricas em acgucar, gorduras ou fast-food, assim como a obesidade da

mae e disfun¢bes metabolicas nos filhos (Hsu; Tain, 2022). Tais estudos vém sugerindo que a
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obesidade e a DHGNA podem comecar a se desenvolver ainda no utero devido ao consumo
elevado de acglcar durante a gestacdo, predispondo o feto a problemas metabdlicos na vida
adulta (Ashino et al., 2012; Kitsiou-Tzeli et al., 2017; Aradjo et al., 2022).

Numa perspectiva populacional, o consumo de uma dieta rica em calorias durante a
gestacdo pode causar ganho de peso nas maes e afetar o metabolismo de seus filhos (L& et al.,
2009). Além disso, o nivel de gordura no figado do recém-nascido e a quantidade total de
gordura estdo relacionados ao indice de massa corporal (IMC) da mée, considerando o sexo do
bebé e o tempo de gestacdo (Modi et al.,, 2011). A obesidade tem sido vista com maior
prevaléncia em mulheres do que em homens, 0 que contribui para o crescimento no indice de
pacientes gravidas com o IMC elevado (Flegal et al., 2016; Muscogiuri et al., 2024). Tal
condicdo torna-se um fator de risco crucial para o desenvolvimento de disfun¢des metabdlicas,

tais como a SM, refletindo um enorme impacto desde o desenvolvimento fetal até a fase adulta.

2.2 Mecanismos inter e transgeracionais da programacao metabdlica

A programacdo metabdlica, mediada por fatores intrauterinos e pds-natais, tem sido
amplamente associada a mecanismos inter e transgeracionais, nos quais alteracdes epigenéticas
desempenham um papel central (Guénard et al., 2013). A continuidade de desfechos
metabolicos prejudiciais afeta a salde de vérias geracdes, mesmo na auséncia da exposi¢cdo
direta aos fatores ambientais iniciais (Lillycrop etal., 2014).

O ganho de peso fetal influenciado pela dieta materna, especialmente rica em gordura e
acucar, pode promover modificacdes permanentes nas vias centrais que regulam o apetite,
afetando o desenvolvimento neural do hipotalamo e aumentandoa predisposicéo para disturbios
metabolicos futuros (Lawlor et al., 2007). Revisdes sistematicas e meta-analises demonstram
que a obesidade pré-gestacional e o ganho de peso excessivo durante a gravidez estdo
significativamente associados a riscos aumentados de peso ao nascer elevado e macrossomia,
além de perpetuar o ciclo de sobrepeso e obesidade nos descendentes ao longo da vida (Yu et
al., 2013).

Além disso, as consequéncias adversas de uma dieta materna inadequada ndo se
restringem apenas as disfun¢bes metabdlicas. Filhos de mdes com diabetes gestacional, por
exemplo, apresentam maior risco de desenvolver doencas cardiovasculares, independentemente
de histérico familiar e fatores sociodemograficos, ampliando as repercussdes intergeracionais
da nutricdo materna inadequada (Yu et al., 2019). Uma analise combinada de informacdes

provenientes de 162.129 mdes e seus filhos, compilada a partir de 37 estudos de coorte
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relacionados a gravidez e ao nascimento, revelou que o IMC mais elevado antes da gravidez e
0 ganho de peso gestacional estavam correlacionados ao aumento no risco de
sobrepeso/obesidade na infancia, com possiveis repercussdes em fases subsequentes da vida
(Voerman etal., 2019).

Estudos experimentais em modelos animais indicam que a exposicdo materna a dietas
ricas em gordura pode alterar o sistema regulador do apetite no hipotadlamo da prole, levando a
um aumento na ingestdo alimentar em fases posteriores da vida, o que contribui para um maior
risco de obesidade e distirbios metabdlicos (Peleg-Raibstein et al., 2016). Essas alteracfes
estdo ligadas a mudancas nos sinais mediados por hormdnios como leptina e insulina, que
desempenham papéis cruciais na regulacdo do apetite e na formacdo dos padrdes alimentares
(Barrios et al., 2018). A programacao do desenvolvimento neural do hipotalamo, influenciada
por esses fatores neuroenddcrinos, resulta em uma predisposicdo a um aumento do apetite,
maior ingestao caldrica e maior adiposidade ap6s o nascimento (Lawlor et al., 2007).

Em camundongos, dietas ricas em gordura causam aumento no comprimento corporal
daprole e diminuicdo da sensibilidade a insulina, com efeitos observados até a terceira geragdo
(Eileen etal., 2024). A exposicao a esta dieta durante a gestacéo e lactacdo, afeta os embrides
dos descendentes, onde 0s animais machos e fémeas quando adultos aumentam de tamanho. O
estudo foi estendido até a terceira geracdo, considerando possiveis efeitos nas células
germinativas primordiais. A dieta influenciou o peso e o comprimento das fémeas, além do
aumento nos niveis plasmaticos de Fator de Crescimento Insulinico Tipo 1 (IGF-I) (Dunn et
al., 2009).

Em ratas, a exposicao a dietas ricas em gordura foi associada a maior risco de SM nos
filhotes, que apresentam hiperinsulinemia, aumento na adiposidade e disfungdo hepética
(Srinivasan et al., 2006). A exposicdo aos sinais metabolicos e hormonais decorrentes da
supernutricdo materna pode induzir aumento na expressdo génica adipogénica, lipogénica e de
adipocinas nos tecidos adiposos, sendo que essas modificacdes podem contribuir para o
desenvolvimento da obesidade em fases posteriores da vida. Durante a fase adulta, os filhotes
apresentam aumento da adiposidade, peso do figado elevado, maior contetdo lipidico hepatico,
elevacdo nos niveis de glicose no sangue, triglicerideos e corticosterona plasmatica (D’
Alessandro et al., 2014; Kislal et al., 2020).

Além disso, o dimorfismo sexual surge como um papel importante a ser considerado na
programacao fetal, uma vez que, diferencas no desenvolvimento placentério e no crescimento
fetal entre os sexos podem influenciar de forma distinta a suscetibilidade a condigdes

metabodlicas em longo prazo (Blomberg et al., 2023). E crucial, portanto, investigar essas
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disparidades para uma compreensdo mais abrangente dos resultados metabolicos programados
intrauterinamente (Bronson et al., 2017; Nugent et al., 2018). Fetos femininos e masculinos
adotam estratégias de crescimento distintas, o que resulta em disparidades na sobrevivéncia e
nos desfechosgestacionais (Tarrade et al., 2015). Foi demonstrado que fetosdo sexo masculino
sdo mais vulneraveis a condicbes adversas durante a gestacdo, manifestando uma maior
incidéncia de parto prematuro, baixo peso ao nascer e desfechos neonatais desfavoraveis
(Tamayev et al., 2020).

Ao analisar os efeitos de uma dieta materna rica em carboidratos em machos e fémeas
de forma independente, um estudo observou que a resposta transcricional ao mesmo regime
materno difere significativamente entre os sexos durante o desenvolvimento no Utero (Riant et
al., 2009; Bayol et al., 2010). Essas diferencas ndo se restringiram a aspectos quantitativos, mas
também sdo qualitativas, envolvendo distintas funcdes e redes de genes. Nas fémeas, as
alteragdes transcricionais foram principalmente associadas & sinalizagcdo celular, incluindo
células imunoldgicas e ao transporte e metabolismo deaminoécidos. Em contraste, nos machos,
as modificacOes envolveram predominantemente o desenvolvimento e a fungdo do sistema
vascular, além do transporte e metabolismo de glicose e acidos graxos (Gabory et al., 2012).

A predominancia de alteragbes associadas a sinalizacdo celular e ao metabolismo de
aminoacidos nas fémeas sugere uma estratégia adaptativa que pode proteger contra a obesidade
e distdrbios metabolicos, enquanto as modificagbes observadas nos machos, focadas no
desenvolvimento do sistema vascular e no metabolismo de glicose e acidos graxos, podem
predispor a uma maior incidéncia de resisténcia a insulina e complica¢des cardiovasculares
(Campesi et al., 2023). Esse padrao destacaa importancia de investigar como essas diferencas
sexuais influenciam ndo apenas o desenvolvimento fetal, mas também as trajetorias de saude
na vida adulta, elucidando os mecanismos moleculares que podem contribuir para a

manifestacdo da SM em populagdes distintas.

2.3 Sindrome metabdlica

A SM é um conjunto de desordens metabélicas que aumentam o risco para 0
desenvolvimento de obesidade central, dislipidemia aterogénica, hiperglicemia, diabetes e
doengas cardiovasculares no individuo, onde a R1 é considerada o principal fator por tras das
varias irregularidades da sindrome (Martinez, 2021). Nas Ultimas décadas, a SM tem sido vista
como um grande problema de satde publica, atingindo cerca de 25% da populacdo mundial

independente de género, etnia e classe social (Lira et al., 2017). A sua origem é complexa e, até
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0 momento, ndo estd completamente elucidada. Contudo, a combinacdo de um estilo de vida
pouco ativo, héabitos alimentares ndo saudaveis e a obesidade durante a infancia, em conjunto
com predisposicdes genéticas, sao apontados como influéncias cruciais para sua manifestacdo
(Obeidat et al.,2024).

O diagndstico clinico da SM se da pela presenca de pelo menos trés dos seguintes
componentes: circunferéncia abdominal elevada, hiperglicemia, hiperinsulinemia, HDL-
colesterol baixo, hipertrigliceridemia e hipertensdo arterial (Alberti et al., 2009). Os critérios
para o diagnostico sdo baseados nas diretrizes da Organizacdo Mundial de Satide (OMS) e nas
recomendacdes do Painel 111 de Tratamento de Adultos do Programa Nacional de Educacéo
sobre Colesterol (NCEP-ATP I11) (Russell et al., 2024). Ha diferencas entre esses critérios, mas
uma ligacdo notavel é a RI. A RI esta associada a hiperinsulinemia e ao diabetes tipo 2, além
depoder causar danosaos vasos sanguineos, desequilibrios nos niveis de lipidios e o surgimento
de doencas cardiacas relacionadas a aterosclerose. Adicionalmente, a Rl pode resultar em
acumulo de gordura em 6rgdos como o coracdo, rins, figado e pancreas (Kim et al., 2011; Wu
et al., 2023). Importante destacar que o aumento da gordura visceral, mesmo quando nao ha
obesidade pelo indice de massa corporal, esta ligada também a R1 (Lee et al., 2007; Nonaka et
al., 2024).

A SM ¢é uma entidade clinica de substancial heterogeneidade, que néo se restringe aos
adultos, uma vez que sua prevaléncia em populagGes mais jovens esta crescendo em paralelo a
obesidade infantil, aumentando-se o risco de doencgas metabdlicas na fase adulta (Farias et al.,
2018). Com o crescimento da obesidade, também houve um aumento na DHGNA. Esta
condicdo, relacionada ao acumulo de gordura no figado, estd diretamente ligada as
manifestacdes da SM (Dietrich; Hellerbrand, 2014). A DHGNA tem recebido destaque ndo
apenas devido a problemas ligados a obesidade, mas também por avancar para EHNA, cirrose
hepatica e carcinoma hepatocelular (Romeiro e Santos, 2019). A SM e DHGNA tém
caracteristicas semelhantes, especialmente em como afetam o figado (Dietrich; Hellerbrand,
2014).

Estudosepidemioldgicos apontam que a prevaléncia de DHGNA napopulagdo com SM
é significativamente maior do que em individuos com SM, mas sem acometimento hepatico
(Chalasani et al., 2018). Segundo Younossi et al. (2016), a prevaléncia de DHGNA em
individuos com SM chega a 70-80%, enquanto a prevaléncia de SM na populacdo geral é de
cerca de 25%. No entanto, apesar dessa forte associagdo, a DHGNA ndo é considerada um
critério diagnostico para a SM nas diretrizes clinicas estabelecidas (Alberti et al., 2009). Mesmo

sem ser critério diagnostico, a presenga de DHGNA em pacientes com SM reflete um estado



22

avancado de disfuncdo metabdlica, que pode evoluir para complicacdes hepaticas mais graves
(Zhang et al., 2020).

2.4 Doenga Hepatica Gordurosa Nao Alcoolica

A DHGNA é caracterizada pelo acimulo de gordura no figado, principalmente de
triglicerideos, representando entre 5 a 10% do peso total do érgdo (Melo et al., 2013). Esta
doenca engloba uma variedade de sinais e sintomas, marcados principalmente pelo acimulo de
gordura no figado em auséncia de consumo exagerado de alcool (Chalasani et al., 2018). A
incidéncia da DHGNA tem experimentado um aumento expressivo em nacdes ocidentais,
atingindo uma prevaléncia global de 25% da populacdo (Aradjo et al., 2018).

Esse disturbio hepatico estd emergindo como uma condi¢do crbnica das mais
frequentes em paises industrializados do Ocidente, especialmente entre individuos que
apresentam obesidade central, diabetes tipo 2 (DM2), dislipidemia e SM (Ahmed et al., 2015).
No entanto, a DHGNA néo pode ser classificada como uma condicdo prevalente apenas em
nacOes ocidentais economicamente desenvolvidas. 1sso se deve ao fato de que elevadas taxas
da doenca séo registradas no Oriente Médio (32%) e na América do Sul (31%), seguidas pela
Asia (27%).

A DHGNA abrange desde uma forma mais leve, conhecida como esteatose simples,
até a EHNA, que representa um quadro mais grave e esta acompanhada por inflamacdo lobular
e apoptose, processos que podem predispor o individuo a fibrose e eventual cirrose hepatica
(Machado e Diehl, 2016). A inflamacdo hepatica € um importante fator na patogénese da
DHGNA. A ativacdo das celulas de Kupffer, a infiltracdo de celulas inflamatorias, como
neutréfilos, macréfagos e linfocitos, e a producédo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a,
e IL-6, contribuem para a progressdo da EHNA (Theel et al., 2022). Essas distintas condi¢6es
dentro do espectro da DHGNA ressaltam a complexidade e a variedade de apresentagdes
clinicas associadas a esses disturbios hepaticos (Younossi et al., 2018).

A avaliacdo histopatoldgica é o método mais preciso para o diagndstico da esteatose
(Chalasani et al., 2018). O exame histopatoldgico mostra a presenca de vacuolos lipidicos no
citoplasma dos hepatacitos, além de alteragdes inflamatdrias e fibrose hepatica. A esteatose é
categorizada como leve quando afeta 5-33% do tecido hepatico, moderada entre 34-66%, e
grave quando ultrapassa 66%. Quandoa presenca de gordura é escassa, ela se concentrana zona
centrolobular do hepatdcito (zona 3), e em casos mais intensos, ocorre de maneira paracinar. O

envolvimento dazona periportal (zona 1) esté associado a progressao para cirrose, resultando
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em uma distribuicdo desigual ou perda completa de depositos de gordura esteatGtica. A
inflamacéo e/ou fibrose sdo caracterizadas por um infiltrado inflamatério crénico mononuclear,
com maior presenca de linfécitos e macréfagos, e um ndmero reduzido de plasmdcitos e
monacitos. O lipogranuloma hepético refere-se ao hepatdcito central com acumulo de gordura
e a presenca periférica de células mononucleares ou macrofagos (Kleiner et al., 2015).

A fibrose hepética € um evento importante na progressdo da esteatose para a doenca
hepética avancada (Kleiner et al., 2005) (Figura 1). A elastografia hepatica € um método nédo
invasivo que avalia a fibrose hepatica em pacientes com esteatose. Esse método utiliza ondas
de ultrassom para avaliar a rigidez hepatica, que esta diretamente relacionada com a fibrose
hepatica (Demes et al., 2020). A bioquimica sérica tambeém ¢é utilizada para avaliar a esteatose
(Cruz et al., 2016). A elevacdo das enzimas hepaticas, como alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato ~ aminotransferase (AST), é um sinal de leséo hepética
(Kobayashi, A.; Suzuki, Y.; Sugai, 2020).

Carcinoma
Hepatocelular

Figado normal Esteatose Esteato-Hepatite Fibrose

simples Nao-Alcéolica S Ciiiés

"—» ",,_,,, ‘
Actmulo de Inflamagao + Fibrogénese Desenvolvimento do
gordura fibrose tumor

Figura 1. Espectro da Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica (DHGNA). fonte: adaptada de Gluchowski;
Becuwe; Walther; Farese JR (2017).

Além disso, com a perspectiva de que mais de dois bilhdes de individuos em todo o
mundo apresentardo excesso de peso ou obesidade até 2030, a DHGNA emergiu como a
condicdo hepatica cronica mais proeminente do seculo 21 em adultos e jovens (Bloomgarden
et al., 2024).

Nesse contexto, é crucial considerar que ndo apenas a quantidade de carboidratos
consumidos, mas também a qualidade desses carboidratos, desempenha um papel fundamental
na lipogénese denovo (DNL) (Song et al., 2018). Foi demonstrado que os agUcares simples séo
mais eficazes do que os carboidratos complexos naestimulagdo da DNL hepética (Ter Horst et
al., 2017).
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A lipogénese de novo (DNL) é o processo metabdlico responsavel pela conversédo de
carboidratos, principalmente glicose, em acidos graxos, que sdo entdo armazenados como
triglicerideos no tecido adiposo (Jensen-Urstad & Semenkovich, 2012). Essa via ocorre
predominantemente no figado e no tecido adiposo, contribuindo para a homeostase lipidica,
embora em condi¢fes normais represente uma contribuicdo menor para a manutencdo do
contetdo lipidico sérico (Bjorntorp et al., 1978). No entanto, uma dieta rica em carboidratos,
especialmente acucar, pode aumentar significativamente a contribuicdo da DNL para os niveis
de triglicerideos no sangue (Schwarz et al ., 2003).

O processo inicia-se com a absorcao daglicose, que é metabolizada via glicélise para
gerar piruvato. Este, por sua vez, é convertido em acetil-CoA, que pode ser direcionadoao ciclo
doécido tricarboxilico (TCA) oua DNL (Smith & Tsai, 2007). O acetil-CoA, uma vez formado,
é convertido em citrato, que, ao sair da mitocondria, é transformado de volta em acetil-CoA
pela ATP-citrato liase (ACLY). Este acetil-CoA é entdo carboxilado pela acetil-CoA
carboxilase (ACACA) para formar malonil-CoA, o substrato crucial para a sintese de acidos
graxos pela enzima limitante da taxa, a acido graxo sintase (FASN) (Brindley, Matsumura &
Bloch, 1969). O aumento na disponibilidade de glicose e, consequentemente, de acetil-CoA e
malonil-CoA, resulta em um incremento na lipogénese, favorecendo a sintese de palmitato e
outros acidos graxos (Bianchi et al. , 1990; Maier, Leibundgut & Ban, 2008) (Figura 2). Essa
regulacdo da DNL é critica, pois a desregulacdo dessa via pode levar a condi¢des patoldgicas
como obesidade e resisténcia a insulina, evidenciando a importancia do controle da ingestéo de

acucar para a manutencdo da satde metabdlica (Ameer et al., 2014).
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Figura 2. Lipogénese de novo. Fonte: Adaptada de Ameer et al., (2014).

DesregulagBes na via lipogénica ocorrem em diversas condi¢Bes patologicas e
fisiologicas. A DNL demonstrou ser altamente sensivel a alteracdes na dieta (Alves-Bezerra et
al., 2017). A ingestdo excessiva de glicose estimula a DNL por meio de varios mecanismos.
Primeiramente, o metabolismo da glicose pela via glicolitica fornece os carbonos necessarios
para a sintese de acidos graxos (Petersen et al., 2018). Além disso, a glicose aumenta a
expressdo de enzimas lipogénicas no figado. Esse processo € mediado principalmente pela
ativacdo do fator de transcricio ChREBP (proteina de ligacdo ao elemento responsivo a
carboidratos), que é ativado por modificagdes pods-traducionais, como acetilacdo e O-
glicosilacdo, em resposta ao aumento da glicose nas células hepéticas. Uma vez ativado, o
ChREBP é transportado para o nucleo, onde se liga aos elementos responsivos a carboidratos
(ChoREs) presentes nos promotores de genes lipogénicos, promovendo sua expressao (Sakers
et al., 2022).

Além disso, os altos niveis de glicose plasmatica estimulam a secre¢do de insulina e
inibem o glucagon, aumentando ainda mais a lipogénese (Lee et al., 2022). A insulina, por sua
vez, regula a expressdo de genes lipogénicos por meio da ativacdo do SREBP-1c (proteina de
ligacdo ao elemento regulador de esterdis-1) (Burhans et al., 2022). Esse fator de transcricdo é
ativado pela insulina tanto no nivel transcricional quanto pés-traducional, sendo transportado
doreticulo endoplasmatico para o nicleo, onde se liga aos promotores de genes-alvo envolvidos

na sintese de acidos graxos. Essa regulacdo desbalanceada da DNL no figado, promovida por
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glicose e insulina, contribui para o acumulo de triglicerideos no figado, uma caracteristica
central da DHGNA (Rinaldi et al., 2021).

Na resisténcia a insulina, ocorre uma disfuncao na sinalizacdo da insulina em tecidos
periféricos, como musculos e tecido adiposo, resultando em uma diminuicdo na captacdo de
glicose (Jensen-Urstad el al., 2012). Isso ocorre devido a alteracBes nas vias de sinalizacdo da
insulina, que afetam a acéo do transportador de glicose GLUT4 e a fosforilagdo de proteinas
reguladoras (Sano et al., 2023). No entanto, o figado mantém sua capacidade de responder a
insulina, especialmente no que diz respeito a ativacdo da lipogénese de novo (DNL). Nesse
contexto, a insulina ainda se liga aos seus receptores hepaticos, ativando a via de sinalizacao
que envolve o fator de transcricio SREBP-1c. A ativacdo do SREBP-1c resulta em sua
translocacdo para o ndcleo, onde se liga aos elementos reguladores nos promotores de genes
lipogénicos, aumentando a expressdo de enzimas essenciais para a sintese de acidos graxos,
como a acetil-CoA carboxilase (ACC) e a FASN. O acimulo desses acidos graxos se converte
em triglicerideos, resultando na esteatose hepatica (Polyzos et al., 2014).

A medida que essa condicio tem sido amplamente associada a fatores alimentares e
metabolicos, surge uma preocupagdo crescente com as mudancgas nos padrdes de salde
populacional, especialmente no que diz respeito a obesidade infantil. Ao longo das Gltimas
décadas, observou-se um aumento significativo no inicio precoce da obesidade na infancia
relacionado ao consumo precoce de agucares e gorduras, representando uma ameaca Séria a
salde dos jovens. Esse cendrio suscita a importante questdo de como o surgimento precoce do
excesso de peso impactara a carga € 0 manejo da DHGNA mais tarde na vida (Souza et al.,
2020).

2.5 Impacto de acucares de adicdo na homeostase hepética

O alto consumo de dietas ricas em acucar vem chamando atencdo por estar
correlacionado positivamente com o desenvolvimento de disfuncdes metabdlicas com impacto
negativo sobre a funcdo normal do figado. Alimentos processados e ultraprocessados
frequentemente contém altos teores de agucares como a sacarose (50% glicose: 50% frutose)
ou o xarope de milho com alto teor de frutose (HFCS) (45% de glicose e 55% de frutose). A
industria de alimentos opta pelo HFCS em bebidas acucaradas devido ao seu custo mais
acessivel e facilidade de manuseio quimico em relagdo a sacarose (Nielsen; Popquin, 2004). A

industria também sabe que a retirada de gordura torna os alimentos processados menos
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saborosos, por isso, lancando produtos com baixo teor de gordura, mas ainda saborosos, pelo
incremento de edulcorantes

Uma particularidade importante das tltimas décadase que tem sido foco de investigacao
em muitas pesquisas é o aumento do consumo de alimentos e bebidas agucarados, ricos em
calorias, sendo esse comportamento alimentar associado positivamente com maior quantidade
de criangas, adolescentes e adultos enfrentando sobrepeso, obesidade e consequentemente a
SM. Dessa forma, a obesidade durante a infancia e a adolescéncia esta interligada a problemas
metabdlicos, incluindo principalmente gordura abdominal, niveis elevados de insulina,
alteracBes nos lipidios hepaticos e extra-hepaticos e hipertensdo arterial (Bloch et al., 2016).
Dietas ricas em gorduras e carboidratos aliadas & diminui¢do dos niveis de atividade fisica, sdo
também fortemente fatores contribuintes (Bovolini et al., 2021).

A frutose e a glicose, embora compartilhem da mesma férmula molecular (CeH120s),
apresentam absorcdo intestinal e metabolizacdo hepética distintas, visto que o transporte de
glicose é um processo que requer energia, enquanto a frutose se move através de um transporte
passivo facilitado (Douard et al., 2013). A absorcédo intestinal de glicose é realizada pelo co-
transportador de sodio-glicose 1 (SGLT1) presente na membrana apical dos enterocitos,
enquanto difunde-se do enterdcito através do membro da familia do transporte facilitador de
glicose 2 (GLUT2) que esté localizado exclusivamente na membrana basolateral, levando ao
transporte transepitelial de glicose do limen para a circulagdo portal. Por outro lado, a frutose
dietética se move dolumen intestinal para a circulacdo através de um transporte passivo através
do GLUTS presente na membrana dos enterdcitos (Ferraris et al., 2018). Apds absorcao
intestinal, a frutose chega ao figado através da veia porta hepatica, também usando o GLUT5 e
sofre metabolizacdo nos hepatdcitos (Yu et al., 2021).

A visdo atual do metabolismo intestinal da frutose, do ponto de vista de experimentacédo
animal, destaca que, sob condicGes de consumo dietético de baixas doses de frutose, a maior
parte desse monossacarideo € metabolizada a glicose-6-fosfato no enterdcito, aparecendo na
circulagdo portal principalmente como glicose e &cidos organicos. Nesse sentindo, um estudo
interessante abordou o papel do intestino delgado no metabolismo da frutose dietética como
tendo funcéo protetora do figado em virtude da exposi¢do toxica a frutose (Jang et al., 2018).
A maior parte da frutose é metabolizada no intestino delgado, aparecendo na circulagédo portal
como glicose e lactato (~60%) e o restante como frutose (<20%). Em contraste, altas doses de
frutose saturam a absorcdo e o catabolismo da frutose no intestino delgado, levando ao

transbordamento da frutose para o figado (> 30%), exacerbando assim o acumulo de gordura
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hepética consequente a metabolizacdo da frutose que € um substrato para a via de lipogénese
de novo (Diggle et al., 2010).

O consumo de frutose esta associado a alteracbes na microbiota e na integridade
intestinal, levando a passagem de endotoxinas, como o lipopolissacarideo (LPS), para o figado
pela circulacdo portal. Essas endotoxinas, também chamadas de padr6es moleculares
associados a patogenos (PAMPs), podem ativar o receptor de Toll-Like 4 (TLR4), levando a
ativacdo das células de Kupffer e subsequente inflamacdo. A ingestdo elevada de frutose pode
aumentar a producdo de acidos graxos, como o palmitato, que também sinalizam via TLR4. A
ativacdo de TLR4 e 0 acimulo degordura, podem ativar o inflamasoma, resultando na liberacao
de citocinas inflamatérias culminando na DHGNA (Lambertz et al., 2017).

Em um outro estudo, foi demonstrado que a frutose, mesmo sem causar ganho de peso,
aumentou tanto a passagem de bactérias, quanto os niveis de endotoxinas no sangue e danos
hepéticos (Kavanagh et al., 2013). Para confirmar essa teoria, foram detectados niveis elevados
de substancias inflamatérias, como TNFa, e de endotoxinas no sangue que vao para o figado
(Kelishadi et al. 2014). Essas endotoxinas originarias de bactérias, sdo associadas ao acimulo
de gordura e inflamacdo no figado, principais caracteristicas da DHGNA (Bergheim et al.,
2008). O consumo de frutose pode alterar as bactérias intestinais e, consequentemente, a
producdo desses acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (Lambertz et al., 2017).
Especificamente o acetato, produzido quando as bactérias metabolizam a frutose, é
transformado em Acetil-coenzima A (acetil-CoA), que contribui para a producao de gordura no
figado (Moffett et al., 2020).

A esteatose hepatica resultante do consumo excessivo de frutose e glicose ocorre
principalmente quando ha um desequilibrio metabolico. Esse desequilibrio pode se manifestar
por meio de um aumento anormal no acimulo de lipidios no figado via ativacdo do processo
de lipogénese de novo ou por uma redugdo na capacidade de metabolizar acidos graxos via -
oxidacdo (Gaemers e Groen, 2006). O metabolismo de glicose e frutose hepatica, por exemplo,
sdo eficientes na ativagdo de fatores como Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1c
(SREBP1-c) e Carbohydrate-Responsive Element-Binding Protein (ChREBP), que estimulam
a formacéo de gordura (Mastrocola et al., 2016).

As evidéncias apresentadas demonstram claramente o impacto da ma nutricdo como
fator desencadeante de alteracGes metabdlicas sistémicas e hepaticas, sendo o aumento
significativo no consumo de alimentos processados ricos em acucares adicionados fortemente
associado ao crescimento das doencas metabdlicas emergentes entre populacdes cada vez mais

jovens. Diante desse contexto, a hipotese deste trabalho é que a exposi¢cdo materna a uma dieta



29

rica em acucares durante a gestacdo e lactacdo promove alteracBes metabolicas na prole,
predispondo ao desenvolvimento de doengas metabdlicas, como esteatose hepatica de forma

sexo-dependente.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar os mecanismos metabdlicos responsaveis pela instalacdo precoce deesteatose

hepética na prole de ratas expostas a uma dieta rica em sacarose durante a perigestacao.

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar as alteracdes metabdlicas em ratas expostas a uma dieta rica em sacarose
durante a perigestacéo e na sua prole.

e Compreender a participacdo de marcadores moleculares metabdlicos, como PPARYy,
SREBP-1c, ChREBP e FASN, como moduladores da atividade lipogénica hepatica

nestes mesmos animais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho experimental

Os animais utilizados neste estudo foram mantidos no Biotério de Farmacologia da Pds-
graduacdo do CCBS, durante todo o periodo experimental, com livre acesso a dgua e racdo,
ciclo claro-escuro de 12 horas e controle de temperatura e umidade segundo o que preconiza 0s
guias nacionais e internacionais de cuidado e bem-estar dos animais, além das regras definidas
pelo CONCEA e pela CEUA/UFMA n° 23115.002915/2023-62 (ANEXO A).

Foram utilizadas ratas fémeas (Rattus novergicus) jovens e nuliparas expostas a uma
dieta rica em sacarose (DRS n=4) ou dieta padrdo (CTR n=3) por um periodo total de 12
semanas. Iniciando aos 30 dias de vida, 0 estudo abrangeu 06 semanas de exposicao pre-
concepcdo, 03 semanas deexposicdo gestacional e 03 semanas de exposicao lactacional 8 DRS.
Apos as primeiras 06 semanas de exposicdo as dietas DRS ou CTR, as ratas foram acasaladas
com ratos CTR de mesma idade (fase 1, Figura 3). O dia O (zero) da gestacéo foi identificado
pela presenca de espermatozoide no lavado vaginal das ratas, coletado na manhé seguinte ao
acasalamento. A exposicdo as dietas seguiu durante a gestacdo e a lactagdo, com
acompanhamento ponderal duas vezes por semana e do consumo de racdo trés vezes por
semana. Entretanto, durante a gestacao e lactacdo as maes foram pesadas diariamente.

Na manhd seguinte aos partos, os filhotes foram medidos e pesados, bem como
submetidos a verificacdo da genitalia para sexagem, medida ano-genital e caracterizacdo dos
parametros de nascimento. Os filhotes foram pesados em até 24 horas ap6s 0 nascimento, no
7°, 14°, 21° dia pos-natal (DPN). No desmame (DPN 21), os 47 filhotes foram divididos por
sexo e padrao nutricional, sendo 12 machos e 12 fémeas oriundos de mades DRS e 11 machos e
12 fémeas oriundos de maes CTR, totalizando 4 grupos de no minimo 11 animais cada (fase 2,
Figura 3).

A partir do desmame todos os grupos foram alimentados com dieta CTR. Estes animais
foram acompanhados para avaliacdo ponderal e consumo de racdo e seguiram para analise das
caracteristicas fisiopatologicas da evolucdo da DHGNA, sendo um grupo eutanasiado aos 30
dias e outro aos 90 dias de vida, com a finalidade estudar o impacto da dieta materna na
homeostase metabdlica da prole no periodo que compreende a pré-adolescéncia (30 dias) e
idade adultajovem (90 dias). As proles de 30 e 90 dias foram separadas e divididasem 4 grupos,
sendo:



31

Prole 30 dias:

e CTR/CTR machos (n = 5): ratos de maes controle com dieta padréo.
e CTR/CTR fémeas (n = 6): ratas de mées controle com dieta padrao.
e DRS/CTR machos (n = 6): ratos de mées DRS com dieta padrao.
e DRS/CTR fémeas (n = 6): ratas de maes DRS com dieta padrao.

Prole 90 dias:

CTR/CTR machos (n = 6): ratos de maes controle com dieta padréo.

CTR/CTR fémeas (n = 6): ratas de mées controle com dieta padréo.

DRS/CTR machos (n = 6): ratos de mées DRS com dieta padrao.

DRS/CTR fémeas (n=6): ratas de maes DRS com dieta padrao.

Fase 1: Manutengdo dos animais Fase 2: Experimentagdo da prole Fase 3: Eutandsia
) 8 Machos Machos « Coleta de
o _ DRS - DRS .
n=06 n=06 sangue:
Dieta Acasalamento Prole C?Ieéter?l €
controle (CTR) (cruzamentos (Dieta padrdo) Fémeas Fémeas Triglicerideos
monogamicos) n=24 —  DRS -  DRS « Coleta de
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iy PCR
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Figura 3. Esquema do desenho experimental. Fonte: Autora (2024).

Durante o periodo pré-gestacional, foram realizados dosagem de glicemia em jejum (0s
animais foram colocados em jejum durante 8 horas) e pds-prandial, triglicerideos séricos e
medidado indice de Lee nas maes (fase 1, Figura 3). No periodo pds-lactacional, foram dosados
triglicerideos e colesterol total séricos e medidadoindice de Lee (fase 2, Figura 3). Em seguida,
as ratas foram eutanasiadas. Na semana entre o desmame e a eutandsia da prole de 30 dias, 0s

animais passaram por testes bioquimicos. Aos 30 e 90 dias completos, os animais foram
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colocados em jejum por 8 horas, anestesiados com solugdo de cetamina e xilazina (nas doses
de 75 e 10mg/kg respectivamente) e tiveram suas medidas naso-anal registradas para calcular
o0 indice de Lee. Posteriormente, foram laparotomizados para coleta de sangue por puncgéo
adrtica e eutandsia por exsaguinacdo. Em seguida foram coletados: sangue, gordura
retroperitoneal, mesenteérica, periepididimal, periovariana, figado, pancreas e génadas (ovario
e testiculo). Os 6rgdos coletados foram pesados para estudos morfométricos e guardados para
analise histologica ou congelados a — 80°C. Amostras de figado, pancreas e coxins adiposos
foram preservados em RNAlater® da Invitrogen para futuras analises moleculares (fase 3,
Figura 3).

4.2 Dieta rica em sacarose (DRS)

Para a elaboracdo da DRS, empregou-se a metodologia proposta por De Lima et al.
(2008). Nesse processo, 40% dopo daracdo padréo para roedores damarca Nuvilab® (Nuvital,
Brasil) foi combinado com 8,5% de acucar refinado e 40% de leite condensado (Tabela 1).
Apos atingir homogeneidade, a mistura foi moldada em formato cilindrico, assemelhando-se a
racdo padrdo, e submetida a uma estufa a 45°C por 3 dias. Posteriormente, a DRS foi
armazenada em geladeira, por no maximo 7 dias.

No demonstrativo das dietas observamos que CTR e DRS apresentam valores
energéticos por grama muito préximos de 352 Kcal/100g para a dieta padrdo e 348 Kcal/100g
para a dieta rica em sacarose, podendo entdo ser consideradas dietas isocaldricas. Enquanto a
CTR apresenta uma proporcdo mais elevada de proteinas e uma menor quantidade de
carboidratos, a DRS caracteriza-se por uma quantidade significativamente maior de

carboidratos, especialmente de sacarose.

Tabela 1. Percentuais Nutricionais: Dieta Padrdo versus Dieta com alto teor de Sacarose

Composicdo centesimal Dieta padrdo (CTR) Dieta Rica em Sacarose (DRS)
Carboidratos 55,4% 65%

Sacarose 10% 25%

Proteina 21% 12,3%

Lipidios 5,2% 4,3%

Valor energético 352 Kcal/100g 348 Kcal/100g

*Composicao centesimal das dietas utilizadas no estudo. Comparacao entre a dieta padrdo (CTR) e a dieta rica
em sacarose (DRS), evidenciando as diferengas na porcentagem de carboidratos, sacarose, proteinas, lipidios e
valor energético.
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4.3 Avaliacdo da prenhez

Ratas adultas e saudaveis, em idade reprodutiva, foram selecionadas para acasalamento
pelo método de Poiley (1960) para evitar consanguinidade. Na 6* semana, um macho foi
introduzido individualmente em cada gaiola de fémeas por 24 horas (acasalamento
monogamico). O acasalamento foi confirmado pelo lavado vaginal matinal, utilizando 10 pl de
solucdo salina (NaCl 0,9%) introduzida e aspirada do canal vaginal, seguida de analise
microscOpica para verificar espermatozoides. Apds a confirmacao, iniciou-se a avaliacdo da
prenhez, com pesagem das ratas gravidas, que apresentam aumento progressivo de peso. A
palpagdo abdominal foi usada como método complementar para identificar alteragdes fisicas
associadas a gestacdo. Observacdes comportamentais, como a constru¢do de ninhos, serviram

como indicadores comportamentais de prenhez.

4.4 Analises Morfométricas

4.4.1 indice de Lee

Para a avaliacdo do indice de Lee, o animal foi anestesiado em decubito ventral
utilizando Cetamina e Xilazina (75 e 10 mg/kg). Em seguida colocado em posicdo dorsal e
estendendo-o completamente. Foi calculado através da técnica de Crown Rump. Apos a coleta
dos dados, o comprimento nasoanal foi obtido através do quociente da raiz cubica do peso
corporal (g) pelo comprimento nasoanal (mm), multiplicado por 10 (Bernardis e Patersson,
1968).

4.4.2 Coleta de 6rgaos

Para a coleta de 6rgdos, no dia previsto para eutanasia, apds um periodo de jejum de 8
horas, os animais foram submetidos a anestesia intraperitoneal utilizando uma solucédo
composta por Cetamina e Xilazina, nas dosagens 75 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente. Em
seguida, foi realizada uma laparotomia para a coleta de sangue por meio de puncdo aortica
abdominal, seguida de eutanasia atraves de exsanguinacdo. Dentre os 6rgaos e tecidos coletados
incluiram-se figado, pancreas, gonadas (testiculos e ovarios), depositos de tecido adiposo
branco (perigonadal, retroperitoneal e mesentérico).

Posteriormente, os 6rgéos e tecidos foram lavados com solugdo PBS, secos com papel

filtro, pesados e armazenados. Para andlises futuras, porcdes do figado (quadrante médio do
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lobo direito), pancreas (por¢do da cabeca do pancreas), gordura periepididimal, periovariana e
testiculo foram preservados em solugdo de formaldeido a 10% e o ovario direito conservado
em paraformaldeido a 4%; porcBes equivalentes do figado e pancreas foram separadas em
eppendorfs com ou sem RNA latter e devidamente armazenados para posterior analises de
expressdo génica e/ou proteica. O sangue coletado foi centrifugado, e amostras de soro foram

aliquotadas e armazenadas para posteriores dosagens.

4.5 Avaliacao do Perfil Bioquimico

As amostras de soro foram obtidas ap6s coagulacéo espontanea e centrifugacao (3500
rpm; 10 min; 25°C) e dosagens de triglicerideos e os niveis de colesterol total foram medidas
pelo método colorimétrico (espectrofotometria) usando kits comerciais sensiveis e especificos

de acordo com as instrugdes do fabricante (Labtest®, Lagoa Santa (MG), Brasil).

4.5.1 Homeostase glicémica e resisténcia a insulina

Durante a Gltima semana de experimentacdo correspondente a cada periodo, a
homeostase glicémica foi avaliada através dos testes de dosagem de glicemia e teste de
toleréncia a glicose (GTT).

Para o0 GTT, os animais foram submetidos a jejum de 8 horas, antes da administragdo
de 2g/kg de glicose, via intraperitoneal. Em seguida, as gotas sanguineas das veias da cauda
foram coletadas imediatamente antes (tempo 0) e 15, 30, 60 e 120 minutos apo6s a carga de
glicose dada, paraa medicéo da glicemia através do glicosimetro (Accu check Active®, Roche
Diagnostic, Alemanha). A resisténcia a insulina foi inferida a partir do célculo do Indice TyG
(triglicerideos e glicose) [In (glicose em jejum (mg / dL) x triglicerideos em jejum (mg /dL)/
2] (Simental-Mendia et al., 2008).

4.6 Extracio e quantificacido de lipideos hepaticos

Para avaliacdo posterior do acumulo de gordura hepética, as amostras de figado
(coletadas do quadrante médio do lobo direito) armazenadas, foram homogeneizadas em NacCl
1 M (100 mg/500 L). O homogeneizado foi extraido com 3 mL de cloroférmio/solugdo de
metanol (2:1) e 0,5 mL de NaCl 1 M. A fase orgénica foi coletada e deixada para secar para a

medicdo do conteudo da gorduratotal (mg/g de tecido). A gordura total foi ressuspensa em 0,5
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MI de Triton X/metanol (2:1) para medicdo de colesterol total e triacilglicerol, conforme

descrito anteriormente (Freedman et al., 2005).

4.7 Analise histologica

Foram coletadas amostras de tecido hepéatico (quadrante médio do lobo direito),
pancredtico (por¢do dacabega do pancreas), depositos de tecido adiposo branco (perigonadal,
mesentérico e retroperitoneal) e gonadas (testiculo e ovéario). As amostras foram fixadas em
solugdo de formaldeido a 10% ou paraformaldeido 4% embebidas em parafina. Os figados
foram seccionados em cortes de 5 um e corados por hematoxilina-eosina (HE). Para a
pontuacdo de atividade de DHGNA foi aplicada a anélise semi-quantitativa dos quatro critérios
definidoresde EHNA: esteatose (0-3), balonizacdo (0-4), inflamacao lobular (0-3) e inflamacéo
portal (0-3) (Pai et al., 2022).

4.8 Avaliagcdo da expressiao génica por RT-PCR

Foram quantificados niveis de mRNA envolvidos em diferentes vias de acumulo de
lipidio hepatico, tais como genes lipogénicos (FASN, SCD1, DGAT, PPAR-y), fatores de
transcricdo (ChREBP-1, SREBP1-c) e genes envolvidos na oxidagdo de &cidos graxos (PPAR-
a, Pgcl-a) Tabela 1. Tais quantificacdes foram feitas por PCR em tempo real nas proles de 30
e 90 dias.

Tabela 2. Sequéncia de Primers

Genes* Sense Antisense GenBank n°
GAPDH GAGACAGCCGCATCTTCTTGT CGACCTTCACCATCTTGTCTATGA | NM_017008.4
PPARa TTCCTGAACTTGACCTTICT CTCATTGTTGTACTGGTTGG NM_031347.1
PPARy CATATCAGAGGGACAAGGAT GAACTTCACAGCAAACTCAA NM_001145366.1
FASN CTCCACAGCTCTTACAGTGA CACACTGCTGTTTTCCTCTA NM_017332.2
SCD1 AAGAGCAACAGAGTCTGGTG | GCTGGACAGGAGATGAGGAC NM_003233.2
SREBP-1c GGCCTTCGAGACAAATCAGC TTGCCGTTGCGGTAATGATG NM_001276708.1
ChREBP TCTGCTCCATCCACAGATGG AGGAGCTGAGCCGCTTTGAG NM_001104642.2

* PPARa: receptor ativado por proliferadores de peroxissomas do tipo alfa; PPARy: receptor ativado por
proliferadores de peroxissomas do tipo gama; FASN: 4cido graxo sintase; SCD1: Estearoil-CoA Desaturase 1;
SREBP-1c: Proteina de Ligacdo ao Elemento Regulatério de Esterol 1c; ChREBP: Proteina de Ligagdo ao
Elemento Responsivo a Carboidratos.

Amostras de figado foram usadas para extracdo de RNA usando Trizol® (Invitrogen,

Alemanha) conforme instrucdes do fabricante. O pellet de RNA foi diluido em 50ul de agua
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livre denuclease e a quantidade e pureza determinadas pela medigcdo de A260/A280 proporcoes
com um espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, EUA), seguida de
eletroforese em gel de agarose (0,8%). As amostras de RNA foram armazenadas a -80 °C.
Amostras de RNA (3 ng) foram convertidas em cDNA usando Super Script 11 Reverse
Transcriptase® (Invitrogen, Alemanha). Os primers foram projetadosusando o software Primer
Express® (Applied Biosystem, EUA) e fabricado pela Invitrogen Brasil. A amplificagdo qPCR
e Platinum® SYBR® Verde qgPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Alemanha) foram realizadas
usando o0 7500 Realtime PCR Applied Biosystems®, EUA. As rea¢des foram incubadas a 50°C
por 2 min e 95 °C por 2 min (estadgio de espera) seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 s
(desnaturacdo) e 60° C por 1 min (recozimento e extensdo). Para derreter o estagio dacurva, as
reacOes foram incubadas a 95°C por 15s, 60°C por 60 min e 95°C por 15 s. Todas as amostras
foram normalizadas para o relativo niveis de GAPDH e os resultados foram expressos como a
mudanca de vezes (FC) valores de 2-AACT, conforme determinado por tempo real

amplificag&o.

4.9 Analises Estatisticas

Os dados analisados foram expressos como média =+ EPM e submetidos a teste de
normalidade (Shapiro-Wilk) seguido de analise paramétrica através de test t ndo-pareado (one-
tailed) ou Kolmogorov-Smirnov seguido de analise ndo paramétrica através de test t ndo-
pareado (one-tailed); two-way ANOV A (Pos-teste Bonferroni), além das andlises de correlagdo
ja mencionadas, para um nivel de significancia de 5% (p<0.05) usando o GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software Inc., USA).

5 RESULTADOS

5.1 Impacto da dieta rica em acgucares sobre o ganho de peso materno, parametros

morfométricos e bioquimicos

Inicialmente, testamos se uma alimentacdo materna com alto teor de sacarose, no
periodo perigestacional, pode ser um fator predisponente ao desenvolvimento de disfuncéo
metabdlica materna. Na Figura 4, nota-se que, a partir da52 semana (59 dias devida) de indugéo
daDRS, o peso corporal dasratas DRSro apresentou-se estatisticamente maior que o0 peso das
ratas CTRro (CTRro 184,0 * 3,969 vs. DRSro 200,2 + 5,23g, p<0,05), efeito que se manteve até
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o final do segundoterco dagestacao e durante o inicio dalactacdo. Ao final dalactagéo, as ratas
CTRro apresentaram ganho de peso adicional fazendo com que a diferenga de peso entre os
grupos ndo chegasse até o final.

Com relacdo a analise das massas relativas de drgaos ap0ds o periodo lactacional, ndo foi
observada diferenca significativa no peso dos coxins adiposos (mesentérico, retroperitoneal e
gonadal), dos ovarios e do pancreas (Figura 4B-H) entre os dois grupos, embora seja possivel
observar uma tendéncia a aumento de peso nesses tecidos nas mdes DRSro, com excecdo da
gordura mesentérica. A auséncia de diferenca estatistica pode ser explicada pelo numero

pequeno de ratas, uma limitacdo em nosso estudo.
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Figura 4. Exposicdo perigestacional a DRS. (A) Peso corporal de ratas DRS e CTR no periodo perigestacional,
(B) Peso dos Ovarios; (C) Peso da Gordura periovariana; (D) Peso da Gordura periuterina; (E) Peso da Gordura
mesentérica; (F) Peso da Gordura retroperitoneal; (G) Peso do Figado; (H) Peso do Pancreas. Os valores foram
expressos com média = e.p.m., sendo CTR (n= 3) e DRS (n=4). A anélise estatistica foirealizada atravésdo teste
t de Student ndo pareado. *p<0,05, **p<0,01 quando comparado ao grupo controle.
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A fim deestabelecer quais os efeitosda DRS sobre os parametros bioquimicos das maes,
foram medidos a glicemia, os niveis de triglicerideos e colesterol em duas fases: i) durante o
periodo de pré-concepc¢do (6 semanas de inducdo com a dieta), as ratas pertencentes ao grupo
DRSro ndo apresentaram diferengas nos niveis de glicemia (Figura 5A) e de TGs séricos
comparadas ao grupo CTRFro (Figura 5D) o que resultou em auséncia de diferenca no indice de
TyG (Figura 5E); ii) no periodo pés-lactacdo (12 semanas de indugdo com a dieta), apesar de
ndo haver diferenca estatistica na glicemia em jejum (Figura 5F), as ratas DRSro apresentaram
um perfil anormal de captacdo de glicose com diferenca estatistica, demonstrado pelo Teste
Oral de Toleréncia a Glicose (GTT) (CTR 583,3 £ 32,91 mg/dL vs. DRS 756,9 + 16,40 mg/dL,
p = 0,0036) (Figura 5G-H). Adicionalmente exibiram niveis de TGs significativamente maiores
doque o grupo CTRro (Figura 51) (CTRFo 85,23 £ 31,82 mg/dL vs. DRSF0 166,7 £+ 3,144 mg/dL,
p = 0,0291) resultando em diferenca estatistica no indice de TyG (Figura 5J) (CTR 8,23 £ 0,36
vs. DRS 9,03 + 0,03, p = 0,04).
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Figura 5. Parametros bioquimicos de ratasna pré-concepgdo e pos-lactacdo. Rataspré-concepcao: (A) Glicemia
em jejum; (B) Teste de tolerancia a glicose; (C) Area sobre a curva; (D) triglicerideos; (E) indice de TyG. Ratas
pés-lactacdo: (F) Glicemia em jejum; (G) Teste de tolerancia & glicose; (H) Area sobre a curva; (1) triglicerideos;
(J) indice de TyG. Os valores foram expressos com média + e.p.m., sendo CTR (n=3) e DRS (n=4). A analise
estatistica foirealizada através do teste t de Student néo pareado. *p<0,05,**p<0,01,**p<0,001 quando comparado
ao grupo controle.
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5.2 Analise Histopatoldgica e Quantificacdo do Contetido de Gordura Hepética Materno

Foram realizadas andlises histopatolégicas e de quantificacdo de gordura hepéatica com
0 objetivo de verificar o impacto da DRS no desenvolvimento de DHGNA nas mées. Os grupos
de mdes CTR e DRS ndo apresentaram diferenca estatistica na avaliacdo histologica do
contetdode gordura hepatica por coloracdo com Oil red-O (Figura 6 A e B). O mesmo resultado
foi encontrado quando foi quantificado o contetdo de gordura hepatica dos grupos CTR e DRS,
gue ndo demonstraram diferenca da quantidade de gordura hepatica total nem de triglicerideo

hepatico (Figuras 6D e E).
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Figura 6. Andlise histoldgica e do contetdo de gordura hepatica da geragdo FO. Se¢es de amostras de figado
coradasem Oil red - O na objetiva de 20x. (A) Grupo CTR; (B) Grupo DRS; (C) Area de esteatose; (D) Gordura
hepatica; (E) Triglicerideos. Sendo CTR (n= 3) e DRS (n=4). A andlise estatistica foi realizada atravésdo teste t
de Student ndo pareado. Os valores foram expressos com média +e.p.m.

Embora ndo tenha sido observado diferenca no acimulo de gordura hepatica, a analise
histopatologica de laminas coradas com H&E foi realizada para avaliagdo do volume
hepatocelular e da possivel presenca de infiltracdo inflamatoria. Como pode ser observado, a
exposicao perinatal a DRS ndo promoveu o desenvolvimento da DHGNA materna, visto que
ndo houve diferencas no grau de esteatose, balonizacéo e presenca de infiltrado inflamatorio

comparado ao CTR, embora tenha causado aumento de peso e hipertrigliceridemia (Figura 7A-
B).
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CTR DRS
Esteatose hepatica 0,66+0,66 1,25+0,47
Balonizacéo 0,66+0,66 0,75+0,47
Inflamacéo Lobular 0,00+0,00 0,00+0,00
Inflamacdo Portal 0,00+0,00 0,00+0,00
Total 1,33+£1,33 2,00+0,81

Figura 7. Anlise histopatoldgica hepatica de mdes CTR e DRS. Secdes de amostrasde figado coradas com H&E
na objetiva de 40x. (A) Grupo CTR; (B) Grupo DRS. Para visualizacdo das morfologias dos hepatécitos e
pontuacao para esteatose, balonismo e inflamac&o, avaliadosem ratasalimentadascom ragdo padrdo CTR (n=3)
e dieta rica em sacarose DRS (n=4). Valores expressos com média + e.p.m.

5.3 Efeito da dieta materna sobre o perfil ponderal da prole

Baseado no impacto da influéncia de dietas sob o ponto de vista intergeracional,
verificamos qual a implicacdo da dieta materna DRS sobre a salde metabdlica da prole,
avaliando os descendentes machos e fémeas aos 30 e 90 dias de vida alimentados com dieta
padrdo apds o desmame.

Com o objetivo de verificar se havia diferenca de peso entre os descendentes de maes
CTR e DRS, a prole foi pesada nos dias pos-natal 0, 7, 14, 21, além de dois dias na semana
apos o desmame. Até o 30° dia devida ndo houve influéncia da DRS no peso daprole deambos
0s sexos, como evidenciado nas Figuras 8A-B. No entanto, na prole masculina oriunda de mées
DRS foi observado aumento de peso comparada a prole de mées CTR a partir do 49° dia de
vida até a eutanasia aos 90 dias (CTR 366,2 + 225,6 g vs. DRS 432,2 + 248,0 g, p=0,001)
(Figura 8B).
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Figura 8. Evolucdo ponderal da prole aos 30 e 90 dias. (A) Fémeas: Evolugdo ponderal no periodo lactacionale
pos-desmame; (B) Machos: Evolu¢do no mesmo periodo. Linhas vazadas representam fémeas e linhas cheias
representam machos. Valores expressos com média +e.p.m.,sendo prole 30 dias: CTR (£n=6), DRS (¥n=6); CTR
(&n=5) DRS (Jn=6). Prole 90 dias: CTR (¢n=6), DRS (¥n=6); CTR (3n=6) DRS (In=6). A analise estatistica
foi realizada através do teste t de Student ndo pareado.**p<0,01,***p<0,001 quando comparado ao grupo
controle.

5.4 Efeito da dieta materna sobre o perfil morfométrico da prole durante a inféncia e

idade adulta jovem

Aos 30 e 90 dias de vida, a prole, tanto fémeas quanto machos, foi eutanasiada para a
coleta de sangue e drgdos. As figuras 9A-F mostram a analise morfométrica dos érgdos das
proles fémeas aos 30 e 90 dias, descendentes de maes CTRro e DRSro. Aos 30 dias, observou-
se diferenca significativa apenas no peso dos ovéarios (CTR 0,055 + 0,006 g vs. DRS 0,062 +
0,001g, p = 0,01) e do pancreas (CTR 0,60 + 0,04 g vs. DRS 0,71 + 0,02 g, p = 0,03) com

aumento nos 6rgdos das descendentes de méaes DRSro.
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Figura 9. Parametros morfométricos de érgdos e tecidos da prole 30 e 90 dias. Fémeas: (A) Ovarios; (B) Gordura
periovariana; (C) Gordura periuterina; (D) Gordura mesentérica; (E) Gordura Retroperitoneal; (F) Figado (G)
Pancreas. Valores expressos com média + e.p.m., sendo prole 30 dias: CTR (¢n=6), DRS (?n=6). Prole 90 dias:
CTR (?2n=6), DRS ($¢n=6). A andlise estatistica foi realizada através do teste t de Student ndo pareado. *p<0,05
quando comparado ao grupo controle.

Na analise morfométrica da prole de machos descendentes de maes CTRro e DRSg
representadas nas figuras 10A-F, observou-se que aos 30 dias apenas a gordura periepdidimal
dos machos DRS30 aumentou comparado ao CTR30 (CTR 0,37 + 0,00 g vs. DRS 0,40 £ 0,00
g, p=0,01) (Fig. 10B). Aos 90 dias, constatou-se que apenas a gordura retroperitoneal dos
machos DR S9o aumentou estatisticamente comparado ao CTR9o (CTR 1,49+ 0,18 g vs. DRS
2,09 £0,14 g, p = 0,02), (Figura 10D). O peso dos outros 6rgaos nao apresentou diferencas

significativas entre os grupos.
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Figura 10. Parametros morfométricos de érgaos e tecidos da prole 30 dias. Machos: (A) Testiculo; (B) Gordura
periepdidimal; (C) Gordura mesentérica; (D) Gordura retroperitoneal; (E) Figado; (F) Pancreas. Valores foram
expressos com média + e.p.m., sendo prole 30 dias: CTR ($n=5) DRS (4'n=6). Prole 90 dias: CTR (4'n=6) DRS

(8n=6). A analise estatistica foi realizada através do teste t de Student. *p<0,05 quando comparado ao grupo
controle.

5.5 Efeito da dieta materna sobre o perfil bioquimico da prole durante o periodo da

infancia e idade adulta

No panorama bioquimico da prole descendente de mdes CTRro e DRSFo, observou-se
um perfil distinto de resposta entre os grupos, sexos e idades. Aos 30 dias, foi observada uma
diferenca significativa nos niveis de glicemia em jejum pds-lactacdo nas fémeas de mdes DRS
comparada aquelas de mdes CTR (CTR=120.0 + 3.16 mg/dL vs. DRS=131.0 £ 3.26 mg/dL,
p=0,04), sendo essa diferenca perdida aos 90 dias (Figura 11A). Nestes mesmos animais aos
30 e 90 dias, ndo houve alteracdo nos niveis de colesterol e triglicerideos e no indice TyG
(Figuras 11B-C). Nos machos, os resultados apresentaram diferengas notaveis comparados ao
perfil bioquimico das fémeas: enquanto ndo houve diferenca significativa nos niveis de
glicemia, observou-se um aumento significativo nos triglicerideos dos machos DRSze DR S«
(CTR30=43,10 + 8,49 mg/dL vs. DRS3=74,17 + 10,18 mg/dL, p=0,04 / CTRe,=113,0 + 15,20
mg/dL vs. DRSe= 192,4 + 17,90 mg/dL, p<0,01), sem diferenca estatistica nos niveis de
colesterol (Figuras 11D-E). Os machos DRS3,e DRSq ainda apresentaram com alteragcdo no
indice TyG (CTR30=7,74 + 0,19 vs. DRS5,=8,38+ 0,14, p=0,02 / CTR4,=8,68 + 0,16 vS. DRS«=
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9,34 + 0,15, p=0,01) quando comparados aos grupos controles, indicando menor sensibilidade

a acdo da insulina (Figura 11F).
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Figura 11. Parametros bioquimicosda prole 30 e 90 dias. Fémeas: (A) Glicemia em jejum pds lactacéo; (B) Perfil
lipidico sérico; (C) indice de TyG. Machos: (D) Glicemia em jejum p6s lactacio; (E) Perfil lipidico sérico; (F) Indice
de TyG. Barras vazadas representam fémeas e barras cheias representam machos. Valores expressos com média +
e.p.m.,sendo prole 30 dias: CTR ($n=6), DRS ($n=6); CTR (3n=5) DRS (4n=6). Prole 90 dias: CTR (?n=6), DRS
($n=6); CTR (&n=6) DRS (&n=6). A analise estatistica foi realizada através do teste t de Student n&o pareado.
*p<0,05,**p<0,01 quando comparado ao grupo controle.

5.6 Influéncia da exposicdo materna a dieta rica em agucares no perfil histopatologico e
no acumulo de gordura hepatica dos descendentes

Para determinar o impacto da DRS materna no surgimento e desenvolvimento de
DHGNA nos seus descendentes, foram conduzidas analises histopatologicas e de acimulo de
gordura hepatica em figados coletados apds eutanasia aos 30 e 90 dias. O contetddo de gordura
hepética foi analisado através da marcacdo das goticulas de gordura com corante Oil Red-O,
padrdo ouro para avaliar esteatose. Na prole aos 30 dias, os resultados obtidos demonstraram
esteatose significativa nas fémeas e nos machos oriundos de mdes DRS, comparadas aos
animais CTR (fémeas: CTR = 1,78 + 0,09% vs. DRS = 2,74 + 0,22%, p<0,01, Figura 12 A-C)
e (machos: CTR = 1,86 +0,27% vs. DRS = 3,13 £ 0,24%, p<0,01, Figura 12 F-H). O consumo
de DRS materno ndo impactou no contetdo de gordura hepatica total em machos e fémeas
como demonstrado nas figuras 12 D e I, respectivamente. Em contrapartida, o contetdo de

triglicerideos hepatico foi significativamente maior nas fémeas descendentes de mées DRS
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comparadas as CTR (CTR =11,12+ 0,51 mg/g vs. DRS=19,92 + 2,91 mg/g, p = 0,02), porém
esta resposta ndo foi observada nos machos.
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Figura 12. Analise histolégica e do contetdo de gordura hepéatica da Prole fémeas e machos 30 dias. Sec¢les de
amostras de figado coradasem Oil red - O na objetiva de 20x. Fémeas: (A) CTR; (B) DRS; (C) Area de esteatose;
(D) Gordura hepatica; (E) Triglicerideos. Machos: (F) CTR; (G) Area de esteatose; (H) Gordura hepatica (1)
Triglicerideos. Barras vazadas representam fémeas e barras cheias representam machos. Valores expressos com
média e.p.m., sendo prole 30 dias: CTR (2n=6), DRS (2n=6); CTR (4'n=5) DRS (J'n=6). A analise estatistica foi
realizada atravésdo teste t de Student ndo pareado. **p<0,01, ***p<0,001 quando comparado ao grupo controle.
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Na prole aos 90 dias, as fémeas descendentesde maes DRS ndo apresentaram diferenca
estatistica no grau de esteatose comparada as fémeas CTR, embora seja possivel sugerir uma
tendénciaa maior area de esteatose por influéncia da DRS materna. Essa tendéncia é amparada
pelos maiores niveis de gordura hepatica (CTRso =369,4 £ 9,04% vs. DRSq = 445,1 + 30,07%,
p =0,02) e triglicerideos hepaticos (CTRg = 15,61 £1,64% vs. DRSg = 23,23 +1,30%, p<0,01)
nas fémeas DRSqo (Figura 13 A-E). A prole de machos de maes DRS, por sua vez, apresentou
significante esteatose hepatica comparado aos descendentes de mées CTR (CTRg = 0,88 £
0,19% vs. DRSq =2,59 + 0,22%, p<0,01), acompanhado de aumento de TGs hepatico (CTRo
= 18,76 + 0,69 mg/g vs. DRSq = 23,48 £+ 1,53 mg/g, p = 0,02), embora néo tenha sido notado
aumento de gordura hepética total (Figura 13 F-J).

A analise microscopica de cortes histologicos de figado corados com H&E de acordo
com o escore de atividade da DHGNA descrito por Pai et al. mostrou que, ap6s 30 dias de vida,
a prole de fémeas DRS apresentou esteatose hepatica microvesicular e presenca de balonizacdo
dos hepatdcitos comparado as fémeas CTR (Figura 14), enquanto os machos de maes DRS
apresentaram somente esteatose hepatica microvesicular, comparados aos machos CTR (Figura
15).
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Figura 13. Analise histolégica e do contetdo de gordura hepatica da Prole fémeas e machos 90 dias. SecGes de
amostrasde figado coradasem Oil red - O na objetiva de 20x. Fémeas: (A) CTR; (B) DRS; (C) Area de esteatose;
(D) Gordura hepética; (E) Triglicerideos. Machos: (F) CTR; (G) Area de esteatose; (H) Gordura hepatica (1)
Triglicerideos. Barras vasadas foram utilizadas para a prole fémea e barras cheias para os machos. Valores
expressos com médiate.p.m.,sendo Prole 90 dias: CTR (?n=6), DRS (?n=6); CTR (&n=5) DRS (3'n=6). A analise
estatistica foirealizada através do teste t de Student. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 quando comparado ao grupo
controle.
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Grupos

Prole 30 dias Fémeas
CTR DRS
Esteatose hepatica 0,60 + 0,24 1,87 £ 0,22**
Balonizacéo 0,20 £ 0,20 2,00 £ 0,26***
Inflamacdo Lobular 0,60 £ 0,24 0,75+0,31
Inflamacéo Portal 0,00 £ 0,00 0,12+0,12
Total 1,40 + 0,60 4,75 + 0,49**

Figura 14. Analise histolégica hepatica da prole fémeas de 30 dias. Se¢Ges de amostras de figado coradas com
H&E na objetiva de 40x para visualiza¢do dasmorfologias dos hepatdcitos e pontuacéao para esteatose, balonismo
e inflamacgdoavaliadosem ratos. As setasna cor preta indicam esteatose, e as setasvermelhas, balonizagdo. Sendo
fémeas (CTR=6 e DRS=6). Valores expressos com média + e.p.m.**p<0,01, ***p<0,001quando comparado ao

grupo controle.

Grupos
Prole 30 dias Machos
CTR DRS
Esteatose hepatica 0,20 + 0,20 1,50 + 0,37*
Balonizacéao 0,60 £ 0,24 1,75+ 0,41
Inflamacdo Lobular 0,80 £ 0,37 1,37 £ 0,37
Inflamacéo Portal 0,00 = 0,00 0,25 +0,16
Total 1,60 + 0,67 4,87 + 1,00*

Figura 15. Analise histoldgica hepéatica da prole machos de 30 dias. Se¢6es de amostras de figado coradas com
H&E na objetiva de 40x para visualizacdo dasmorfologias dos hepatdcitos e pontuagéo para esteatose, balonismo
e inflamacdo avaliadosem ratos. As setasna cor preta indicam esteatose, e assetasvermelhas, balonizagéo. Sendo,
machos (CTR=5 e DRS=6). Valoresexpressoscom média £e.p.m.*p<0,05quando comparado ao grupo controle.
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No entanto, aos 90 dias de vida, o perfil observado foi invertido: as fémeas
apresentaram apenas esteatose hepética simples comparado ao grupo CTR (Figura 16),
enquanto os machos apresentaram esteatose e balonizagdo (Figura 17). Em nenhuma das proles
em diferentes idades foi observada diferenca estatistica significativa em infiltrado lobular e
portal.

Grupos
Prole 90 dias Fémeas
CTR DRS

Esteatose hepatica 0,33 £0,21 1,33 +£0,33*
Balonizacéo 0,00 +0,00 0,83+ 0,40
Inflamacdo Lobular 0,50 0,22 0,83 +0,40
Inflamacéo Portal 0,00 +0,00 0,00 + 0,00
Total 0,83 +0,40 2,66 +0,61*

Figura 16. Analise histologica hepatica de fémeasaos 90 dias. Se¢des de amostrasde figado coradascom H&E
na objetiva de 40x para visualizacdo das morfologias dos hepatdcitos e pontuacéo para esteatose, balonsmo e
inflamacdoavaliadosem ratos. Sendo, fémeas (CTR=6 e DRS=6). Valores expressos com médiaxe.p.m.*p<0,05
quando comparado ao grupo controle.
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Grupos
Prole 90 dias Machos
CTR DRS
Esteatose hepatica 0,83+0,40 2,33 +£0,21**
Balonizacéo 0,50 £ 0,22 1,833 £ 0,30**
Inflamacdo Lobular 0,33+£0,21 0,50 £ 0,22
Inflamacg&o Portal 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
Total 1,66 £ 0,61 4,66 + 0,42**

Figura 17. Andlise histologica hepéatica de machosaos 90 dias. Se¢es de amostrasde figado coradascom H&E
na objetiva de 40x para visualiza¢do das morfologias dos hepatdcitos e pontuacdo para esteatose, balonismo e
inflamacaoavaliadosem ratos. Sendo, machos (CTR=6 e DRS=6). Valoresexpressoscom média +e.p.m.**p<0,01
quando comparado ao grupo controle.

5.7 Expressdo génica de marcadores do metabolismo lipidico hepatico

Para avaliar os efeitos da exposi¢cdo materna a DRS no metabolismo lipidico do figado
da prole, realizamos a expressdo génica de marcadores moleculares envolvidos nas vias de
sintese e degradacdo de &cidos graxos, bem como de fatores de transcricdo envolvidos na
lipogénese de novo.

Tomando como ponto de partida a via de lipogénese, nos descendentes de maes DRS,
as fémeas de 30 e 90 dias de vida apresentaram aumento significativo na expressdo de FASN
(p<0,01 e p<0,0001, respectivamente). De modo interessante, a expresséo de PPAR-y foi
significativamente elevada nas fémeas somente aos 90 dias (p<0,001) (Figura 18A).
Curiosamente, nos machos de 30 e 90 dias ndo houve diferenca significativa na expressao dos
genes lipogénicos entre a prole oriunda de mées DRS versus CTR, com exce¢do da menor
expressédo de PPAR-y aos 30 dias (p<0,05) (Figura 18D).

Na andlise da via de beta-oxidagcdo, houve regulacdo positiva dos genes PGCla

(p<0,05) e PPARa (p<0,01) nas fémeas apenas aos 90 dias (Figura 18B), no entanto, sem
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diferenca na expressdo de genes dessa via em machos de maes DRS, aos 30 e 90 dias de vida
(Figura 18 E).

Quanto a expressdo dos fatores de transcricdo, ndo houve diferenca estatistica entre as
descendéncias demaes DRSe CTR, tantonas fémeas (Figura 18 C) quanto nos machos, embora
possa ser observada uma tendéncia a regulacdo positiva dos genes ChREBP e SREBP-1c¢ nos
machos DRS aos 30 e 90 dias de vida (Figura 18 F).
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Figura 18. Expressdo génica de marcadores lipogénicos hepaticosno figado. Genes envolvidos na lipogénese de novo (FASN, SCDI1, PPARY) (A-D), oxidagao de acidos graxos
(PGC1-a, PPAR-0) (B-E) e fatorde transcrigdo (ChREBP-1c, SREBP-1c) (C-F). As barrasvasadasforam utilizadas para a prole fémea e barrascheias para 0s machos. Sendo
prole 30 dias: CTR (@n=4), DRS (¢n=5); CTR (&n=4), DRS (3n=5). Prole 90 dias: CTR (?n=4), fémeas DRS (?n=5); CTR (Jn=4), DRS (4n=5). Todas as expressoes
génicas foram normalizadas para osniveis de GAPDH e expressas como valores de alteracdo de dobra de 2 —AATC, conforme determ inado pela amplificacdo em tempo real.
Valores foram expressos com média * e.p.m. A analise estatistica foi realizada através do teste t de Student. * p<0,05, **p<0,01 quando comparado ao grupo controle.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos os efeitos daexposicdo materna a uma dietarica em sacarose
durante o periodo perigestacional no desenvolvimento precoce de disfun¢fes metabolicas,
como a esteatose hepatica, na prole. Observamos que as maes alimentadas com DRS desde o
desmame até o fim da lactacdo, apresentaram disfuncéo metabdlica significativa, com ganho de
peso, hipertrigliceridemia e resisténcia a insulina, o que impactou a prole de maneira sexo-
especifica. Os machos mostraram maior suscetibilidade metabdlica aos 30 e 90 dias, com
aumento de triglicerideos hepaticos e resisténcia a insulina. Em contraste, as fémeas
apresentaram atenuacdo na esteatose hepéatica na fase adulta, possivelmente devido a acéo
protetora do estrogénio, que favorece a beta-oxidacéo e a quebra lipidica. Esses mecanismos
hormonais podem explicar a menor prevaléncia e gravidade da DHGNA em fémeas, enquanto
0s machos permanecem mais vulneraveis aos efeitos adversos da dieta materna.

O ganho de peso materno observado neste trabalho estd diretamente relacionado ao
consumo excessivo deacucares deadicdo durante a gestacdo, conforme demonstradoem outros
estudos (Ruchat et al., 2018). A hipertrigliceridemia resulta da sintese e secrecdo aumentada de
triglicerideos de lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) pelo figado e redugdo na
depuracdo extra-hepatica (Rodriguez et al., 2013). A Rl materna, um mediador central da
obesidadee diabetes, reforca a conexdo entre a dietamaterna e a disfun¢do metabdlica (Thomas
et al., 2019).

Estudos em diferentes espécies animais ja exploraram como a obesidade materna e
dietas obesogénicas, especialmente ricas em acUcares, afetam o ambiente intrauterino em
periodos distintosde exposicdo (Bayol et al., 2010). Esses trabalhos mostram que descendentes
de maes obesas apresentam maior propensdo a desenvolver disfungbes metabolicas,
aumentando sua vulnerabilidade a SM e a DHGNA (Seib et al., 2023). Embora a maioria das
investigacdes tenha focado em dietas hiperlipidicas (Lee et al., 2023; Nevzorova et al., 2020)
ou ocidentais (Im et al., 2021), dados recentes e ainda ndo publicados de nosso grupo de
pesquisa revelam que a exposicdo perigestacional a sacarose também induz a SM na prole
adulta (Soares, 2022; Ribeiro, 2023).

Ao avaliarmos o impacto da dieta materna sobre o perfil metabdlico da prole,
identificamos diferencas sexo-dependentes e buscamos compreender os mecanismos pelos
guais o0 consumo excessivo de sacarose durante o periodo perigestacional afeta negativamente

0 metabolismo hepatica dos descendentes. Um diferencial importante deste estudo foi a



55

realizacdo de analises longitudinais focadas no figado, conduzidas em dois periodos distintos:
aos 30 e 90 dias devida daprole. Nossos resultados mostraram que o estado nutricional materno
durante o periodo perinatal pode estar associado a alteracdes hepaticas observadas aos 30 dias
de vida, que podem contribuir para a progressao de distarbios metabdlicos aos 90 dias de vida,
com respostas distintas entre machos e fémeas. Essa diferenca sexual também se reflete no
desenvolvimento de RI. No nosso estudo, a RI foi avaliada por meio do indice TYG, com
diferencas significativas observadas apenas nos machos aos 30 e 90 dias de vida, indicando o
inicio de RI periférica.

A prole de machos exposta a sacarose tanto durante a fase intrauterina quanto na
amamentacdo desenvolveu caracteristicas classicas de SM ao longo da vida, incluindo ganho
de peso, hiperglicemia, hipertrigliceridemia e Rl aos 30 e 90 dias de vida. A exposi¢do precoce
a sacarose favoreceu o aumento da gordura periepididimal aos 30 dias de vida e retroperitoneal
aos 90 dias de vida, indicativos de adiposidade aumentada. Considerando a relagéo da gordura
periepdidimal com o desenvolvimento e a funcdo dos tecidos reprodutivos masculinos, também
analisamos o peso dos testiculos. No entanto, ndo identificamos diferenga significativa aos 30
dias, embora tenha sido observada uma tendéncia de aumento no grupo DRS.

Lomas-Soria et al (2018), observaram que os efeitos da programacdo de uma dieta
obesogénica materna persistem e se intensificam no periodo pos-natal, especialmente aos 110
dias, quando os machos apresentam aumentos adicionais de triglicerideos e RI. A RI periférica,
que emerge nesse periodo, desempenha um papel central no aumento dos triglicerideos séricos
e esta fortemente associada ao desenvolvimento da DHGNA (Fabbrini et al., 2010). Os nossos
dados experimentais em modelo animal corroboram com os achados de estudos em humanos
(Cohen et al., 2023), os quais demonstraram que uma alimentagdo inadequada durante a
gestacdo esta associada a um aumento significativo nas chances de a descendéncia desenvolver
obesidade, diabetes mellitus tipo 2, hiperlipidemia, hipertensdo arterial e doenca hepatica
gordurosa ndo alcodlica (DHGNA). Essa concordancia entre os resultados reforca a relevancia
do impacto da nutricdo materna sobre a saide metabdlica da prole.

No estudo de Smith et al. (2022), foi demonstrado que a exposicao fetal a uma ingestao
materna excessiva de frutose (10% na agua) elevou significativamente os niveis de
triglicerideos na prole masculina na fase adulta. Além disso, foi demonstrado que a exposicao
da prole a um ambiente pré e pds-natal com alto teor de gordura e sacarose levou ao aumento
dopeso corporal e daadiposidade nos filhotes (Ingvorsen et al., 2021). Nossos achadostambém
sdo consistentes com um estudo que investigou influéncias dietéticas semelhantes, onde dieta

contendo 30% de sacarose diluida na dgua de beber, administradas por 30 dias, resultaram em
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aumento do peso testicular em ratos eutanasiados aos 51 dias de vida (Ledn-Ramirez et al.,
2021).

Do ponto de vista bioquimico, as implicagdes metabolicas refletidas na prole podem
decorrer do fato de que a sacarose, quando hidrolisada, divide-se em duas moléculas distintas:
glicose e frutose. Enquanto a glicose desencadeia uma resposta glicémica e insulinémica, a
frutose é metabolizada no figado, convertendo-se em trioses que podem ser utilizadas para a
sintese de triglicerideos e colesterol, influenciando o aumento de peso e adiposidade (Lee et al.,
2018). Ao investigarmos a influéncia de um ambiente intrauterino adverso no metabolismo
hepético, nossos dados revelaram um quadro semelhante.

A andlise histoldgica e a avaliacdo do conteudo lipidico intra-hepético mostraram que,
embora as maes expostas a DRS ndo tenham desenvolvido esteatose hepética, 0s machos da
prole apresentaram deposicao de gordura no figado aos 30 e 90 dias de vida, acompanhada de
elevacdo dos niveis de triglicerideos. Foi observada esteatose microvesicular simples nos
machos tanto aos 30 quanto aos 90 dias de vida, sem, no entanto, evoluir para NASH, conforme
demonstrado pela andlise histopatoldgica. A presenca de esteatose microvesicular no figado é
um indicador de pior prognoéstico e tem sido associada a um maior risco de balonizagéo,
disfungdo mitocondrial e um fendtipo de figado gorduroso mais grave (Tandra et al., 2011).

Em roedores, a DHGNA apresenta variacdes, e estudos semelhantes aos nossos nao
relatam aumento na massa hepatica, como observado em alguns trabalhos (Pinto et al., 2016;
Softic et al., 2017; Flister et al., 2018). No entanto, mesmo sem diferencas significativas no
peso do figado, h& evidéncias de acumulo de gordura ectopica e disfuncdo hepética. Esses
efeitos estdo amplamente associados a Rl observada nos machos, que desempenha um papel
chave na desregulacdo da lipogénese de novo. Esse processo, regulado pelo figado, converte
carboidratos em triglicerideos, promovendo a exportacéo de lipidios na formade VLDL (Tahri-
Joutey et al., 2021). Isso resulta no aumento da captacdo de acidos graxos livres pelo figado,
intensificando a lipogénese e diminuindo a B-oxidacdo (Fabbrini et al., 2010), levando ao
acumulo de lipidios no figado e a lipotoxicidade (Liu et al., 2010).

A prole de fémeas aos 30 dias de vida, apresentou alteragdes no tamanho do pancreas,
possivelmente associado a adaptacfes metabolicas (Mizera et al., 2022). Lomba et al. (2017)
corroboram essa hipotese, demonstrando que dietas ricas em sacarose podem causar hipertrofia
dopéncreas em ratos, aumentandoa secrecdo de insulina em resposta as demandas metabdlicas.
Além disso, foi observada hiperglicemia em jejum nas fémeas aos 30 dias de vida, 0 que pode
estar relacionado as alteracdes na morfologia pancreéatica, embora essa conexao precise ser mais

explorada em estudos futuros. Além disso, as fémeas exibiram um aumento no peso dosovarios,
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achado que esta em concordancia com estudos prévios conduzidos pelo nosso grupo de
pesquisa, 0s quais demonstraram que a exposicdo direta a dietarica em sacarose (DRS) induz
alteracGes ovarianas consistentes com caracteristicas da sindrome do ovario policistico (DE
MELO etal., 2021).

Apesar de ndo apresentarem diferencas significativas de peso aos 30 e 90 dias de vida
ou no perfil bioquimico aos 90 dias, foram detectadas alteracBes hepaticas nas fémeas,
sugerindo que a dieta pode impactar a funcdo hepatica mesmo sem mudangas significativas no
peso corporal. Esse resultado corrobora, em parte, os achados de Lomas-Soria et al. (2018), que
demonstraram que, em uma prole de mées alimentadas com uma dieta contendo 21% de agUcar
simples, embora os pesos corporais tenham sido semelhantes entre os sexos, as fémeas também
comegam a apresentar aumento nos niveis de triglicerideos, embora as mudangas sejam menos
pronunciadas em comparagdo com os machos (Lomas-Soria et al., 2018). Isso indica que a
gordura corporal e o metabolismo podem ser afetados pela exposicdo a dieta materna,
independentemente do peso inicial entre 0s sexos.

Foi observada esteatose microvesicular simples nas fémeas, tanto aos 30 quanto aos 90
dias, sem, no entanto, evoluir para NASH. Nossos resultados evidenciaram a presenca de
esteatose hepatica com perfis diferentes entre a prole machos e fémeas. Em oposi¢cdo aos
estudos que relatam a ndo persisténcia da DHGNA na idade adulta, aqui demonstramos a
persisténcia de contetdo lipidico no figado dos animais aos 90 dias, sobretudo nos machos
DRS. Além disso, observamos diferencas marcantes entre 0s sexos, com machos apresentando
maior predisposicdo a esteatose hepatica em comparacdo as fémeas. Essa diferenca entre os
sexos pode sugerir uma maior vulnerabilidade metabolica nos machos em resposta a dieta
obesogénica materna. A coincidéncia temporal entre o desenvolvimento da Rl e o surgimento
daDHGNA é critica, uma vez que a Rl é um fator central na disfun¢doda SM e esta diretamente
relacionada ao aumento dos triglicerideos sericos (Fabbrini et al.; 2010).

Para investigar os mecanismos hepaticos que predispdem os descendentesde maes DRS
a DHGNA, foi observada a expressao de genes lipogénicos nas fémeas e machos DRS aos 30
e 90 dias devida. Houve superexpressdo de FASN nas fémeas em ambos os periodos e de PPAR-
y aos 90 dias, contribuindo para a patogénese do figado gorduroso. A este respeito, tem sido
observado que ratos alimentados com uma dietarica em gordura e alto teor de agtcar (HFHS)
7,5% de sacarose, apresentaram esteatose hepatica significativa, com aumento de 1,8 vezes nos
triglicerideos hepaticos e regulacdo positiva do PPAR-y (Abrahams et al., 2023).

Embora tenha ocorrido regulacdo positiva de genes lipogénicos aos 30 e 90 dias, as

fémeas demonstraram uma atenuag@o no grau de esteatose hepética aos 90 dias. Esse efeito
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pode ser explicado pelo aumento na expressdo de genes envolvidos na B-oxidacdo, como
PGClae PPARa, especialmente aos 90 dias. Esses genes desempenharam um papel crucial na
oxidacdo de acidos graxos, sugerindo que, embora o metabolismo hepatico das fémeas esteja
propenso a formagdo de gordura, essa resposta é contrabalanceada ao longo do tempo pela
intensificagdo da quebra lipidica via PB-oxidacdo. O PPARa € o regulador central do
metabolismo oxidativo dos &cidos graxos, promovendo a transcricdo da CPT-1a, que catalisa a
etapa limitante da taxa na B-oxidacdo de acidos graxos nas mitocondrias (Bougarne et al.,
2018). Assim, é razoavel inferir que a superexpressdao de PPARo. em fémeas DRS aos 90 dias
os impediram de desenvolver DHGNA, apesar da alta expressdo de FASN e PPAR-y.

Na prole de machos submetidos a DRS, tanto aos 30 quanto aos 90 dias de vida,
observou-se uma tendéncia de aumento na expressao de FASN, sugerindo uma lipogénese de
novo potencialmente disfuncional. Esse aumento pode refletir um processo patoldgico, uma vez
que a sintese exacerbada de &cidos graxos pode contribuir para a disfungdo metabdlica e
hepatica (Ng et al., 2022). Estudos, como o de Smith et al. (2022), demonstram a regulacdo
positiva de FASN na prole adultade mées alimentadas com uma dieta contendo 10% de frutose,
0 que reforca a hipdtese de que essa alteracdo na expressdo de FASN pode estar associada a
predisposicdo ao desenvolvimento de DHGNA e outras disfungdes metabolicas.

Curiosamente, aos 30 dias os machos apresentaram reducédo na expressao de PPAR-y, 0
que contrapde muitos estudos visto o papel do PPAR-y na promocéo de lipogénese (Gavrilova
et al., 2003; Lee et al., 2023). Por outro lado, a expressdao de PPAR-y nos tecidos hepaticos de
ratos machos alimentado com HFHS durante 6 semanas revelou uma regulacdo negativa
significativa. A regulacdo negativa esta de acordo com varios estudos sobre diferentes tipos de
dietas (Dong et al., 2011; Zhang et al., 2021). A diminuigdo dessa expressdo esta associada a
tentativa do organismo de reduzir a sintese de acidos graxos e lipidios em resposta ao estresse
metabdlico causado pela dieta (Ragab et a., 2015).

Os resultados que mostram a auséncia de alteracdes significativas na expressdo dos
genes relacionados a B-oxidacdo (PPARa e PGCla) e fatores de transcricdo (ChREBP,
SREBP1-c) em machos aos 30 e 90 dias indicam que o desenvolvimento de DHGNA nos
machos pode estar sendo mediado por mecanismos distintos das vias classicas de regulacdo
lipidica. 1sso sugere que, ao contrario das fémeas, 0s machos podem estar mais susceptiveis a
alteragdes metabolicas que ndo dependem diretamente daregulagdo de-oxidagéo e lipogénese
de novo via PPARo e ChREBP/SREBP1-c (Tilg et al., 2008).

Apesar dos mecanismos moleculares que contribuem para a desregulacdo da DNL néo

estarem completamente elucidados, é bem estabelecido que a hiperglicemia e a RI, tanto no
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figado quanto nos tecidos periféricos, desempenham um papel crucial (Bliher et al., 2020). O
excesso de glicose e insulina interferem no sistema lipogénico hepatico, levando & ativacdo
anormal dos fatores de transcricdo SREBP e ChREBP. Essa ativacdo exagerada aumenta a
atividade das enzimas envolvidas na lipogénese e estimula a produgdo de lipideos no figado.
Simultaneamente, ha uma reducdo na funcdo do PPAR-a, resultando na supressdo da beta-
oxidacdo e do transporte de acidos graxos, 0 que agrava ainda mais o desenvolvimento da
DHGNA (Burgeiro et al., 2017).

Na literatura, estudos com ratos machos expostos a dietas obesogénicas apontam para
mecanismos alternativos na progressdo da DHGNA, como o0 aumento do estresse oxidativo e
inflamacdo hepética. Um exemplo disso é o papel de citocinas inflamatérias, como TNF-a e
IL-6, que podem desencadear a Rl e promover o acimulo de lipidios no figado, sem
necessariamente envolver alteragdes significativas nos genes classicos de B-oxidagcdo ou
lipogénese (Moayedfard etal., 2022; Pierantonelli et al., 2019). O trabalho de Elchaninov et al.
(2019) aborda como a ativacgdo de citocinas, como TNF-a e IL-6, pode impactar a homeostase
hepéatica sem a regulacdo direta de vias lipogénicas tradicionais. Diante desse contexto, €
fundamental a realizacdo de estudos adicionais para investigar as alteragdes na expresséo
proteica das citocinas inflamatorias e suas implicagdes na DHGNA.

Em nosso estudo, os machos DRS apresentam mudancas fisioldgicas, bioquimicas e
histoldgicas mais acentuadasassociadas a DHGNA quando comparados as fémeas, embora tais
alteracBes funcionais ndo possam ser completamente explicadas pelo padrdo de resposta
observado dentro do panorama de expressdao génica observado no nosso estudo. Estudos
epidemiologicos em humanos indicam que a prevaléncia de DHGNA é maior em homens do
que em mulheres, com sintomas agravados nos homens (Teng et al., 2023). Esse achado esta
em concordancia com pesquisas realizadas em modelos animais, que mostram que ratos machos
apresentam maior inflamacdo hepética e alteracdes metabolicas, tais como aumento da
sensibilidade a insulina e alteracBes nos perfis lipoproteicos, em comparacdo com as fémeas
(Clapatiuc et al., 2024).

Um estudo em ovelhas adultas indica que os estrogénios desempenham uma fungéo
protetora no figado, enquanto os androgenos intensificam a progressdo da NASH (Hogg et al.,
2011). Adicionalmente, foi demonstrado uma reducéo nos niveis de testosterona sérica na prole
de machos de maes que receberam 31% de aglcar simples (Santos et al., 2015) e um aumento
nos niveis de estradiol nas fémeas.

Nossos resultados revelaram diferengas significativas na evolucdo da DHGNA entre

machos e fémeas em diferentes periodos, o que provavelmente contribui para as variagcdes
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sexuais observadas no fendtipo geral. Nos machos, os desfechos metabdlicos parecem ter sido
mais preocupantes, com maior predisposi¢do a Rl e ao acimulo de gordura hepatica, sugerindo
maior vulnerabilidade metabdlica nesse grupo. Esse entendimento € crucial para o
desenvolvimento de intervengdes personalizadas para cada sexo. Além disso, sd0 necessarios
mais dados para estabelecer a conexdo definitiva entre a dieta materna rica em sacarose, 0
desenvolvimento da DHGNA e as mudancas metabolicas em outros tecidos.
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7 CONCLUSAO

A crescente preocupacdo com o desenvolvimento da DHGNA na populagdo jovem e
adulta ressalta a importancia das fases criticas de desenvolvimento para a formacao de habitos
saudaveis. O presente estudo evidenciou que a exposi¢do perigestacional a uma dieta rica em
sacarose pode induzir o desenvolvimento da SM nas maes, impactando negativamente o
metabolismo dos filhotes. Além disso, os resultados revelaram que o ambiente metabdlico
desfavoravel das ratas que consumiram DRS durante periodos criticos de desenvolvimento
causou efeitos adversos no perfil bioquimico e no desenvolvimento morfofuncional de sua
prole. Isso predispunha os filhotes a condigdes relacionadas a SM, resultando em aumento da
massa de oOrgdos em fémeas e acimulo de tecido adiposo perigonadal em machos. Essas
alteragdes culminaram no desenvolvimento de esteatose hepatica durante o periodo
correspondente a infancia em ambos os sexos, sendo essa condicdo mantida apenas nos machos
na fase adulta jovem. Esse achado sugere que as fémeas apresentam maior suscetibilidade no
periodo pré-pubere, mas demonstram maior resisténcia na fase adulta, possivelmente devido ao
papel protetor exercido pelos estrogénios.

Compreender os mecanismos metabolicos envolvidos na transmissdo de efeitos
adversos da dieta materna para a prole, especialmente em relacdo a RI e a lipogénese
disfuncional, abre novas perspectivas para intervencdes preventivas. Além disso, pesquisas
futuras devem aprofundar as interacdes entre dieta, genética e ambiente, bem como avaliar a
eficacia de intervengdes nutricionais em diferentes populacdes. Investigacdes adicionais em
modelos experimentais e estudos clinicos serdo cruciais para esclarecer as complexas relagdes
entre dieta e saude metabolica. Assim, espera-se contribuir para um futuro em que a prevengao

de DCNTs comece desde a infancia, garantindo uma satide melhor para as préximas geracdes.
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8 PRODUCOES ACADEMICAS DURANTE O DOUTORADO

Durante o periodo de doutorado, dediquei-me em grande parte a pesquisa e a producdo
académica, buscando contribuir de maneira significativa para o avanco do conhecimento em
minha area de estudo. Ao longo deste periodo, tive a oportunidade de participar na elaboracdo
de trabalhos resultando em diversas contribui¢cGes. Dentre as quais destaco o artigo intitulado
“Analysis of the effect of the TRPC4/TRPCS5 blocker, ML204, in sucrose-induced metabolic
imbalance” (anexo B), este representou um marco em meu percurso académico onde ampliei 0
conhecimento sobre os acucares de adicdo e participei das andlises histolégicas apresentadas
no artigo. Além disso, o artigo de revisdao “An Overview of the TRP-Oxidative Stress Axis in
Metabolic Syndrome: Insights for Novel Therapeutic Approaches” (anexo C) também foi de
grande relevancia, neste participei na elaboracdo de tdpicos contribuindo para a literatura e
producdo cientifica. Outra contribuicdo deu-se no artigo “Cuminaldehyde potentiates the
antimicrobial actions of ciprofloxacin against Staphylococcus aureus and Escherichia coli”
(anexo D), ondetive conhecimento na &rea de microbiologia participando no cultivo e manuseio
de colonias de bactérias. Ainda, no artigo “Monitoring of Peripheral Blood Leukocytes and
Plasma Samples: A Pilot Study to Examine Treatment Response to Leflunomide in Rheumatoid
Arthritis” (anexo E) pude participar na coleta e analises de materiais biolégicos dos pacientes
participantes da pesquisa.

Ademais, durante meu doutorado, participei de congressos enriquecedores destacando
o | Simpdsio Nacional em Ciéncias da Saude do PPGCS (anexo F) e do 55° Congresso Anual
daSBFIS-Encontro Luso Brasileiro de Fisiologia- Symposium Miguel Covian- Latin American
DOHaD Chapter, realizado no formato OnLine (anexo G). Além da XXXVI1II Reunido Anual
da Federacdo de Sociedades de Biologia Experimental (FeSBE) com apresentacédo de trabalho
na modalidade oral “Perigestational high-sucrose intake leads to early NAFLD onset in the
offspring of wistar rats" (anexo H). Essas experiéncias proporcionaram um ambiente propicio

para a troca de conhecimentos e o fortalecimento de parcerias académicas.
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and oxidative stress in MS is discussed in the light of novel therapies to treat this syndromse.

Key ds: TRP ch ! tabolic synd energy bol hypoadiponects ia; reactive
oxygen species; inflammation

L Introduction
Metabolic syndrome (MS) is a complex path)logy dlaracbe:izcd by visceral adiposity,
insulin resistance, arterial hypertension, and dy ia [1]. MS presents significant

morbidity and mortality as it strongly increases ; the risk of developing different diseases,
such as those affecting lhecatdwvucularsystrmand type 2 diabetes (T2D) [2]. Its manage-
ment is primarily aimed at reducing the risk for cardiovascular diseases (CVDs) and T2D,
and includes lifestyle modifications and multiple drugs [3,4].

Abdominal obesity, insuli istance and sedentary life-styles are major risk factors
for MS [1]. These increase with ageing, by taking medicines which increase weight gain, by
mitochondrial and endocrine dysfunctions, and genetic predisposition [3]. Although not

Cefls 2022 17, 1292 hetpe: / /doi.oeg/ 103350/ ol 111051292

hitgrs: / /wowwe.mdpi com / jourmal /colls

77



PLOS ONE

ANEXO D

4.)

Check for
upiates

EDPENM:I’.‘.ESS

Cilsion: Momsiso-Neo V, de Soesa CD, Gorzaga
LF, da Sitvesra BC, Sowsa NCF, Ponies JP, el al
(2020 Curnirakisnde poleities the
antisnicrobial actions of ciproflteacis agaiset

avreusand Eschedchin o PLoS
DME 15(5} 23087, Bitps: (s omy10.1371
joumal pose 0ZII0ET

Editor: Abdebeahiab Omii, Lausem s, CANADA
Receivad: April 11, 2020

Recepled: Aprd 24, 2000
Pubilihed: May 14, 2020

Copyright: © 2020 Momsins-Meto el 4. Thisisan
open eoees sk ditributed usder the tarme of
the Cosatve: Comemons Mbribulion Licenss, which
permmits e resicied use, detribetion, asd
reproduction in ny medium, provided e onginal
Siilhar e S50k are cradiled.

Diata Memitshility Statement: Al relescant data ane
‘withisy the srasusiripl ad its Supporting
Inbarercrfon files:

Fandiag: This work was seppacad by
Coorderacin de Apedenamenio de Petsoal de
Niwed Superior [CAPES; grant nember 325201,
T cade 001 ), Consslha Macionl de
Dessvabimenio Cientifios & Tecnologico (CNPy;
granl sumbears 309046211 &5 and JDSETE2015-
§), Fundagas de Aenpans & Pesouis & 30
Desarmviabamenio Cientios & Tamaligica do

RESEARCH ARTICLE

Cuminaldehyde potentiates the antimicrobial
actions of ciprofloxacin against Staphylococcus
aureus and Escherichia coli
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Abstract

Escherichia coll and Staphyiococcus aureus are important agents of urinary tract infections
that can often evolve to severe infections. The rise of antibiotic-resistant streins has driven
the search for novel therapies to replace the use or act &s adjuvants of antibiotics. In this
context, plant-derived compounds have been widely investigated. Cuminaldehyde is sug-
gested as the major antimicrobial compound of the cumin seed essential oil. However, this
effect is not fully understood. Herein, we investigated the in siico and in wiro activities of
cuminaldehyde, as well as its ability to potentiate ciprofloxacin effects against 5. awews and
E. coll. in sifice analyses were performed by using different computational tools. The PASS
online and SwissADME programmes were used for the prediction of biolegical activities and
orel bioavalability of cuminaldehyde. For analysis of the possible toxic effects and the theo-
retical pharmacokinetic parameters of the compound, the Osins, SwissADME and PROTOX
programimes were used. Estimations of cuminaldehyde gastrointestinal absorption, blood
brain barrier permeabdity and skin permeation by using SwissADME; and drug likeness and
score by using Osiris, were also evaluated The i wilro antimicrobial effects of cuminalde-
hyde were determined by using microdilution, biofilm formation and time-kill assays. In siico
enalysis indicated that cuminaldehyde may act as an antimicrobial and 85 2 membrane per-
meahility enhancer. It was suggested 1o be highly absorbable by the gastrointestinal tract
and likely to cross the blood brain barrier. Also, imitative and harmiful effects were predicted
for cuminaldehyde if swallowed at its LDS0. Good oral bicavailability and drug score were
&lsa found for this compound. Cuminaldehyde presentad antimicrobial and anti-béofilm
effects against 5. sureus and E. coll. When co-incubated with ciprofloxacin, i enhanced the
antibiotic antimicrobial and anti-biofilm actions. We suggest that cuminaldehyde may be
useful as an adjuvant therapy to ciprofloxacin in 5. sureus and E. col-induced infections.
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Monitoring of Peripheral Blood Leukocytes and Plasma
Samples: A Pilot Study to Examine Treatment Response to
Leflunomide in Rheumatoid Arthritis
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22 A 24 DE NOVEMBRO DE 2023

CERTIFICADO

Certificamos que Jaqueline Pessoa Pontes participou do I SIMPOSIO
NACIONAL EM CIENCIAS DA SAUDE, com o tema "O Maranhdo na
popularizagdo e desenvolvimento cientifico e a sua importdncia na
capacitagdo dos profissionais da saiide", realizado nos dias 22 a 24 de
Novembro de 2023, na Universidade Federal do Maranhdo Campus Dom
Delgado, na cidade de Sido Luis do Maranhdo, com uma carga horaria de 20

horas.
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550 cOnGRESSO EVENTOS PARALELOS:
4 a 8 de Outubro de 2020 ANYALOH SoER

Certificamos que,
JAQUELINE PESSOA PONTES

Participou do 55° Congresso Anual da SBFIS | Encontro Luso Brasileiro de Fisiologia | Symposium
Miguel Covian | Latin American DOHaD Chapter , realizado no formato OnLine no periodo de
05 a 10 de outubro de 2020, na qualidade de Participante, com carga horaria de 40 horas.

Ribeirao Preto/SP, 08/10/2020.

Para verificar a autenticidade deste certifi acesse hitps:/ivalidacertifi com.br e use o codigo: 322993324
/A Lz

Eduardo Colombari Gustavo R. Pedrino Armenio Aguiar dos Santos

Presidente da SBFIS Tesoureiro da SBFIS Secretario da SBFIS
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I| CONGRESSO DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE BIOACUSTICA (BBA)

CERTIFICADO

O trabalho intitulado "PERIGESTATIONAL HIGH-SUCROSE INTAKE LEADS TO EARLY NAFLD ONSET IN THE OFFSPRING
OF WISTAR RATS" de autoria de Jaqueline Pessoa, Camila de Fatima Carvalho, Bruno Eduardo Lopes de, Romulo
Brénno Lopes, THAMYS MARINHO e Antdnio Marcus de Andrade foi aprovado na XXXVIII Reunido Anual da Federagao
de Sociedades de Biologia Experimental (FeSBE), realizada de 2 a 5 de julho de 2024, na Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), na cidade de Campinas/SP.

Prot. Dr. Eduarde Colossbarl
Presidente da FedBE
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