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RESUMO

A gestacao € um periodo critico do desenvolvimento, onde o ambiente materno é um
importante fator modulador da saude da prole, podendo resultar em efeitos positivos
ou negativos ao longo de seu desenvolvimento pds-natal. Nesse contexto, a nutricao
materna durante a gestac&o pode programar o organismo do feto, sendo que tanto a
desnutricdo quanto a supernutricdo fetal estdo associadas ao desenvolvimento de
doencas cronicas na idade adulta. A restricdo caldrica moderada na idade adulta
tem seus efeitos positivos bem estabelecidos, especialmente no que diz respeito a
protecdo contra doencas metabdlicas e aumento da expectativa de vida. Entretanto
pouco se sabe sobre os efeitos da restricdo calorica gestacional, e seus potenciais
efeitos protetores contra fatores de risco associados as doencas crbnicas. Dessa
forma, nosso estudo avaliou os efeitos da restricdo caldrica gestacional sobre o
status redox e parametros mitocondriais no tecido adiposo da prole em idade adulta.
Para tal, ratas Wistar adultas prenhes foram submetidas a um protocolo de restricao
calorica moderada (20%) associada a suplementacdo de micronutrientes de forma a
igualar o aporte do grupo controle. O tratamento manteve-se durante todo o periodo
gestacional, e quando os filhotes completaram 60 dias, foram eutanasiados e
amostras de tecido adiposo interescapular e retroperitoneal foram retiradas para
pesagem e analises bioquimicas. Foram avaliados o conteudo geral de espécies
reativas, os niveis de superdxido mitocondrial e 6xido nitrico, além da massa e
potencial de membrana mitocondrial, por citometria de fluxo. A restricdo calérica
gestacional ndo alterou o peso dos filhotes, mas a porcentagem de tecido adiposo
retroperitoneal nos filhotes machos mostrou-se diminuida nesse grupo. No tecido
adiposo interescapular dos machos, observou-se diminuicdo no contetdo de
superoxido mitocondrial e aumento da massa mitocondrial, indicando maior
eficiéncia energética e menor estresse oxidativo nesse tecido. Entretanto para as
fémeas, o tecido adiposo interescapular apresentou aumentado conteddo de
espécies reativas. Os resultados sugerem que a alimentacdo materna é capaz de
influenciar positivamente a programacao metabdlica do tecido adiposo da prole.
Além disso, a restricdo calorica gestacional demonstrou efeito tecido e sexo

dependentes sobre o] desenvolvimento da prole.



ABSTRACT

Gestation is a critical period for the fetus development. In this context, maternal
environment is an important modulator factor, associated with healthy or deleterious
outcomes through postnatal development. In fact, maternal nutrition during
pregnancy can program offspring's organism, and both fetal malnutrition and
overnutrition are associated with the development of chronic diseases in adulthood.
Moderate caloric restriction in adulthood has its positive effects well-defined,
especially with regard to protection against metabolic diseases and lifespan
extension. However, little is known about the effects of gestational caloric restriction
and its protective effects on progeny against increased risk factors for chronic
diseases. Therefore, our study evaluated the effects of gestational caloric restriction
on redox status and mitochondrial parameters in offspring’s adipose tissue at
adulthood. To afford the goal, pregnant Wistar rats underwent a moderate caloric
restriction protocol associated with micronutrient supplementation to match the
control group. The treatment continued throughout the gestational period, and when
the pups were 60 days-old, they were sacrificed and interescapular and
retroperitoneal adipose tissue removed for biochemical analyzes. The general
content of reactive species, mitochondrial superoxide and nitric oxide levels, as well
as mitochondrial mass and membrane potential were assessed by flow cytometry.
Gestational caloric restriction did not change the weight of the pups, however, the
percentage of retroperitoneal adipose tissue in male pups was decreased in this
group. In male interscapular adipose tissue, mitochondrial superoxide content
decreased and mitochondrial mass increased, which may indicate higher energetic
efficiency and lower oxidative stress in this tissue. Conversely, for female pups,
interescapular adipose tissue showed an increase in the overall content of reactive
species. The results suggest that maternal diet is able to positively influence the
metabolic programming of adipose tissue. In addition, gestational caloric restriction

presented tissue and sex-dependent effects in the pups’ development.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), globalmente em 2017, 51
milhdes de criancas menores de cinco anos (7,5%) apresentavam baixo peso para
estatura, enquanto que 38 milhdes (5,6%) estavam acima do peso. Infelizmente,
ambos os perfis estdo associados ao desenvolvimento de Doencas Crbnicas Nao
Transmissiveis (DCNTs) na idade adulta, e a coexisténcia destes perfis € frequente
em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, representando um importante
desafio para a saude publica em escala global (WHO, 2018b). As DCNTs sédo a
principal causa de morte no mundo, sendo responsaveis por 71% do total de Obitos
em 2016 (WHO, 2018a). No Brasil, em 2015, 73% das mortes ocorridas foram
causadas por DCNTs (WHO, 2017).

Pesquisas investigando a programacéao precoce das doencas metabdlicas na
idade adulta tém elucidado diversos mecanismos pelos quais o ambiente no periodo
inicial da vida impacta a saude em longo prazo. Dentre esses fatores ambientais, a
disponibilidade de nutrientes ao qual o feto estd exposto tem consequéncias amplas
na saude na idade adulta. A associacdo entre baixo peso ao nascer e risco
aumentado para desordens metabdlicas esta bem documentado na literatura
(BARKER, 2007; GLUCKMAN; HANSON, 2004) Doencas cardiovasculares,
diabetes mellitus (DM), adiposidade central, dislipidemia e hipertensdo estao
associadas de forma consistente ao peso ao nascer (FERNANDEZ-TWINN;
OZANNE, 2010).

As DCNTs compartilham diversos fatores de risco modificaveis como:
tabagismo, dieta inadequada e pratica insuficiente de atividade fisica. Esses fatores
comumente levam ao desenvolvimento de sobrepeso, obesidade, aumento da
pressdo arterial, colesterol elevado e finalmente a DCNT em si. Em 2016, mais de
1,9 bilhdo de pessoas com 18 anos ou mais estavam acima do peso, sendo 650
milhdes dessas consideradas obesas. A obesidade ndo € apenas um problema para
adultos, no mesmo ano, 340 milhdes de criancas e adolescentes de 5 a 19 anos e
cerca de 40 milhdes de criangas com menos de 5 anos foram consideradas com
sobrepeso ou obesidade (COLLABORATION, 2017).



Oportunidades para prevencéo e controle do desenvolvimento de obesidade e
DCNTs ocorrem em Vvarios estigios da vida, mas intervencdes realizadas nos
estagios iniciais oferecem as melhores chances de prevencédo primaria. Dessa
forma, a OMS recomenda que politicas e planos de prevencdo e controle das
doencas iniciem logo no inicio da vida, com cuidados em saude que iniciam na pré-
concepcao, atravessam o periodo gestacional e os primeiros anos de vida. A saude
materna e infantil esta intrinsecamente ligada ao desenvolvimento de DCNTs e seus
fatores de risco, especificamente porque a desnutricdo pré-natal e o baixo peso ao
nascer aumentam a predisposicdo a obesidade, pressdo elevada, doencas
cardiovasculares e DM na vida adulta, enquanto condicbes adversas durante a
gestacdo, como obesidade materna e DM gestacional, estdo associadas a riscos
semelhantes na mée e seus filhos (WHO, 2013).

Observacdes epidemioldgicas e clinicas levaram a hipotese de que o risco de
desenvolver algumas doencas crbnicas na idade adulta é influenciado ndo apenas
por fatores genéticos e de estilo de vida adulto, mas também por fatores ambientais
gque atuam no inicio do desenvolvimento. Esses fatores atuam através de
modificacdes epigenéticas e dos processos de plasticidade do desenvolvimento
(GLUCKMAN; HANSON; PINAL, 2005).

Nos ultimos anos, estudos no campo das origens desenvolvimentistas da
salude e da doenca, mais conhecido pela sua nomenclatura em inglés:
Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD), ganharam destaque nos
campos das ciéncias bioldgicas e da saude. Isso esta associado a énfase em cuidar
da saude dos individuos desde a sua concepcao, a fim de reduzir o risco de doencas
ao longo do desenvolvimento e envelhecimento (WADHWA et al., 2009). Nesse
sentido, os primeiros mil dias de vida, periodo desde a concepcao até completar dois
anos de idade, sdo a principal janela de vulnerabilidade ou oportunidade para
modular o risco do desenvolvimento de doencas crbnicas ndo transmissiveis na
idade adulta (LINNER; ALMGREN, 2019).

O periodo gestacional é crucial para o desenvolvimento e crescimento do feto.
Durante esse periodo ocorre a programacao do metabolismo fetal, associada ao
estabelecimento de modificacbes epigenéticas, que irdo influenciar o estado de
saude e a susceptibilidade as doencas na vida adulta (BALE et al., 2010). Dessa

forma, os habitos maternos durante a gestacdo contribuem diretamente para
2



adaptacdes no organismo da prole. Portanto, intervencdes como dietas ou exercicio
fisico no periodo de gestacdo podem representar modificagbes favoraveis para um
crescimento saudavel e promover adaptacdes metabdlicas capazes de proteger
contra o desenvolvimento de doencas na idade adulta. Nesse sentido, h0sso grupo
de estudo ja demonstrou, em modelo animal, os efeitos de diversas intervencdes
gestacionais na saude da prole, tais como: restricdo caldrica (RC) (STONE;
CRESTANI; et al., 2019), restricdo alimentar (STONE et al., 2016), dieta hipersalina
(STOCHER et al., 2018), suplementacdo com polifendis (AUGUST et al., 2018) e
exercicio de natacdo (KLEIN et al., 2018; KLEIN et al., 2019; MARCELINO et al.,
2016; MARCELINO et al., 2015; MARCELINO et al., 2013).

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 RESTRICAO CALORICA

A RC é um modelo definido pela diminuicdo da ingestdo diaria de calorias,
sem promover desnutricdo, devendo ser utilizada a suplementagdo de
micronutrientes para tal fim (CERQUEIRA; KOWALTOWSKI, 2010). Foi
demonstrado que esse modelo de intervencdo promove varias adaptacdes
metabdlicas no organismo referentes a mobilizacdo de energia estocada no tecido
adiposo. Em roedores, a RC moderada promoveu ativacdo do metabolismo
energético mitocondrial no tecido adiposo branco e aumento da biossintese de
acidos graxos no tecido adiposo marrom (OKITA et al., 2012). A medida que o
organismo se torna mais dependente do metabolismo dos &cidos graxos, ocorrem
mudancas no equilibrio da lipdlise e da lipogénese no tecido adiposo (LI et al., 2003;
VALLE et al.,, 2010). Essas adaptacbes promovidas pela RC também acontecem
guando a intervencédo ocorre no periodo gestacional, indicando que o tecido adiposo
estd sujeito a programacdo metabolica no seu desenvolvimento (GARCIA et al.,
2011; MACKAY et al., 2013).

2.2 TECIDO ADIPOSO

As crescentes taxas de obesidade, DM e outras doencgas metabdlicas levaram

a um aumento do interesse na fisiologia dos adipdcitos. Essas células



desempenham um papel central no armazenamento de energia, controle da
temperatura corporal, dos niveis de glicose sanguinea e da sensibilidade insulinica
(BERRY et al., 2013).

Apesar da importante funcdo do tecido adiposo na manutencdo do equilibrio
energeético, quando ocorre supernutricdo crénica a capacidade de tamponamento do
tecido pode ser excedida, resultando no transbordamento de lipidios do tecido
adiposo e seu acumulo patolégico em outros importantes 6rgaos, tais como o figado.
Como os acidos graxos e seus produtos metabdlicos podem ser téxicos, existem
mecanismos homeostaticos para equilibrar finamente o armazenamento e a
mobilizagdo de lipidios, evitando seu acumulo, potencialmente toxico, nos 6rgéos
periféricos (UNGER, 2002). A capacidade do tecido adiposo de compensar as
variacbes no suprimento e demanda de energia € obtida pela integracdo de
respostas enddcrinas e metabdlicas, bem como por mudancas dindmicas na
composicgéo celular (CINTI, 2001).

O tecido adiposo branco aumenta sua capacidade de armazenamento de
triglicerideos através da hipertrofia das células adiposas ou hiperplasia do tecido por
diferenciacdo de células progenitoras em adipdcitos. Dessa forma, o risco para
doencas metabdlicas relacionadas a toxicidade lipidica depende mais da
incapacidade desse tecido de armazenar os lipideos circulantes que do volume de
tecido adiposo (UNGER; SCHERER, 2010).

Em contraste, o tecido adiposo marrom € altamente oxidativo, contém células de
gordura multiloculares com mitocondrias em abundancia que oxidam os acidos
graxos e geram calor através da proteina desacopladora 1 (UCP1). A ativacéo
farmacoldgica do tecido adiposo marrom tem sido estudada como alternativa no
combate a obesidade e melhora da resisténcia insulinica (RAVUSSIN; GALGANI,
2011).

Em humanos, o tecido adiposo marrom esta localizado principalmente nas
regides supraclavicular e paravertebral, enquanto que em ratos o depdsito
interescapular é o mais abundante. O tecido adiposo branco € dividido em visceral e
subcutédneo, sendo que o primeiro € composto pelos depdsitos que envolvem o0s
orgaos intra-abdominais (perirrenal, retroperitoneal, mesentérico), e o segundo

representa os depdsitos espalhados por todo o corpo sob a pele (GESTA; TSENG;



KAHN, 2007). Além disso, o excesso de tecido adiposo visceral esta associado as
complicacBes metabdlicas como resisténcia a insulina e DM (CHOE et al., 2016).

2.3 EFEITO DA RESTRICAO CALORICA NO TECIDO ADIPOSO

Sugere-se que parte dos beneficios da RC sdo mediados pelo
remodelamento do tecido adiposo. A RC ativa 0 metabolismo energético
mitocondrial e a biossintese de acidos graxos no tecido adiposo branco, que
funciona como um transdutor energético de glicose para lipideos densamente
energéticos. Em contraste, a RC no tecido adiposo marrom diminui a atividade do
Sistema Transportador de Elétrons Mitocondrial (STEM) e aumenta a biossintese de
acidos graxos, alterando sua funcdo de sistema consumidor de energia para um
sistema de reservatorio de energia.

Em resposta a RC, o tecido adiposo branco e marrom cooperam para usar a
energia efetivamente através de uma resposta diferencial da funcdo mitocondrial
(OKITA et al., 2012).

3. JUSTIFICATIVA

A literatura apresenta vasta evidéncia dos beneficios da RC quando realizada
na vida adulta. Entretanto, no que diz respeito a RC no periodo gestacional e seus
efeitos na prole, os estudos tendem a apresentar efeitos negativos, sobretudo por
avaliarem protocolos de restricdo alimentar que resultam na ocorréncia de
desnutricdo. Considerando as crescentes taxas de sobrepeso, obesidade e doencas
metabdlicas mundiais, buscamos avaliar se um protocolo de RC gestacional, que

nao resulte em desnutricao, traria beneficios a saude da prole em longo prazo.
4. OBJETIVO
4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da RC gestacional moderada sobre parametros de
homeostase redox e biogénese mitocondrial no tecido adiposo da prole em idade

adulta.



4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Mensurar a producdo de espécies reativas, superoxido mitocondrial e éxido
nitrico, massa e potencial de membrana mitocondrial através de citometria de fluxo
no tecido adiposo interescapular e retroperitoneal da prole, aos 60 dias pds-natal, de
ratas submetidas & RC moderada durante o periodo gestacional.

5. MATERIAL E METODOS
5.1 ASPECTOS ETICOS

Todos o0s experimentos com o0s animais foram conduzidos seguindo o0s
cuidados preconizados pelas diretrizes governamentais oficiais conforme a lei n°
11.794/2008 e as diretrizes do CONCEA (Diretriz brasileira para o cuidado e a
utilizacdo de animais para fins cientificos e didaticos - DBCA) e eutanasia (Diretrizes
da Pratica de Eutanasia do CONCEA), indicadas pela Comissé&o de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS). Também
foram seguidas normativas internacionais como o Guide for Care and Use of
Laboratory Animals (publicacdo do NIH N° 80-23, revisado em 1996) e as normas do
Canadian Council on Animal Care (CCAC). O projeto foi submetido a avaliacdo da
Comissdo de Pesquisa do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude/UFRGS
(COMPESQ/ICBS/UFRGS) e da CEUA/UFRGS, sendo aprovado sob o numero
30044.

5.2 ANIMAIS

Para a execucao desse projeto de pesquisa foram utilizados 32 filhotes Wistar
(16 machos e 16 fémeas) provenientes do acasalamento de machos (35 animais)
adultos de 60-90 dias de vida e fémeas (70 animais) nuliparas de 60 dias de vida.
Para célculo do nimero amostral foi considerada uma taxa de prenhez de 35%
(aprovada em projetos anteriores pela CEUA-UFRGS) e levada em consideracao a
necessidade do dobro de maes controle para realocacdo da prole RC, em PNDO,
com maes controle, a fim de evitar o efeito da RC durante o periodo de

amamentacao. De forma a evitar o "efeito ninhada" da comparacgéo entre animais de



mesma ninhada, em cada técnica foram utilizados um macho e uma fémea de cada
ninhada.

Os animais adultos, provenientes do Centro de Reproducdo e
Experimentacdo Animal do Departamento de Bioquimica da UFRGS - Porto
Alegre/Brasil, foram mantidos em ciclo de 12h/12h, claro/escuro, a temperatura
constante de 22+1 °C, com acesso a agua ad libitum e a racdo comercial de acordo
com o modelo animal. Para o acasalamento, os animais foram agrupados na
proporcdo 2 fémeas para 1 macho durante 48h. A verificacdo de prenhez foi
realizada pela observacédo de espermatozoides no lavado vaginal, e auséncia de
leucécitos. Os animais permaneceram durante todo o periodo de estudo em sala
destinada para tratamento e manipulacdo de animais, no biotério do Departamento
de Bioquimica.

A prole foi mantida com a méde em caixa individual (41 x 34 x 16 cm) até o
desmame (PND21), apés, filhotes machos e fémeas foram alocados em caixas
separadas em numero de 4-5 animais por caixa. No dia pds-natal 60 foram

eutanasiados e amostras de tecido adiposo dissecadas para analises bioquimicas.
5.3 REAGENTES

Os reagentes utilizados foram adquiridos da SIGMA® Chemical Co. (St. Louis,
Missouri, USA), Invitrogen® (Molecular Probes, Eugene, OR - USA) e Cellsignaling®
(Danvers, MA, USA).

5.4 MODELO EXPERIMENTAL

As ratas prenhes foram divididas em dois grupos: (1) controle, com oferta de
racdo comercial (22% de proteinas) e agua ad libitum durante todo o periodo
gestacional e (2) RC, sendo submetidas a RC moderada, com oferta de racao
comercial reduzida em 20% em relacdo ao consumo do grupo controle e agua ad
libitum. Os animais do grupo RC foram suplementados com férmula contendo
micronutrientes na mesma proporcao que a racao comercial, de forma a igualar o
consumo do grupo controle (5 mL de férmula contém a mesma quantidade de
micronutrientes contida em 10 g de racédo), por meio de gavagem com agulha

propria para o fim. As ratas provenientes do grupo controle receberam veiculo
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(sucralose 1%) também via gavagem, a fim de submeter os animais ao mesmo
estresse.

As ratas foram pesadas diariamente para controle de ganho de peso. A racéo
do grupo controle também foi pesada diariamente, a fim de quantificar a ingestao
dos animais desse grupo e utilizar como parametro para restricdo de 20% do grupo
RC, com adequacao ao peso de cada animal.

Apoés a verificacdo de prenhez as fémeas foram alojadas em grupos de 3
animais por caixa e proximo ao fim do periodo gestacional foram acomodados
individualmente para o parto. A prole proveniente de mées RC foi acomodada com
maes controle, a fim de evitar o efeito da RC no periodo de lactacdo. Os filhotes das
maes controle também foram alojados com mées controle diferentes,
proporcionando estresse igual entre os grupos. As ninhadas foram padronizadas em
8 filhotes, e os filhotes excedentes eutanasiados por decapitacdo com tesoura
afiada.

Os filhotes foram deixados com a mée até o fim do periodo de amamentacao
(PND21). Apos, a prole proveniente de ambos 0s grupos, foi acomodada em grupos
de 4 animais por caixa, separados em machos e fémeas, de acordo com 0 grupo
controle ou RC, até o momento da eutandsia. Durante o periodo pds-natal, todos os
animais foram alimentados ad libitum, a fim de verificar, neste estudo, apenas o
possivel efeito da RC gestacional.

Em PND 60, todos os animais foram eutanasiados por decapitacdo, em
guilhotina apropriada para roedores. Todas as eutanasias foram realizadas em sala
destinada a tal fim, limpa e com presenca de exaustor, reduzindo o odor de sangue
e, consequentemente, o estresse dos animais. Os animais foram alocados em suas
caixas em sala anexa, acondicionados de forma a n&o sentir o odor de sangue, até o
momento em que foram levados a sala de eutanasia para realizacdo do
procedimento. O procedimento foi realizado por pesquisadores treinados e utilizando

todos os equipamentos de seguranca individuais.



5.5 ENSAIOS BIOQUIMICOS
5.5.1 AMOSTRAS DE TECIDO ADIPOSO

As amostras de tecido adiposo provenientes dos depdsitos interescapular e
retroperitoneal foram retiradas e dissecadas em placa de Petri sobre gelo, em

seguida foram pesados e preparadas para utilizacdo nos ensaios bioquimicos.
5.5.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras de tecido adiposo foram dissociadas em tampéo PBS pH 7,4
contendo 1 mg% de colagenase IV e centrifugadas a 1500 RPM durante 5 minutos a
temperatura de 4 °C para a remoc¢do da colagenase. ApOs a centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e o pellet contendo as células foi ressuspendido em
PBS. A solucdo contendo as células foi filtrada (filtro com poro de 40 um; SPL
Lifesciences Co., Naechon-Myeon Pocheon, South Korea), e distribuida em tubos
para a incubacdo com as sondas moleculares para posterior analise em citbmetro de
fluxo (BD FACSCalibur®).

5.5.3. CITOMETRIA DE FLUXO

Os niveis de espécies reativas foram determinados através da incubacéo com
2' 7'-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA; Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO -
USA) durante 20 minutos a 37 °C, na auséncia de luz. Os niveis de éxido nitrico
foram determinados através da incubacdo com diacetato de 4-amino-5-metilamino-
2',7'-diclorofluoresceina (DAF-DA; Invitrogen®, Molecular Probes, Eugene, OR -
USA), durante 60 minutos a 37 °C, na auséncia de luz. Os niveis de superoxido
mitocondrial (O2"), massa e potencial de membrana mitocondrial foram
determinados através da incubacdo com MitoSOX™ Red® durante 20 minutos,
MitoTracker® Green FM durante 45 minutos e MitoTracker® Red CM-H2XRos
durante 45 minutos (Invitrogen®, Molecular Probes, Eugene, OR - USA),
respectivamente e nas mesmas condicbes acima descritas. Os eventos/células
foram adquiridos em citdbmetro de fluxo, previamente calibrado utilizando uma

amostra de controle negativo, onde 30.000 eventos/células foram analisados. Os



dados foram analisados através do software FlowJo (Ashland, OR). Os resultados

estdo expressos como fluorescéncia relativa média em relacdo ao grupo controle.
5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados inicialmente pelo teste de
normalidade de Shapiro-Wilk para avaliar distribuicdo normal da amostra.
posteriormente pelo teste t de Student para dados paramétricos e teste de Mann-
Whitney para dados nao-paramétricos. Todos os dados foram avaliados pelo
programa GraphPad 6.0. As diferencas consideradas estatisticamente significativas

guando p<0,05.
6. RESULTADOS

Os dados apresentados a seguir sdo referentes as analises realizadas em
amostras de tecido adiposo interescapular e retroperitoneal dos filhotes machos e
fémeas de ratas submetidas a RC durante a gestacdo. O grupo controle recebeu

dieta ad libitum.
6.1 PESO E PERCENTUAL DE GORDURA CORPORAL DOS FILHOTES

Foram medidos o peso corporal e o peso total dos depésitos de gordura
interescapular e retroperitoneal dos filhotes aos 60 dias pds-natal. Nao foram
observadas diferencas significativas entre os grupos controle e RC no peso corporal
dos filhotes machos [t(38)=1,522; p=0,1364] e fémeas [t(42)=1,645; p= 0,1075]
(Figura 1).
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Figura 1. Efeito da RC gestacional sobre o peso corporal dos filhotes machos e fémeas no dia pés-

natal 60. A analise foi realizada pelo teste t de Student e os resultados expressos em média + EP (n=

18-26 animais/grupo).
O percentual (%) dos depoésitos de tecido adiposo interescapular em relacao

ao peso corporal ndo foram alterados significativamente em filhotes machos
[t(18)=0,1906; p=0,8510] e fémeas [t(17)=1,801; p=0,0895]. Entretanto, o percentual
dos depdsitos de tecido adiposo retroperitoneal nos filhotes machos diminuiu em

relacdo ao grupo controle [t(18)=3,000; p=0,0077], sem alteracdo no mesmo

depdsito adiposo para os filhotes fémeas [t(18)=0,2448; p=0,8094] (Figura 2).
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Figura 2. Efeito da RC gestacional sobre 0 % de tecido adiposo (TA): A) interescapular e B)

retroperitoneal em relacdo ao peso corporal total dos filhotes machos e C) interescapular e D)

retroperitoneal em relagao ao peso corporal total dos filhotes fémeas no dia pos-natal 60. A analise foi

realizada pelo teste t de Student e os resultados expressos em média + EP (n= 9-10 animais/grupo).

*#*p<0,01.
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6.2 EFEITOS DA RESTRICAO CALORICA MATERNA SOBRE O CONTEUDO DE
ESPECIES REATIVAS E PARAMETROS MITOCONDRIAIS NO TECIDO ADIPOSO
DOS FILHOTES MACHOS

A RC gestacional promoveu diferentes modificagées no contetdo de espécies
reativas e parametros mitocondriais nos diferentes depdsitos adiposos avaliados nos
filhotes machos aos 60 dias pds-natal. As amostras de tecido adiposo interescapular

e retroperitoneal foram analisadas por meio de citometria de fluxo.
6.2.1 TECIDO ADIPOSO INTERESCAPULAR

A figura 3 demonstra os resultados obtidos a partir das anélises realizadas no
tecido adiposo interescapular da prole. A RC gestacional ndo alterou o contetdo
geral de espécies reativas [t(12)=0,1243; p=0,9032], acessado pela oxidacdo da
DCFH, nem o contetdo de oxido nitrico [t(14)=1,769; p=0,0987], medido através da
sonda DAF-FM®. O conteudo de superdxido mitocondrial, medido através da sonda
MitoSox®, esteve diminuido no grupo RC [U= 4,000; p=0,0034].
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Figura 3. Efeito da RC gestacional sobre: A) oxidagdo da 2'7’-diclorofluoresceina (DCFH), B)
conteudo de 6xido nitrico (DAF-FM®) e C) contelido de superdxido mitocondrial (MitoSox®) no tecido
adiposo interescapular dos filhotes machos no dia pos-natal 60. A analise foi realizada pelo teste t de
Student ou teste U de Mann Whitney e os resultados expressos em média £+ EP (n= 7-8
animais/grupo). **p<0,01.

Na figura 4 estédo representadas a massa e 0 potencial de membrana mitocondrial
do tecido adiposo interescapular, os parametros foram acessados pelas sondas
MitoTracker Green® e MitoTracker Red®, respectivamente. Observou-se aumento
estatisticamente significativo apenas da massa mitocondrial [U= 1,000; p=0,0023],
sem alteragéo estatisticamente significativa no potencial de membrana mitocondrial

[U= 18,00; p=0,2678].
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Figura 4. Efeito da RC gestacional sobre: A) massa mitocondrial e B) potencial de membrana
mitocondrial no tecido adiposo interescapular dos filhotes machos no dia pds-natal 60. A analise foi
realizada pelo teste U de Mann Whitney e os resultados expressos em média + EP (n= 6-8

animais/grupo). **p<0,01.
6.2.2 TECIDO ADIPOSO RETROPERITONEAL

Ainda para os filhotes machos, a RC gestacional ndo alterou o contetudo geral de
espécies reativas [t(13)=1,688; p=0,1153], acessado pela oxidacdo da DCFH, o
conteudo de o6xido nitrico [t(14)=1,228; p=0,2395], medido através da sonda DAF-
FM®, nem o contelido de superoxido mitocondrial [t(14)=2,098; p=0,0545] medido
através da sonda MitoSox®, no tecido adiposo retroperitoneal (figura 5).
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Figura 5. Efeito da RC gestacional sobre: A) oxidagdo da 2'7’-diclorofluoresceina (DCFH) e B)
contetdo de superéxido mitocondrial (MitoSox®) no tecido adiposo retroperitoneal dos filhotes machos
no dia pos-natal 60. A andlise foi realizada pelo teste t de Student e os resultados expressos em
média £ EP (n= 7-8 animais/grupo).

Da mesma forma, a massa [t(13)=0,4642; p=0,6502] e o potencial de
membrana mitocondrial [t(14)=0,3355; p=0,7422] do tecido adiposo retroperitoneal,
acessados pelas sondas MitoTracker Green® e MitoTracker Red®, respectivamente,

nao sofreram alteracao.
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Figura 6. Efeito da RC gestacional sobre: A) massa mitocondrial e B) potencial de membrana
mitocondrial no tecido adiposo retroperitoneal dos filhotes machos no dia pds-natal 60. A analise foi

realizada pelo teste t de Student e os resultados expressos em média + EP (n= 7-8 animais/grupo).

6.3 EFEITOS DA RESTRICAO CALORICA MATERNA SOBRE O CONTEUDO DE
ESPECIES REATIVAS E PARAMETROS MITOCONDRIAIS NO TECIDO ADIPOSO
DOS FILHOTES FEMEAS

Nas fémeas a RC gestacional promoveu modificacées diferentes daquelas
observadas nos filhotes machos, observando-se um menor nimero de alteracdes

nos parametros avaliados.
6.3.1 TECIDO ADIPOSO INTERESCAPULAR

Como demonstrado na figura 7, a RC gestacional promoveu aumento
significativo do contetdo geral de espécies reativas [U= 0,0; p= 0,0012], acessado
pela oxidagdo da DCFH, no tecido adiposo interescapular. Os niveis de éxido nitrico
[t(14)=0,2903; p=0,7758], medido através da sonda DAF-FM®, e superéxido
mitocondrial [U=14,50;p= 0,3869], medido através da sonda MitoSox®, nédo foram

alterados.
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Figura 7. Efeito da RC gestacional sobre: A) oxidagcdo da 2'7’-diclorofluoresceina (DCFH), B)
conteudo de 6xido nitrico (DAF-FM®) e C) contelido de superéxido mitocondrial (MitoSox®) no tecido
adiposo interescapular dos filhotes fémeas no dia pds-natal 60. A analise foi realizada pelo teste t de
Student ou teste U de Mann Whithey e os resultados expressos em meédia + EP (n= 6-9
animais/grupo). **p<0,01.

Os parametros mitocondriais também n&o sofreram alteracdes no tecido
adiposo interescapular. A massa mitocondrial [t(14)=0,1243; p=0,5269], acessada
pela sonda MitoTracker Green®, e o potencial de membrana mitocondrial
[t(14)=0,5544; p=0,5880], acessado pela sonda MitoTracker Red®, permaneceram

iguais ao grupo controle, conforme demonstrado na figura 8.
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Figura 8. Efeito da RC gestacional sobre: A) massa mitocondrial e B) potencial de membrana
mitocondrial no tecido adiposo interescapular dos filhotes fémeas no dia pds-natal 60. A analise foi
realizada pelo teste t de Student e os resultados expressos em média + EP (n= 7-9 animais/grupo).

6.3.2 TECIDO ADIPOSO RETROPERITONEAL

A RC gestacional ndo alterou o conteudo geral de espécies reativas
[t(14)=0,9512; p=0,3576], acessado pela oxidacdo da DCFH, o conteudo de Oxido
nitrico [t(14)=1,425; p=0,1760], medido através da sonda DAF-FM®, nem o contelido
de superoxido mitocondrial [t(14)=0,5572; p=0,5862], medido através da sonda

MitoSox®, no tecido adiposo retroperitoneal das fémeas (figura 9).
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Figura 9. Efeito da RC gestacional sobre: A) oxidagdo da 2'7’-diclorofluoresceina (DCFH), B)
contetudo de 6xido nitrico (DAF-FM®) e C) contelido de superéxido mitocondrial (MitoSox®) no tecido
adiposo retroperitoneal dos filhotes fémeas no dia pds-natal 60. A andlise foi realizada pelo teste t de

Student e os resultados expressos em média = EP (n= 8 animais/grupo).

Da mesma forma, o0s parametros mitocondriais no tecido adiposo
retroperitoneal das fémeas néo foram alterados. Conforme demonstrado na figura
10, a massa mitocondrial [t(14)=0,4587; p=0,6535], acessada pela sonda

MitoTracker Green®, e o potencial de membrana mitocondrial [U= 19,00; p= 0,3203],
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acessado pela sonda MitoTracker Red®, do grupo RC permaneceram iguais ao

grupo controle.
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Figura 10. Efeito da RC gestacional sobre: A) massa mitocondrial e B) potencial de membrana
mitocondrial no tecido adiposo retroperitoneal dos filhotes fémeas no dia pés-natal 60. A analise foi
realizada pelo teste t de Student ou teste U de Mann Whitney e os resultados expressos em média +

EP (n= 7-8 animais/grupo).
7. DISCUSSAO

7.1 EFEITOS DA RESTRICAO CALORICA GESTACIONAL SOBRE O PESO DOS
ANIMAIS E HOMEOSTASE REDOX CEREBRAL

Estudos prévios de nosso grupo demonstraram que a RC gestacional com
suplementacdo de micronutrientes promoveu efeitos positivos na prole ao longo do
seu desenvolvimento (STONE; MAURMANN; et al., 2019). As fémeas submetidas a
RC gestacional apresentaram menor ganho de peso a partir do nono dia de
gestacdo e o tamanho das ninhadas e o peso dos filhotes do grupo RC em PNDO
permaneceram iguais ao grupo controle. Esses dados contrapdem preocupacdes
frequentes em protocolos de RC gestacional que resultam em desnutricdo. Nosso
modelo n&o resultou em prejuizos a taxa de fertilidade das ratas do grupo RC. Além
disso, a manutencdo do peso igual aos filhotes controle em PNDO exclui a
preocupacdo do baixo peso ao nascer, 0 que poderia estar relacionado ao
desenvolvimento de doencgas metabdlicas na idade adulta.

Outros achados de nosso grupo dizem respeito a homeostase redox em
estruturais cerebrais dos filhotes submetidos a RC intrauterina (STONE; CRESTANI;
et al., 2019). Observou-se diminuicdo da fungcdo mitocondrial em diversas estruturas

cerebrais logo no nascimento dos filhotes (PNDOQ), entretanto, ao longo do
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desenvolvimento adaptacdes nessas estruturas resultaram em aumento do potencial
de membrana e da massa mitocondriais na idade adulta dos animais (PND60). E
importante ressaltar que a funcdo mitocondrial diminuida em PNDO ndo acarretou
prejuizos ao desenvolvimento neuromotor dos animais. Além disso, 0s animais
adultos apresentaram diminui¢do da preferéncia por alimentos hiperpalataveis. Esse
fato associado aos resultados desse trabalho, onde observou-se manutencdo do
peso dos animais do grupo RC iguais ao grupo controle, e inclusive diminuicdo do
percentual de tecido adiposo retroperitoneal nos filhotes machos, evidenciam os
efeitos positivos da RC moderada gestacional. Essa evidéncia indica que os filhotes
nao apresentam caracteristicas de fen6tipo poupador, como maior ganho de peso ao
longo da vida e, consequentemente, excesso de peso na idade adulta.

Nosso modelo se enquadra como RC moderada, sendo que a Unica alteracao
entre 0s grupos € o0 numero de calorias ingeridas e ndo o conteado de
micronutrientes da dieta. Acreditamos que a RC pode trazer beneficios para a
préxima geracdo, evitando doencas metabdlicas cronicas. Investigar quais
mecanismos moleculares estdo envolvidos nas adaptacdes provocadas pela RC

gestacional, podem ser Uteis para a pesquisa clinica.
7.2 RESPOSTA SEXO-DEPENDENTE E A EXPANSAO DO TECIDO ADIPOSO

Neste trabalho observamos efeito sexo dependente da RC gestacional. Os
machos se mostraram mais suscetiveis a intervencdo, apresentando diferencas
significativas tanto no tecido adiposo interescapular quanto no retroperitoneal. As
fémeas por sua vez, tiveram aumento do conteudo de espécies reativas no tecido
adiposo interescapular, mas nao apresentaram alteracbes nos demais parametros
avaliados.

Estes achados eram esperados, visto que disturbios metabdlicos do tecido
adiposo apresentam respostas sexo-dependentes, e essas diferencas se tornam
mais proeminentes ao longo do envelhecimento. Garcia-Carrizo e colaboradores
(2017) avaliaram as caracteristicas do tecido adiposo de ratos Wistar ao longo do
seu envelhecimento e observaram aumento gradual dos depdsitos de gordura
inguinal, mesentérica e retroperitoneal, além do conteudo total de DNA, de acordo

com o aumento da idade (7-14 meses de idade) nas fémeas. Ja para os machos
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esses parametros atingiram valores estaveis aos sete meses de idade sem aumento
posterior. Neste mesmo periodo, os machos comecaram a apresentar alteracfes
metabdlicas como resisténcia insulinica, maior trigliceridemia e maior conteudo
hepatico de triglicerideos enquanto as fémeas se mostraram protegidas dessas
complicagbes (GARCIA-CARRIZO et al., 2017).

Esse efeito protetor pode ser explicado pelo aumento do tecido adiposo das
fémeas, que parece se dar por hiperplasia (aumento do numero de células), ja que
foi observado aumento gradual no DNA total. Os machos apresentaram
estabilizacdo do conteddo de DNA nos depdésitos de gordura aos sete meses de
idade, além de apresentarem adip6citos maiores e sinais de infiltracdo de
macrofagos aos 14 meses de idade, o que caracteriza expansao do tecido adiposo
por hipertrofia (aumento do tamanho da célula), sendo essa a forma mais perigosa
de ganho de gordura, estando associada a complicacdes metabdlicas (CHOE et al.,
2016).

Esses resultados estdo de acordo com a hipbétese da expansibilidade do
tecido adiposo, que afirma que a falha na capacidade expansiva do tecido adiposo,
ao invés da obesidade per se, € um fator importante envolvido na origem da
sindrome metabdlica (VIRTUE; VIDAL-PUIG, 2010).

Em nosso trabalho observamos diminuicdo do percentual de tecido adiposo
retroperitoneal nos filhotes machos aos 60 dias de idade. A partir disso supomos que
a RC gestacional atue como fator protetor contra o0 aumento hipertréfico do tecido
adiposo, que tende a ocorre nos machos ao longo do envelhecimento,
consequentemente diminuindo as chances de desenvolver complicacdes
metabdlicas associadas, como: resisténcia a insulina, hipertrigliceridemia, deposicao

lipidica hepatica e inflamacéo do tecido adiposo.
7.3 ALTERACOES MITOCONDRIAIS

A RC gestacional apresentou resultados mais proeminentes no tecido adiposo
interescapular dos filhotes machos. Esse tecido é representativo da gordura marrom,
portanto caracterizado por um numero elevado de mitocdndrias e UCP1. Estudo
prévio demonstrou menor ativagdo mitocondrial nesse tecido quando aplicado
protocolo de RC em idade adulta (OKITA et al., 2012). E avaliando protocolo de RC
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de 20%, sem suplementacdo de micronutrientes, durante a primeira metade do
periodo gestacional (1° ao 12° dia), Palou e colaboradores (2015) encontraram
reducdo significativa dos niveis de proteina UCP1 no tecido adiposo marrom da
prole de machos e fémeas aos 25 dias de idade, indicando capacidade termogénica
diminuida (PALOU et al., 2015).

Em nosso trabalho, observamos o contrario, a RC gestacional diminuiu a
producdo de superoxido mitocondrial. Um menor fluxo de elétrons e vazamentos de
prétons pelo STEM esta associado a menor geracdo de espécies reativas e
consequente atenuacédo dos danos causados por elas (JASTROCH et al., 2010).
Também observamos aumento da massa mitocondrial no tecido adiposo
interescapular dos machos. Segundo Loépez-Lluch e colaboradores (2006) as
mitocondrias sob condicbes de RC apresentam menor consumo de oxigénio,
reduzem o potencial de membrana e geram menos espécies reativas de oxigénio, ao
mesmo tempo que mantém sua producdo de ATP elevada (LOPEZ-LLUCH et al.,
2006).

Nossos resultados sugerem maior ativacdo e eficiéncia mitocondrial
decorrente da RC gestacional no tecido adiposo interescapular dos machos. Esses
efeitos podem ser atribuidos ao aumento da biogénese mitocondrial induzida pela
RC (JORNAYVAZ; SHULMAN, 2010), ou ainda pela formagao de supercomplexos
entre complexos individuais do STEM (GAO; CANTO; HOUTKOOPER, 2014; KIM et
al., 2015). Essa organizacdo permite aumento da atividade catalitica dos complexos,
que transferem elétrons com maior eficiéncia por canalizacdo do substrato,
resultando em menor vazamento de elétrons e prevenindo a producéo de espécies
reativas na mitocéndria (JANG; JAVADOV, 2018).

7.4 MODELO CONTROLE

Para além dos beneficios ja elucidados da RC, € importante ressaltar que os
animais utilizados como modelo controle nesse estudo, devido seu ambiente de vida
no laboratério, sdo sedentarios e superalimentados (MARTIN et al., 2010). Esse fato
pode representar uma limitacdo do estudo, entretanto, esse modelo mimetiza o estilo
de vida de grande parte da populacdo mundial atualmente, inclusive gestantes,

considerando as crescentes taxas de obesidade (WHO, 2018).
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8. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que a alimentacdo materna influencia no
desenvolvimento do tecido adiposo fetal através da programacédo metabdlica. A RC
gestacional alterou positivamente parametros oxidativos e mitocondriais no tecido
adiposo, de forma sexo dependente. Esses resultados podem colaborar para o
entendimento da RC gestacional moderada como possivel fator protetor contra o
desenvolvimento de doencas metabdlicas na idade adulta, mediado em parte pelo
tecido adiposo. Entretanto, a realizagdo de estudos translacionais € necessaria para

suportar 0 uso da RC na pratica clinica.
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