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RESUMO

Siqueira FR. Restricdo no consumo de sédio durante a gestacdo € responsavel pelo
baixo peso ao nascimento e pela resisténcia a insulina da prole na idade adulta: estudo
do mecanismo epigenético por metilacdo do DNA [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2014. 101p.

Sabe-se que algumas altera¢Bes nutricionais maternas durante o periodo perinatal estdo
associadas com doencas metabodlicas na vida adulta das proles, tais como diabetes
melito tipo 2, resisténcia a insulina, obesidade e hipertensdo arterial. O periodo da
gestacdo em que estas alteracdes nutricionais influenciam a prole na idade adulta ainda
ndo estd elucidado. Modificacbes epigenéticas tém sido propostas como mecanismos
responsaveis por estas desordens metabdlicas. Ratas Wistar de doze semanas de idade
foram alimentadas com dieta com contetdo baixo (HO - 0,15% NaCl) ou normal (NR -
1,3% NaCl) de sodio desde o primeiro dia de gestacdo até o nascimento da prole ou HO
durante a primeira (HO10) ou segunda (HO20) metade da gestacdo. O peso corpéreo e a
ingestdo de agua e racdo foram avaliados semanalmente durante a gestacdo. Teste de
tolerancia a insulina (ITT) e a glicose (GTT) e HOMA-IR foram realizados nas proles
adultas. Expressao génica por gRT-PCR e metilacdo do DNA na regido promotora dos
genes foram mapeadas utilizando tratamento com bissulfito de sédio e avaliadas por
pirosequenciamento. O ganho de peso materno foi menor no HO e HO20 na terceira
semana de gestacdo em comparacdo com NR e HO10. O peso ao nascimento da prole
foi menor em machos e fémeas dos grupos HO e HO20 em rela¢do ao NR e HO10. O
HOMA-IR foi maior nos machos com 12 semanas de idade do grupo HO em
comparagdo com NR e com 20 semanas de idade do grupo HO10 em comparagdo com
NR e HO20. Nas fémeas com 12 semanas de idade 0 HOMA-IR foi maior no HO10
comparado com HO. Os niveis de insulina no soro foram maiores tanto nos machos com
20 semanas de idade do grupo HO10 comparado com NR quanto nas fémeas com 12
semanas de idade do grupo HO10 comparado com HO. A éarea sob a curva do GTT
indicou intolerancia a glicose nos machos do grupo HO. A porcentagem de metilacao
das ilhas CpG no promotor dos genes de Igfl, Igflr, Insl, Ins2 e Insr no figado de
machos e fémeas neonatais e no figado, tecido adiposo branco e musculo em machos
com 20 semanas de idade foi influenciada pela baixa ingestdo de sal durante a gestacéo.
Nenhuma destas alteracdes foi identificada nas fémeas com 20 semanas de idade. Em
conclusdo, a baixa ingestdo de sal na segunda metade da gestacdo é responsavel pelo
baixo peso ao nascimento em ambos 0s sexos. A intolerancia a glicose observada na
prole adulta ocorreu somente se a dieta hipossdédica é dada durante a gestacao inteira.
Por outro lado, a resisténcia a insulina em resposta ao consumo de dieta hipossédica
durante a gestacdo esta relacionada com 0 momento em que ocorre este insulto e com o
envelhecimento da prole. Também foi observado que alteracbes na metilacdo do
promotor do gene Igfl esté correlacionado com o baixo peso ao nascimento em resposta
a ingestdo de dieta hipossddica durante a gestacéo.

Descritores: 1.Ratos Wistar 2.Dieta hipossodica 3.Programacéo fetal 4.Baixo peso
ao nascer 5.Intolerancia a glicose 6.Resisténcia a insulina 7.Fator de crescimento
similar a insulinatipo 1 8.Epigénese genetica 9.Metilagdo do DNA 10. llhas de CpG
11.Expressao génica



SUMMARY

Siqueira FR. Sodium intake restriction during pregnancy is responsible for low birth
weight and the insulin resistance of offspring in adulthood: a study of epigenetic
mechanism by DNA methylation [thesis]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sdo Paulo; 2014. 101p.

It is known that some maternal nutritional alterations during pregnancy are associated
with metabolic disorders in adult offspring, such as insulin resistance, type 2 diabetes
mellitus, obesity and arterial hypertension. The period of pregnancy in which these
nutritional alterations influence adult offspring remains uncertain. Epigenetic changes
are proposed to underlie these metabolic disorders. Twelve-week-old female Wistar rats
were fed a low-salt (LS — 0.15% NaCl) or normal-salt (NS — 1.3% NacCl) diet since the
first day of gestation until delivery or LS during the first (LS10) or second (LS20) half
of gestation. Body weight, food and water intake were weekly evaluated during
gestation. Blood glucose, insulin (ITT) and glucose (GTT) tolerance tests, HOMA-IR
were performed in adult offspring. Gene expression and DNA methylation were mapped
using bisulfite treatment evaluated by pyrosequencing in the male and female neonates
and adult offspring. Weight gain was lower in LS and LS20 dams than in NS and LS10
dams in the third week of pregnancy. Birth weights were lower in male and female
LS20 and LS rats compared with NS and LS10 neonates. HOMA-IR was higher in 12-
week-old LS males compared with NS and in 20-week-old male LS10 rats compared
with NS and LS20 rats. In 12-week-old LS10 females, HOMA-IR was higher than in
LS. Serum insulin levels were higher in 20 week-old LS10 male compared with NS rats
and in 12-week-old LS10 female compared to LS rats. The area under the curve of GTT
indicated glucose intolerance in 12- and 20-week-old LS male. Methylation of CpG
islands of the Insr, 1gfl, Igflr, Insl and Ins2 genes in liver in neonates male and female
offspring and liver, white adipose tissue and muscle in 20-week-old male offspring were
influenced by low-salt intake during pregnancy. None of these alterations was identified
in 20-week-old females. In conclusion, low-salt diet consumption in the second half of
pregnancy can result in low birth weights in the males and females offspring. Glucose
intolerance observed in adult offspring occurred only if low salt intake was given
throughout pregnancy. However, insulin resistance in response to low salt intake during
pregnancy is related to the time at which this insult occurs and to the age of the
offspring. Alterations in the DNA methylation of Igfl were observed to be correlated
with low birth weight in response to low salt feeding during pregnancy.

Key words: 1.Rats Wistar 2.Low sodium diet 3.Fetal programming 4.Low birth
weight  5.Glucose intolerance  6.Insulin resistance  7.Insulin-like growth factor 1
8.Epigeneses genetic 9.DNA methylation 10.CpG Islands 11.Gene expression






1 INTRODUCAO

A associacdo entre eventos ocorridos na fase precoce de desenvolvimento e
doenca cardiovascular tardia, ja fora proposta em estudos epidemiol6gicos entre 0s
periodos de 1930 a 1980 (Kermack et al, 1934; Forsdahl, 1977; Wadsworth et al, 1985).
Mas, foi no final da década de 80 que David Barker e outros pesquisadores verificaram
que alteracdes nos fatores ambientais, particularmente nutricio materna inadequada
durante gestacdo, em periodos criticos de desenvolvimento fetal (periodos de rapida
divisdo celular) nos quais sdo formados os diversos 6rgdos e tecidos resultam em
adaptacGes no desenvolvimento com mudancgas permanentes na estrutura, fisiologia e
metabolismo de sistemas, 6rgdos e tecidos do feto. Gerando consequéncias precoces
(baixo peso ao nascimento) ou tardias (doencas na vida adulta). Seus estudos foram
baseados em dados epidemioldgicos de peso e tamanho ao nascimento em mais de dez
mil homens colhidos na cidade de Hertfordshire, Inglaterra, durante os anos de 1911 e
1930 e mostraram pela primeira vez que o risco de doenga coronariana diminui a medida
que 0 peso ao nascimento é mais elevado, pois os dados mostraram que a mortalidade por
doenca coronariana foi duas vezes maior nos individuos com baixo peso ao nascimento
(Barker et al., 1986; Barker et al., 1989). Esse fendmeno ficou conhecido como a hipotese
da “origem fetal” da doenca no adulto ou “hipdtese de Barker”.

Diversos estudos epidemioldgicos e experimentais confirmaram a “hipotese de
Barker” mostrando que fatores ambientais, por exemplo, desnutrigdo materna durante 0
desenvolvimento fetal pode influenciar o fendtipo da prole adulta. Especificamente, 0s
insultos que ocorrem em ambientes nutricionais restritos durante a gestacdo ou lactacdo
estdo associados a alteracdes no metabolismo de lipides, na sensibilidade a insulina, ao
desenvolvimento da resisténcia a insulina, diabetes melito, obesidade, modificacbes no
desenvolvimento renal e hipertenséo arterial na vida adulta (Barker et al, 1989; De Boo &
Harding, 2006; Godfrey & Barker, 2001; Muhlhausler et al, 2009; Zandi-Nejad et al, 2006).

O processo pelo qual um estimulo ou insulto age durante um periodo sensivel ou
critico no desenvolvimento, incluindo fetal e/ ou periodos precoces pos-natal, capaz de
programar alteracGes permanentes na estrutura e funcao celular, tecidual e/ou de 6rgaos
e sistemas ¢ denominado nos dias de hoje como “programagdo” ¢ ¢ avaliado numa gama

de protocolos experimentais em animais de laboratorio (Jimenez-Chillaron et al, 2006).
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Em termos evolutivos, esse fenbmeno tende a refletir os beneficios da plasticidade
durante o desenvolvimento precoce (Godfrey & Barker, 2001). Além disso, foi
observado que a programacdo permanente pode ser transmitida para futuras geracoes,
levando ao conceito dos efeitos epigenéticos e transgeracionais.

Um crescente corpo de evidéncias sugere que o rapido ganho de peso pés-natal,
conhecido como catch-up growth, também estd associado com o aumento da
suscetibilidade a obesidade e diabetes tipo 2. O risco associado ao catch-up growth é
ainda maior quando é caracterizado por aumentos rapidos de peso e comprimento/
altura, na vida pds-natal precoce. Tais padrfes de crescimento pds-natal acelerado séo
comuns em individuos que sdo pequenos para a idade gestacional e pode ser
considerada uma adaptacéo fisioldgica que Ihes permite atingir o seu peso e/ ou altura
geneticamente programada ap6s um periodo de crescimento retardado. Os individuos
que sdo pequenos no nascimento e tém catch-up growth pds-natal possuem alto risco de
desenvolverem obesidade central, intolerancia a glicose e diabetes (Huxley et al., 2000).

Jimenez-Chillaron e colaboradores (2006) em seu modelo experimental de 50%
de restricdo alimentar durante a gestacdo mostraram que a prole de camundongos
machos que sdo pequenos ao nascimento e exibem precoce catch-up growth pds-natal
desenvolvem intolerancia a glicose e obesidade com seis meses de idade. Em contraste,
0s camundongos com baixo peso ao nascimento que ndo exibem catch-up growth
permaneceram menores que o grupo controle, mas, a intolerancia a glicose e a
obesidade sdo prevenidas.

A regulacdo do crescimento fetal difere significativamente da regulagdo do
crescimento pos-natal. O crescimento pés-natal € em grande parte determinado pela
composicdo genética do individuo, enquanto a nutri¢do desempenha um papel permissivo.
Ja no crescimento fetal a disponibilidade de nutrientes para o feto € determinante,
enquanto o genoma exerce um papel limitado. O crescimento fetal deve ser visto,
portanto, como limitado pela nutricdo (Bauer et al., 1998). Confirmando estes achados,
Morris e colaboradores (2009) apontam que apds o nascimento, quando os efeitos do
ambiente materno uterino ndo estdo mais presentes, o crescimento é determinado por
fatores genéticos. O crescimento pré-natal depende da complexa interacdo entre trés
sistemas distintos, 0s quais se encontram em intima interagdo: mae, placenta e feto.

A implantacdo e o periodo embrionario inicial sdo relativamente independentes

dos fatores ambientais, relacionando-se principalmente, com fatores genéticos inerentes
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ao embrido. Em contraste, na Ultima fase da gestacdo, quando a maior parte da
organogénese ja se completou, o crescimento fetal é acelerado e o ambiente intrauterino
passa a ser de fundamental importancia para o crescimento e desenvolvimento normal.

A placenta desempenha um papel crucial no crescimento e deve integrar 0s
sinais do feto e da mée, na tentativa de atender a demanda fetal com a oferta de alimento
materna. Esses aspectos da funcdo da placenta podem ser divididos em trés principais
componentes: a transferéncia de nutrientes, funcGes metabdlicas e funces endocrinas
(Bauer et al., 1998).

Como a glicose fetal € obtida principalmente da mae através da placenta, a
insulina fetal n&o parece ser essencial para a manutencao da euglicemia fetal (Liang et al.,
2010). O feto comeca a acumular glicogénio hepatico durante a segunda metade da
gestacdo. Estes estoques de glicogénio sdo importantes apds o nascimento, quando o
fornecimento de glicose da mae é interrompido, e a lactacdo ainda ndo se iniciou o
neonato apresenta subitamente um estado de jejum. Durante este tempo, a glicose deve
ser rapidamente gerada a partir de fontes enddgenas quebrando os estoques de glicogénio
hepatico e iniciando o processo de gliconeogénese (Margolis & Seminara, 1988).

Apos o periodo da embriogénese, 0 ambiente fetal é programado para otimizar o
crescimento corporal e o desenvolvimento dos O6rgdos por diversos fatores de
crescimento gerais e especificos.

O ambiente enddcrino fetal é altamente dependente dos hormdnios maternos,
uma vez que a placenta é impermeavel a maioria dos hormonios peptidicos.
Os hormo6nios maiores que 0,7 a 1,2 kd tém pequeno ou nenhum acesso ao
compartimento fetal (Fisher, 2006).

Adicionalmente, sabe-se que o0s principais mediadores hormonais do
crescimento fetal sdo a insulina e fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF —
insulin-like growth factors). Estes, por sua vez regulados pelo fornecimento de
nutrientes ao feto. Assim, a reducdo do suprimento de glicose para feto resulta na
diminuicdo da insulina circulante e nas concentragdes de IGF e subsequente redugéo do
crescimento fetal. Ja que a nutricdo tem um papel central na regulacdo do crescimento
fetal, ela € um bom candidato para um estimulo de programacéo fetal, assegurando um
papel central na ligagcdo entre tamanho no nascimento e o risco de doenca subsequente
(Oliver et al., 2002).

Introducéo



A insulina é um dos principais reguladores da homeostase de glicose e do
crescimento e diferenciacdo celular e é sintetizada pelas células B pancreaticas.
A insulina regula a homeostase de glicose em varios niveis, reduzindo a producao hepatica
de glicose (via diminuicdo da gliconeogénese) e aumentando a captacdo periférica de
glicose, principalmente nos tecidos sensiveis a insulina, musculo, adiposo e figado.
A insulina também estimula a lipogénese no figado e nos adipocitos (Dube et al., 2013).

A expressdo do gene da insulina é detectada precocemente no desenvolvimento
embrionario do péancreas e se mantém rigorosamente regulado na vida adulta.
Ha evidéncia que a restricdo do crescimento fetal conduz a reducdo do numero de células B
e diminuicdo na capacidade da producdo de insulina pelo pancreas (Kuroda et al, 2009).

O gene da insulina consiste em trés éxons e dois introns no ser humano e na
maioria dos vertebrados, exceto para os roedores, 0 genoma do roedor contém dois
genes de insulina altamente relacionados, mas ndo alélicos nomeados Insl e Ins2, e
possuem mais de 90% de homologia na sequéncia de nucleotideos (Wentworth et al.,
1986). O gene Ins2 tem maior semelhanca estrutural e funcional para outros genes de
insulina de mamiferos, enquanto que Ins1 é considerado um retroposon funcional, uma
vez que contém apenas um intron, em vez de dois introns como séo encontrados no Ins2
e nos genes da insulina de outras espécies (Wentworth et al., 1986).

A embriogénese do pancreas é mediada por uma série de genes homeobox e por
fatores de transcricdo na programacédo do camundongo com o brotamento do pancreas a
partir do tubo digestivo, desenvolvimento dos ductos ramificados e do epitélio
indiferenciado, diferenciacdo das linhagens celulares exocrinas e enddcrinas e
organizacdo das células enddcrinas nas ilhotas de Langerhans. O processo nos
camundongos comeca no dia 8 dos 22 dias de gestacdo e se estende até 2 a 3 semanas
apos o nascimento. Os membros da familia de fatores de crescimento dos IGFs
contribuem para o crescimento e diferenciacdo pancreatica (Habener et al., 2005).

Em ratos, a resposta secretora de insulina em resposta a glicose inicia-se por
volta dos 4 a 5 ultimos dias de gestacdo (Holness et al., 2000).

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina tipo 1 e 2 (IGF-1 e IGF-2)
tambem estimulam o crescimento do feto e da placenta. A delegdo dos genes Igfl, 1gf2
ou do receptor de IGF-1 (Igfir) retarda o crescimento fetal. A sintese de IGF-1 é

comprometida na vigéncia de desnutricdo materna (Gicquel & Bouc, 2006).
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Provavelmente estes fatores estdo envolvidos com o baixo peso ao nascimento
(Roberts et al., 2008).

A expressdo dos genes de fatores de crescimento semelhantes a insulina é
regulada de maneira tecido especifica e pode ser alterada por condi¢bes in utero
nutricionais e endocrinas (Duffield et al., 2008). Em geral, o gene Igfl € mais
responsivo a esses estimulos que o gene Igf2. Assim, enquanto o gene Igfl regula o
crescimento e desenvolvimento fetal em relacdo ao fornecimento de nutrientes, o gene
Ifgf2 parece produzir uma unidade constitutiva para o crescimento intrauterino via acdo
placentéria e parécrina sob os tecidos fetais (Fowden, 2003).

O IGF-1 é um horménio anabdlico sintetizado principalmente no figado e em
tecidos periféricos sob o controle do hormdnio de crescimento pituitario (GH)
(Maggio et al., 2013).

Gluckman e colaboradores (2005) demonstraram que ha uma correlacdo direta
entre o tamanho do recém-nascido com as concentracdes no corddo umbilical de IGF-1
e sao diretamente influenciadas pelo estado nutricional do feto.

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina 1 e 2 sdo polipeptideos de
aproximadamente 7,5kDa de cadeia simples que promovem 0 crescimento, tanto antes
como apds o nascimento. Eles afetam o metabolismo, a mitogénese e a diferenciacdo de
uma ampla variedade de tipos celulares, incluindo a placenta através da ligacdo a
receptores de IGF (IGF1R e IGF2R), receptores de insulina (InsR) e um receptor
hibrido de IGF1R — InsR. A sua biodisponibilidade é influenciada por pelo menos seis
proteinas de ligacdo de alta afinidade a IGF (IGFBP — IGF binding protein), atualmente
bem caracterizadas do ponto de vista bioquimico e molecular (IGFBP1 a IGFBP6).
Os IGFBPs prolongam a meia-vida dos IGFs na circulacdo e transportam os IGFs aos
seus receptores (Sferruzzi-Perri et al., 2011). Juntos, os IGFs, 0s seus receptores e as
proteinas de ligacdo formam o eixo de IGF, o qual responde a uma série de sinais
ambientais, incluindo nutrientes, oxigénio e hormonios, tais como 0 hormonio do
crescimento (GH), o cortisol, a insulina, os hormdnios da tiroide e os esteroides sexuais.
O IGF-1 circulante encontra-se sob a forma de complexo ternario de 150 kDa, composto
de uma molecula de IGF-1, uma molécula de IGFBP3 e uma glicoproteina derivada do
figado (subunidade &cido labil — ALS), o qual prolonga a meia vida do IGF-1 circulante
(Holman & Baxter, 1996; Sferruzzi-Perri et al., 2011).
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Enquanto que o IGF-1 parece regular o crescimento fetal em resposta a
disponibilidade de nutrientes, o IGF-2 parece proporcionar o estimulo constitutivo de
crescimento feto placentario (Fowden, 2003).

Antes do nascimento, os IGFs sdo reguladores de crescimento paracrinos
sintetizados por varios tecidos fetais, independente do GH (Fowden, 2003). As
concentragdes séricas de IGF-1 ao nascimento sdo baixas e oscilam durante a vida.
Apdbs o nascimento os niveis de IGF-1 tendem a aumentar, devido, principalmente, ao
inicio da sintese hepatica de IGF-1 dependente de GH, embora uma variedade de outros
tecidos continue a produzir IGF-1. Na puberdade os valores de IGF-1 sdo quase trés
vezes maiores que nos adultos e tendem a diminuir gradativamente com a idade.
(Sferruzzi-Perri, et al., 2011). Apo6s o completo crescimento pos-natal, o papel dos IGFs
€ menos claro na literatura, podendo estar envolvidos no crescimento de tecidos adultos,
durante as condic@es fisiologicas, tais como a cicatrizacdo de feridas, o exercicio e a
gravidez (Sferruzzi-Perri, et al., 2011).

Existem varias fontes potenciais de IGFs durante a gestacdo. Em varias espécies,
0s IGFs sdo produzidos por uma variedade de tecidos que podem aumentar em massa,
durante a gravidez, incluindo o figado, Gtero, musculatura esquelética e tecido adiposo
(Sferruzzi-Perri, et al., 2011).

O crescimento fetal também é promovido pela insulina por seu efeito lipogénico,
independente do IGF-1, provocando aumento do tecido adiposo fetal quando as
concentracdes de insulina sdo elevadas, como em fetos de mde com diabetes
descompensados (Milner & Hill, 1984).

Resumindo, a regulacdo da secrecdo de IGF-1 e do crescimento pré-natal €
realizada pelo eixo glicose-insulina-IGF-1. A placenta transfere glicose para o feto, o
que estimula a secrecdo de insulina fetal que determina a secre¢do de IGF-1 (Gluckman
& Harding, 1997). Durante o periodo pré-natal o GH exerce pouca influéncia no
crescimento fetal, enquanto que na vida pds-natal ele passa a ser o principal regulador
da expressdo de IGF-1 e o sistema GH/IGF-1 passa a ser o principal determinante do
crescimento linear.

Estudos em animais knockout identificaram varios genes importantes na
determinacéo do crescimento fetal, tais como os genes Igfl, 1gf2, Ins (insulina) e seus
respectivos receptores. Camundongos knockout, tanto para o gene Igfl, como para o
Igf2, apresentam um importante grau de restricdo de crescimento intrauterino,
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comprovando a importancia desses dois hormoénios no crescimento fetal. Os animais
duplo knockout de Igflr e Igfl, ou somente Igflr, apresentam um déficit de crescimento
grave. Os animais duplo knockout Igf2/Igf2r apresentam um leve retardo do
crescimento, pois o principal receptor do Igf2 é o Igfir. O knockout de genes que
codificam as IGFBPs, a subunidade &cido-labil (ALS), outros horménios e receptores
como o da insulina e o receptor do GH, influenciam de forma menos expressiva no
crescimento fetal (Baker et al., 1993; Liu et al.; 1993).

Foi observado que recém-nascidos a termo com baixo peso e com concentracoes
de insulina circulante (Economides et al., 1991) e de IGF-1 diminuidos (Enzi et a.l, 1981),
apresentam um periodo de crescimento acelerado nos primeiros anos de vida. Este periodo
de crescimento acelerado est4 associado com uma sensibilidade a insulina aumentada e
subsequente desenvolvimento de resisténcia a insulina (Muhlhausler et al., 2009).

A resisténcia a insulina é uma condicdo genética ou adquirida, na qual a
captacdo periférica de glicose estd reduzida, havendo concomitante aumento da
concentracdo circulante de insulina.

O IGF é um dos mais importantes fatores de crescimento no desenvolvimento do
tecido adiposo. A inducdo experimental de deficiéncia global do receptor de IGF-1
(IGF1R) em camundongos produz restricdo no crescimento e reduz a massa do tecido
adiposo em relacdo a outros tecidos (Holzenberger et al., 2001). Em nivel fisiol6gico o
IGF estimula tanto a proliferacdo como a diferenciacdo de pré-adipocitos em cultura
celular. cAMP (adenosina monofosfato ciclico) e glicocorticoides sdo necessarios para
inducgéo de diferenciagéo celular tanto em meios de cultura contendo soro ou em meios
de cultura livre de soro (Marques et al., 2000).

Ha evidéncia de que a leptina produzida pela placenta e no tecido adiposo fetal
estimula o crescimento e desenvolvimento do feto (Stocker et al., 2005). Ao mesmo
tempo, alguns estudos tém mostrado a importancia do papel da leptina no
desenvolvimento de doencas relacionadas a programacéo fetal e este efeito parece ser
modulado pela nutri¢do pré e pds-natal (Vickers, 2007; Milagro et al., 2009).

A leptina € um hormdnio de 16 kDa, também conhecida como o produto do gene
ob, sintetizada e secretada principalmente pelo tecido adiposo branco e, em escala
menor, pela medula 6ssea, placenta, estdmago e tecido hipotalamico (Campfield &
Smith, 1998). Desenvolve um papel chave na regulagdo do peso corporeo, na
modulacéo do apetite, funcdo neuroenddcrina, no balanco energético e no metabolismo
dos lipideos e da glicose (Milagro et al., 2009; Mantzoros et al., 2011).
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A leptina esta presente na circulagdo de fetos humanos e roedores pouco antes
do nascimento. Em humanos, isso se deve ao fato de que o desenvolvimento do tecido
adiposo branco ocorre no final do periodo fetal, ja nos roedores o tecido adiposo branco
se desenvolve apenas depois do nascimento e a placenta é a principal fonte de leptina no
final do periodo fetal (Villarroya et al., 2001).

Apo6s o0 nascimento hd um declinio nos niveis de leptina circulante, embora em
roedores uma analise em curto prazo mostrou que ha um pico transitério dos niveis de
leptina no sangue, no primeiro dia apds o nascimento. E improvavel a leptina estar
envolvida no controle do balango energético durante o periodo fetal, mas ela pode estar
envolvida na regulacdo do desenvolvimento. No entanto, logo apds o nascimento, 0s
mecanismos de regulacao da captacdo e do gasto de energia ja estdo em funcionamento.
O inicio da amamentacdo, a qual constitui um novo meio de ingestdo de nutrientes e
necessidades termogénicas ap6s nascimento sdo grandes desafios metabdlicos para o
neonato. Deste modo, a expressdo dos genes das UCPs (uncoupling proteins),
especialmente UCP1 e UCP3, ¢ ativada apenas ap6s o nascimento. O papel da leptina
no controle da expressdo génica em relacdo ao metabolismo energético ao nascimento
ndo € conhecido e também ainda ndo foi estabelecido se 0os mecanismos de resposta a
leptina s&o desenvolvidos ao nascimento (Villarroya et al., 2001).

Além disso, a secrecdo de leptina pelos adip6citos pode ser estimulada pela
insulina (Margetic et al., 2002). Em estudos clinicos o nivel de leptina também esta
associado com a resisténcia a insulina e a diabetes por alterar tanto a sensibilidade
quanto a secrecdo de insulina (Mantzoros et al., 2011).

Modelos experimentais de restricdo de crescimento intrauterino tais como
ligadura da artéria uteroplacentaria (Wadley et al., 2008), restricdo global de nutriente
(Jimenez-Chillaron et al, 2006) e dieta hipoprotéica (Lillycrop et al., 2005) materna tém
sido usadas para investigar a associacdo do baixo peso ao nascimento e o
desenvolvimento de doencas metabdlicas na vida adulta (Wlodek et al., 2007).

No final da década de 60, Ganguli e colaboradores (1969) mostraram que para
uma reproducdo adequada é necesséria a ingestdo de uma dieta contendo no minimo
0,05% de sodio (0,12% de NaCl) desde antes do acasalamento e durante as trés semanas
de gestacdo. Ja no final da década de 80 Bird & Contreras (1987) proposuream que 0
minimo necessario para uma reprodugdo com sucesso é 0,08% de NaCl e niveis abaixo

desse montante conduz a altos niveis de mortalidade. E conhecido de que a
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organogénese ocorre durante a segunda semana de gestacdo no rato enquanto que a
terceira semana é o periodo de crescimento fetal maximo.

Estudos com restricdo de sdédio (0,03% de sodio — 0,08% de NaCl) na dieta na
ultima semana de gestacdo verificaram diminuicdo no peso corpdreo de ratas Sprague-
Dawley gravidas, inducdo de parto prematuro, sem alteracdo no tamanho da ninhada
(Bédard et al., 2005), menor volume plasmatico e baixo peso fetal (Roy-Clavel et al., 1999).

Resultados prévios do nosso laboratério, no qual ratas Wistar foram alimentadas
com dieta hipossodica (0,06% de sodio — 0,15% de NaCl) desde a oitava semana de
vida, durante o periodo gestacional até o final da lactagdo, mostrou associagdo entre a
restricdo de sdédio na dieta materna com baixo peso ao nascimento e maiores niveis
plasmaticos de colesterol e triacilglicerois na idade adulta das proles (Vidonho et al., 2004;
Lopes et al., 2008). A leptina plasmatica foi maior em machos da prole adulta e nas
fémeas da prole foi observado um indice de adiposidade aumentado e menor leptina
circulante (Lopes et al., 2008). A resisténcia & insulina foi observada nos machos
adultos, confirmada através do clamp euglicémico hiperinsulinémico, mas nao nas
fémeas das proles (Vidonho et al., 2004).

Esses achados possivelmente indicam que a dieta hipossddica durante o periodo
pré-natal induz ao baixo peso ao nascimento da prole e durante os periodos pré e pds-
natal interfere no metabolismo lipidico e é responsavel pela resisténcia a insulina na
vida adulta das proles. Porém, o exato periodo antes e durante a gestacdo e lactacéo
responsavel por esses feitos bioldgicos adversos na prole ainda ndo foi estabelecido.

Atualmente, um dos modelos animais mais utilizados de programagéo
nutricional é a desnutricdo materna causando mudancas substanciais na estrutura e
funcdo de varios orgdos na prole. Por exemplo, ratas prenhes alimentadas com uma
dieta hipoproteica dao a luz a filhotes susceptiveis de desenvolver intolerancia a glicose,
especialmente quando alimentados com uma dieta rica em gordura apés o desmame
(Desai et al., 1997). Além disso, estes resultados estdo associados com alteracfes
permanentes na expressdo de genes envolvidos na homeostase da glicose (Holness et
al., 2000; Ozanne et al., 1996). No entanto, os mecanismos moleculares responsaveis
pela programacgdo nutricional ndo sdo bem compreendidos. AlteracOes epigenéticas
podem desempenhar um papel importante no mecanismo da associacdo entre eventos

que ocorrem no inicio da vida e alteragdes na vida adulta.
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Um mecanismo pelo qual exposicdo pré-natal e pos-natal pode ser ligado a
alteracOes fenotipicas mais tardias na vida é a alteracdo de marcas epigenéticas, que tém
um papel central na determinacdo funcional da informacao que é armazenada no genoma.

Um questionamento a ser considerado é se as modificagdes metabolicas e
funcionais observadas na prole durante a restricdo de sédio materna sdo devidas a
alteracOes epigenéticas.

O biodlogo do desenvolvimento Conrad Waddington definiu pela primeira vez o

13

termo “epigenética” na década de 1940 como: “... as interagdes dos genes com o seu
ambiente levam o fendtipo a se expressar”. J4 em 1975 Holliday e Pugh propuseram que
modificacbes quimicas covalentes no DNA, incluindo a metilacdo dos dinucleotideos
citosina-guanina (CpG), foram os mecanismos moleculares por trés da hipotese de Conrad
Waddington. Na década de 90 a epigenética foi descrita como o estudo das alteraces da
expressdo génica que ocorre sem modificacdo da sequéncia do DNA, mas, por modificacéo
da metilagcdo do DNA e remodelamento da cromatina (Jirtle & Skinner, 2007).

Atualmente, o termo epigenética refere-se a alteragdes na expressdo génica
mitoticamente e meioticamente hereditarias (herdaveis durante a divisdo celular), que
ndo envolve alteraces na sequéncia de nucleotideos do DNA (Jirtle & Skinner, 2007).
E importante ressaltar que as mudancas epigenéticas herdadas por mitose das células
somaticas, proporcionam um mecanismo potencial pelo qual os efeitos ambientais sobre
0 epigenoma pode ter efeitos em longo prazo sobre a expressdo génica. O epigenoma
pode ser compreendido por padrbes epigenéticos globais que se distinguem ou sdo
variaveis entre os tipos celulares. Esses padrbes incluem a metilacio do DNA,
modificacdes de histonas e proteinas associadas a cromatina (Jirtle & Skinner, 2007).

Todas as células de um organismo compartilham a mesma sequéncia de DNA,
desde o momento que sdo celulas tronco até serem células totalmente diferenciadas,
diferindo muito em relagéo ao perfil de genes que expressam.

As alteragcbes epigenéticas possuem papel fundamental na expressdo génica
humana, particularmente durante a embriogénese. Sugerindo assim, que um ambiente
adverso seja na fase perinatal ou neonatal é responsavel por modificagbes epigenéticas
levando a alteragBes no crescimento e no metabolismo na vida adulta (Cutfield et al,
2007). Além disso, as alteracbes epigenéticas também podem ser herdadas
transgeracionalmente, afetando potencialmente a salde das geragdes futuras — uma teoria
a qual esta cada vez mais evidente, explicando assim, mudancas fenotipicas hereditarias,
mas ndo genéticas (Morgan et al., 1999; Anway et al., 2005; Anway & Skinner, 2006).
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A modificacdo das histonas e a metilacdo do DNA sdo os principais
mecanismos epigenéticos que participam da regulacdo da expressao génica, pois estdo
implicadas na manutencdo da estabilidade do genoma e na regulagéo da transcricdo
(Jirtle & Skinner, 2007).

Esses fendmenos epigenéticos estdo ligados pelo fato de que o DNA encontra-se
intimamente complexado a proteinas especializadas, como as histonas, formando o que
chamamos de cromatina (Kornberg, 1974). Um grande numero de enzimas
modificadoras da cromatina foi identificado nas Ultimas décadas. Essas enzimas fazem
parte de grandes complexos que podem catalisar a incorporacdo ou remocdo de
modificacdes covalentes das histonas. Varios tipos de modificacBes covalentes e nao
covalentes das histonas foram identificados e demonstrados como influenciadores da
regulacdo da expressdo génica. A acetilacdo, metilacdo, fosforilagdo, ubiquitinacdo, sao
alguns tipos de modificagdes covalentes das histonas (Jirtle & Skinner, 2007).

ModificacOes epigenéticas podem ser observadas pela metilagdo do DNA que
estd presente em grau variado em quase todos os eucariotos. A metilacdo do DNA
ocorre pela adicdo do grupo metil ao carbono 5 de residuos de citosinas, principalmente
em dinucleotideos de citosina e guanina (CpG). Os dinucleotideos estdo pouco
representados no genoma de mamiferos, no entanto, comuns em determinadas regides
denominadas ilhas CpGs (Waterland & Jirtle, 2004).

As ilhas CpGs sdo definidas como regifes genémicas do DNA e apresenta em
média um tamanho de pelo menos 200pb. Séo regides ricas de repeticdes de
nucleotideos citosina e guanina adjacentes e estdo pouco representados no genoma de
mamiferos. No entanto, essas ilhas sdo frequentemente encontradas nas regides
promotoras, localizadas na proximidade das extremidades 5’ dos genes, frequentemente
se estendo para dentro do primeiro éxon e também em regides intragénicas (Jirtle e
Skinner, 2007; Mckay et al, 2008).

Estima-se que aproximadamente 60% dos genes humanos possuem ilhas CpGs
localizadas em regides promotoras. Os promotores de mamiferos podem ser separados
em duas classes: os promotores enriquecidos em elementos TATA-box, que sé&o mais
conservados e mais definidos e os promotores ricos em CpGs, que sdo mais plasticos
(Carninci et al., 2006).

A metilacdo do DNA se da pela ligacdo covalente de um grupo metil (CH3) ao
carbono da posicdo 5 da citosina de um dinucleotideo de CpG, atraves da DNA-
metiltransferases (DNMTSs), transformando em 5-metil-citosina (Arenas-Huertero &
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Recillas-Targa, 2006). As DNA-metiltransferases sdo as enzimas responsaveis pela
transferéncia do radical metil do S-adenosil metionina (SAM) para o carbono 5 da
citosina (Figura 1). As DNMTs sdo agrupadas em duas classes gerais: as de novo e a de
manutencdo. A primeira é responsavel pela metilagcdo de citosinas do DNA previamente
ndo metiladas. Fazem parte desta classe as DNMT3a e DNMT3b. J& a ultima é
responséavel pela manutencdo do padrdo de metilacdo durante a replicacdo do DNA,
DNMT1 (Jaenisch & Bird, 2003).
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Figura 1. Adicdo de um grupo metil (CH3) ao carbono 5 de residuos de citosinas no DNA.
A reacdo ¢ catalisada por uma DNA-metiltransferase (DNMT) e usa a S-adenosil metionina
(SAM) como doador do grupo metil

A maior parte das ilhas CpGs ndo se encontram metiladas durante todos os
estagios de desenvolvimento ou em todos os tipos teciduais (Antequera &Bird, 1993).

Os padrdes da metilacdo sdo amplamente estabelecidos durante a embriogénese
ou na vida pos-natal precoce. A metilagdo do DNA também desempenha um papel na
diferenciacdo celular através do silenciamento da expressdao de genes especificos
durante o desenvolvimento e na diferenciacdo dos tecidos nos individuos, assim o
tempo da metilacéo é tecido e gene especifico (Bird, 2002).

Em células somaticas normais o padrdo da metilacdo do DNA €é um estado que
pode ser herdado ao longo das sucessivas divisdes celulares, o que sugere que a
metilagdo possa ser considerada como um fenédmeno de memoria celular (Bird 2002).
Uma vasta alteracdo no perfil da metilagdo do DNA pode ser observada durante a
embriogénese (Santos et al., 2002). Nos estagios iniciais do desenvolvimento, 0s niveis
de metilagdo do DNA das células germinativas declinam para aproximadamente 30% do
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nivel tipico observado nas células somaticas. O reestabelecimento do padréo basico da
metilagdo é entdo atingido no estagio de implantacdo do embrido, por meio da metilagdo
de novo do DNA. A metilacdo de novo de ilhas CpGs esta envolvida no silenciamento
estavel da expressdo génica durante o desenvolvimento embrionério, sendo este fato
essencial para o desenvolvimento completo do embrido. Esse fendmeno tem sido
diretamente implicado em imprinting gendémico e inativacdo do cromossomo X (Jirtle &
Skinner, 2007). O evento da metilacdo de novo em células germinativas ou nos estagios
iniciais do desenvolvimento sugere que esta seja particularmente ativa nestes estagios.
No entanto, ha evidéncias que a metilagdo de novo possa também ocorrer em células
somaticas adultas (Burdge et al., 2007).

Um dos possiveis mecanismos de silenciamento génico é através da metilacéo de
um promotor, particularmente na regido préxima ao sitio de inicio de transcri¢do. Esta
metilacdo pode levar ao recrutamento de repressores tais como proteinas que se ligam a
grupos metil, a0 remodelamento da cromatina ou a inibicdo de fatores de transcricao,
interrompendo a transcricdo e, consequentemente, a expressao génica (Carless, 2009),
(Figura 2).
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Figura 2. Representagdo esquematica da metilagdo de DNA como mecanismo de
silenciamento génico, reprimindo a transcricdo. As caixas amarelas representam os éxons
do gene, os circulos representam dinucleotideos CpG. Os circulos pretos representam a
presenca do grupamento metil na citosina, os circulos brancos denotam auséncia deste.
Quando os dinucleotideos CpGs estdo desmetilados no promotor, a RNA polimerase pode
se ligar e a regido codificadora € transcrita. A metilacdo nos CpGs por a atividade das
DNA-metiltransferases (Dnmt) pode permitir a participagdo de proteinas ligadoras de metil -
CpG (MeCP2), que por sua vez, recruta as enzimas modificadoras da cromatina ativadoras
(histona desacetilase (HDAC) e/ou histona metiltransferase (HMT). O complexo HDAC
HMT remove grupos acetil das histonas e metila residuos de lisina especificos. O efeito
global da metilacgdo do DNA e da histona € induzir silenciamento a longo prazo da
transcrigdo (Burdge et al., 2007 — modificado)
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Uma vez que a regulacdo epigenética dos promotores dos genes é estabelecida
durante o desenvolvimento e mantida durante toda a vida do organismo conferindo
padrdes de expressdo transcripcional e silenciamento, tais processos constituem um
forte mecanismo molecular para a inducdo de alteracbes persistentes no fenotipo
(Burdge et al., 2009).

Estudos tém mostrado que as reagOes de metilacdo sdo ativadas pelo
metabolismo de um carbono e o grau de metilacdo do DNA depende do intercambio
entre 0s aminoacidos homocisteina e metionina na presenca de folato, das vitaminas
B12 e piridoxina presentes na composi¢do da dieta que os ratos recebem durante a
gestacdo. Mas também tém mostrado que outros fatores tais como inflamac&o, estresse
oxidativo e envelhecimento alteram o padrdo de metilacdo do DNA (Milagro et al,
2009). Mudancas no metabolismo da metionina aumentam a producdo de homocisteina,
levando a alteracbes na metilagio do DNA no feto e perturbacdes importantes na
organogénese e na vasculogénese embrionéaria (Pogribny et al, 1995). De fato, alguns
pesquisadores manipularam a disponibilidade de doadores de grupos metil na dieta
materna e demonstraram que isso pode afetar a metilacdo global do DNA na prole
(Cooney et al.,, 2002; Waterland et al., 2008). Lillycrop e colaboradores (2005)
mostraram que a nutricdo materna com restricdo de proteina reduz a metilagdo do
receptor do gene de glicocorticoide no figado das proles. A adi¢do de folato (9%) na
dieta materna destas maes previne a reducdo da metilacao.

Outro trabalho com modelo de restri¢cdo de proteina (8%) durante a gestacédo e
lactacdo (modelo de desnutricdo) no qual a prole exibe baixo peso ao nascimento e
elevacdo da pressdo sanguinea sistdlica e diastolica com apenas quatro semanas de vida
(Langley-Evans, 2000) demonstra que, neste modelo, a expressdo do gene do receptor
de angiotensina AT1b na glandula supra-renal é regulada na primeira semana de vida da
prole, resultando num aumento da expressdo da proteina do receptor e consequente
aumento da capacidade de resposta da angiotensina adrenal. Alem disso, o promotor do
gene AT1b na adrenal é significativamente desmetilado e em in vitro, a expressdo do
gene AT1b é altamente dependente da metilacdo do promotor. Demonstrando que o
promotor do gene AT1b é altamente suscetivel a regulacdo por metilacdo do DNA e é
de fato menos metilado em animais programados cujas mées foram expostas a restricdo

proteica durante a gestacdo. Estes dados sugerem uma ligacdo direta entre os fatores

Introducéo



15

ambientais que causam a hipertensdo materna e a modificacdo epigenética de um
promotor do gene (Bogdarina et al., 2007).

Ding e colaboradores (2010) demonstraram que a ingestdo de dieta
hipersddica durante a gestacdo afeta o desenvolvimento do coracdo e induz
alteragcdes no sistema renina-angiotensina na prole adulta. Além disso, a expresséo
dos receptores de angiotensina Il no coracdo dos fetos € seletivamente alterada pela
dieta hipersodica materna e essa alteracdo esta associada com a metilacdo do DNA e
persiste na prole adulta.

O modelo animal de programacdo fetal causada pela restricdo de sodio
materna do nosso laboratério causa alteracBes substanciais no fendtipo da prole.
Entretanto, o mecanismo molecular responsavel pela programacdo ainda precisa ser
elucidado. As alteracdes epigenéticas como, por exemplo, a metilacdo do DNA
implicadas na manutencgéo da estabilidade do genoma e na regulacdo da transcricao
pode ser um dos mecanismos responsaveis pelas alteracBes no fenotipo da prole.
Assim, no presente trabalho procuramos verificar se o padrdo de metilacdo dos
genes na prole é alterado e associado com a programacdo fetal e com as
consequéncias fenotipicas na vida da prole pela ingestdo de dieta hipossddica
materna. Em estudo anterior verificamos que prole de maes alimentadas com dieta
hipossodica desde antes da gestacdo até o final da lactacdo tem baixo peso ao
nascimento e resisténcia a insulina na idade adulta. Utilizamos um novo protocolo
experimental para verificar se 0 mesmo efeito ocorre em resposta ao consumo de
dieta hipossodica restrita ao periodo gestacional, e para identificar os periodos
durante a gestacdo, que sdo criticos para o desenvolvimento dessas vulnerabilidades.
Também como a influéncia da duracéo, a natureza e a intensidade dessas alteracdes

fenotipicas sobre as modificacOes epigenéticas que se seguem.
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Figura 3: Representacdo esquematica da influéncia dos eventos adversos ocorridos ainda in

utero sobre a progressdo de doengas metabdlica na prole
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2 OBJETIVO GERAL

No presente trabalho o objetivo foi verificar os efeitos que ocorrem nas proles
em resposta ao consumo de dieta hipossddica restrita ao periodo gestacional. Verificar
em qual fase da gestacédo, as consequéncias do consumo reduzido de sal se manifestam
na prole ao nascimento e na idade adulta, alem de investigar a contribui¢do da metilacao
génica em resposta ao consumo de dieta hipossddica materna como possivel mecanismo

epigenético responsavel por alteracdo fenotipica da prole.

2.1 Objetivos especificos

1. Determinar em qual periodo gestacional, a dieta hipossddica materna € responsavel
pelo baixo peso ao nascimento da prole.

2. Auvaliar os efeitos da ingestdo da dieta hipossddica materna na prole sobre:

e aresposta glicémica em teste de toleréncia a glicose e a insulina intraperitoneal
em prole adulta.

e as concentracOes séricas de glicose, insulina ao nascimento e na idade adulta e
peptideo-C, leptina e IGF-1 somente na idade adulta.

3. Avaliar os niveis de expressdo de mRNA dos genes Ins1, Ins2, Insr, Lep, Lepr, Igfl
e Igflr em tecidos alvos da insulina como figado, mdsculo gastrocnémio e tecido
adiposo retroperitoneal nas proles neonatal e adulta.

4. Avaliar o grau de metilacdo do DNA na regido promotora dos genes e tecidos

citados acima nas proles ao nascimento e na idade adulta.
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3 METODOS

Os experimentos realizados neste projeto foram avaliados e aprovados pela
Comisséo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo — CAPPesq (protocolo de
aprovacdo 0949/09).

3.1 Animais

Ratos machos e fémeas Wistar provenientes do Centro de Bioterismo da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo com oito semanas de idade, pesando
aproximadamente 200 — 250g, foram mantidos em gaiolas de plastico, em condicfes
controladas de temperatura (22°C), com ciclos claro-escuros fixos de 12 horas e receberam
racdo comercial Nuvilab CR-1 (Nuvital — Colombo, PR - Brasil) e 4gua ad libitum.

3.2 Protocolo experimental

Grupo materno

Ao completarem doze semanas de vida, as ratas foram acasaladas com ratos
machos Wistar adultos. O inicio da gestacdo foi determinado pela presenca de
espermatozoides no esfregaco vaginal avaliado diariamente (Figura 4). A dieta foi
trocada em diferentes tempos gestacionais para a dieta normossodica (NR — 1,3% NaCl
e 25% de proteina, Harlan Teklad, Madison, WI - EUA) ou para a dieta hipossodica
(HO - 0,15% NaCl e 25% de proteina, Harlan Teklad, Madison, WI - EUA) de acordo

com o protocolo experimental (Figura 5).
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videnciando a presenca de espermatozoides indicado pelas

Figura 4: Esfregaco vaginar
flechas (200x)
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O grupo materno foi dividido em quatro grupos de acordo com a descri¢do e a

figura 5.

Grupo NR: recebeu dieta NR durante todo periodo gestacional.

Grupo HO: recebeu dieta HO durante todo periodo gestacional.

Grupo HO10: recebeu dieta HO a partir do primeiro dia de gestacdo até o

décimo dia de gestagdo. Do décimo primeiro dia de gestacdo até o nascimento da prole

as maes receberam dieta NR.

Grupo HO20: recebeu dieta NR do primeiro dia de gestacdo até o décimo dia

de gestacdo no qual passou a receber dieta HO até o nascimento da prole.

Grupo Materno

Gestagdo

A

<
Dieta Nuvital

l

l Dieta Nuvital

1°dia gestagdo

11°dia gestagdo

22°dia gestagdo

-  Dieta Normossédica (NR - 1,3% NaCl) |

HG Niotn Liinacendira LN 0N 1
vieta mipossodilca (v - U, 1
vicid PO>:2 \

NR

Dieta Normossodica — NR — 1,3% NaCl e 25% de proteina
Dieta Hipossodica — HO — 0,15% NaCl e 25% de proteina

Dieta Nuvital — minimo de 0,7% NaCl e minimo 22% de proteina

Figura 5: Protocolo experimental do grupo materno
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A dieta de 0,15% NaCl foi escolhida como dieta hipossodica por apresentar o
minimo necessario para uma reproducdo com sucesso (0,08% NaCl). Quantidades
abaixo desse valor conduzem a altos niveis de mortalidade (Bird & Contreras, 1987).

As ratas foram pesadas semanalmente e o consumo alimentar e hidrico foi
avaliado durante todo periodo gestacional.

Apo6s o nascimento, independente do grupo materno, as ratas receberam a ragédo
comercial nacional (Nuvital — Colombo, PR - Brasil). No final da lactacdo as maes
foram separadas da prole e no dia seguinte foram eutanasiadas por decapitacdo através

do uso da guilhotina.

Grupo prole

Apds o nascimento da prole, o peso corpdreo e o comprimento naso-anal dos
neonatos foram avaliados. O tamanho da ninhada foi reduzido para cinco fémeas e cinco
machos, sempre que possivel. A sele¢do dos neonatos que foram mantidos com as maes
e dos que foram excluidos foi realizada de maneira que a média dos pesos entre 0s
animais que permaneceram e 0s que foram excluidos fosse semelhante. Os neonatos
excedentes foram eutanasiados por decapitacdo e o sangue destes foi coletado como
pool devido a quantidade muito pequena de cada neonato para posterior dosagem
bioquimica. O coracdo, figado, rim, suprarrenal e pancreas foram coletados e pesados
para posterior realizacdo da expressdo génica. Ao atingir a terceira semana de vida, as
proles foram desmamadas e receberam racdo comercial (Nuvital) independente da dieta
materna.

O peso corporeo da prole foi medido semanalmente desde o nascimento até
completarem doze ou vinte semanas de vida, quando entdo foram realizados os testes e
a eutanasia por decapitacdo. O consumo alimentar e hidrico foi medido semanalmente
por gaiola. Ao completarem doze e vinte semanas de idade foi medida a glicemia em
jejum de seis horas e coletado sangue para as analises bioguimicas. O sangue coletado
foi centrifugado a 4°C, 3000 rpm por 15 minutos e separado o soro. O soro foi
armazenado em microtubos em freezer -20°C. As amostras de soro foram utilizadas para
a determinacéo de insulina, leptina, IGF-1 e peptideo-C. Teste de tolerancia a glicose
(GTT) e o teste de tolerancia a insulina (ITT) foram realizados nos animais com doze e

vinte semanas de vida (Figura 6).
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Ap6s o GTT e ITT os animais com doze ou vinte semanas de vida foram
eutanasiados por guilhotina e o coracdo, rim, figado, as suprarrenais, 0 musculo
gastrocnémio, o tecido adiposo gonadal, retroperitoneal, mesenquimal, inguinal, foram
imediatamente retirados, separados, pesados e congelados em nitrogénio liquido em
recipiente livre de RNAse e armazenados em freezer -80°C para posterior realizacdo das
andlise de expressdo génica e metilagdo do DNA gendmico.

A obesidade foi avaliada através do indice de adiposidade utilizando a seguinte
equacdo: soma da massa dos tecidos adiposos brancos (g) / massa corporea (g) x 100.
Os tecidos adiposos brancos utilizados para calcular a soma foram o tecido adiposo

gonadal, inguinal, mesentérico e retroperitoneal.

Grupo Prole
$ Y

32 12¢ 20°

I‘ senlmna semana semana
[ I ]
O v GTT e GTT e
$ § ITT ITT
$ &
& <

Dieta comercial Nuvital

Avaliagdo semanal do peso corpéreo

Comprimento naso-anal
4 Coleta de sangue para dosagens bioquimicas

Figura 6: Protocolo experimental do grupo prole

3.3 Medida do peso corporeo e comprimento naso-anal
A medida do peso corporeo foi realizada por meio de balanga digital especifica

para pesagem de animais (modelo AS500, Marte Balanca - SP, Brasil). O comprimento

naso-anal foi realizado com régua de plastico com escala milimétrica e centimétrica.
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3.4 Determinacdes bioguimicas

3.4.1 Determinacdo da insulina, leptina, glicemia, peptideo-C e IGF-1

A glicemia foi determinada em amostras de sangue obtidas por punc¢édo da veia
caudal apds jejum de seis horas por meio de tiras reativas (Accu-Chek Active, Roche
Diagnostica - SP, Brasil) analisadas em glicosimetro (Accu-Chek Active, Roche
Diagnostica - SP, Brasil) com limite de deteccédo de 10 a 600 mg/dL.

As dosagens séricas de insulina, leptina e peptideo-C foram realizadas pelo
método de radioimunoensaio atraves de kits especificos para rato da marca Millipore
(Millipore Corporation, Billerica MA — EUA. Rat Insulin Cat.#RI-13K; Rat Leptin
Cat.#RL-83K, Rat C-Peptide Cat.#RCP-21K). A dosagem sérica de IGF-1 foi realizada
pelo método de imunoensaio que utiliza microesferas conjugadas a um anticorpo
especifico. Esse ensaio se fundamenta no método “sanduiche” convencional de dois-
sitios, onde as microesferas sdo primeiramente incubadas com os padrdes e amostras
seguido da adicao do anticorpo de deteccdo biotinilado. O resultado final é amplificado
através da incubacdo com o conjugado repdrter estreptavidina-ficoeritrina. A
estreptavidina-ficoeritrina se liga ao repdrter biotinilado e emite sinal fluorescente. A
fluorescéncia € lida no equipamento Luminex através de sistema duplo de lasers que
incide sob as microesferas, a medida que estas fluem através do fluxo celular. Um feixe
de laser detecta a microesfera e 0 outro laser quantifica o sinal de repdrter em cada
microesfera (Millipore Corporation, Billerica MA — EUA. Milliplex Rat/Mouse IGF-1
Cat.#RMIGF18K; Luminex xXMAP).

3.4.2 Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (GTT) e teste de tolerancia a

insulina intraperitoneal (ITT)

Testes de tolerancia a glicose e insulina foram realizados em animais com doze e
vinte semanas de idade. Os testes foram realizados com os animais acordados. No GTT
a comida foi retirada 12 horas antes do inicio do experimento e agua oferecida a
vontade. A amostra de sangue foi obtida através de uma pequena incisdo no final da
cauda e a concentracdo de glicose determinada com glicosimetro. A glicemia basal foi
avaliada antes do inicio do experimento e, em seguida, uma solucdo de glicose 20%

(Img/kg de peso corporeo) foi administrada intraperitonealmente. As glicemias foram
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determinadas nos tempos 5, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos em sangue coletado por
incisdo caudal.

Dois ou trés dias apds 0 GTT o teste de tolerancia a insulina (ITT) foi realizado.
Para tanto a comida foi retirada seis horas antes do inicio do experimento e agua foi
oferecida & vontade. A glicemia basal dos animais foi avaliada e entdo administrada
uma solucdo de insulina (1,5U/kg) intraperitonealmente e a glicose sanguinea avaliada
nos tempos 15, 30, 45, 60, 75 e 90 minutos também em sangue obtido por meio de
incisdo caudal. Logo ap6s o término do teste, uma solucdo de glicose 5% foi

administrada intraperitonealmente para evitar hipoglicemia.

3.5 Célculo do indice de HOMA (Homeostasis Model Assessment)

O modelo homeostatico de resisténcia insulinica (HOMA-IR) é uma avaliacéo
de sensibilidade a insulina pela medida da glicemia e insulina de jejum. O indice
HOMA-IR foi calculado para avaliar a sensibilidade a insulina nos ratos com doze e
vinte semanas de idade. Seu calculo foi feito pela multiplicacdo do valor da glicemia de
jejum (mmol/L) pelo valor da insulinemia de jejum (uU/L) o resultado deste produto foi
dividido pelo valor da constante 22,5 (Matthews et al., 1985).

3.6 Extracao, purificagdo e integridade do RNA total

O RNA total dos tecidos (figado, tecido adiposo branco retroperitoneal e
musculo gastrocnémio) foi isolado utilizando-se Trizol® (Invitrogen Brasil Ltda.,
S&o Paulo, Brasil). Neste método a extracdo € feita com tiocianato de guanidina/
fenol/ cloroférmio na relacdo de 1mL de Trizol® para cada 50mg de tecido
homogeneizado (Chomczynski et al 1987). Apds a homogeneiza¢cdo da amostra o
homogenato foi incubado por 5 minutos a temperatura ambiente para permitir a
completa dissociagdo dos complexos nucleoproteicos. Em seguida 200pL de
cloroformio foi adicionado seguido de centrifugacéo a 14.000 rpm por 15 minutos a
4°C e a fase aquosa foi separada. Apos esta etapa, adicionou-se 500uL de alcool

isopropilico e depois de nova centrifugagdo, o sobrenadante foi entdo lavado com
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etanol 75% gelado e o precipitado resultante foi eluido em 50uL de &gua tratada
com DEPC. A concentragdo do RNA foi determinada pelo espectrofotdmetro Nano
Drop 1000 (Thermo Scientific) em absorbancia a 260nm. Apos medicdo da densidade
optica (DO) [RNA = (DO x 40 x diluicdo) pg/mL] o grau de pureza do RNA foi
estimado pela relagdo absorbancia 260nm/ absorbancia 280nm (contaminagdo com
proteina) e absorbéncia 260nm/ absorbancia 230nm (contaminagdo com compostos
fendlicos), sendo consideradas amostras com pureza satisfatérias as que obtiveram
razbes 260/280 proximas de 2,0 e 260/230 entre 1,8 e 2,2. A integridade do RNA
extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de
etidio, produzindo um padrdo de bandeamento, sendo visiveis pela exposicéo a luz
ultravioleta duas bandas 28S e 18S de RNA ribossomal. As amostras de RNAS

extraidas foram armazenadas a -80°C.

3.6.1 Sintese do cDNA

A partir do RNA total extraido foram sintetizados os cDNA pelo método da
transcriptase reversa. Inicialmente, aliquotas de 1ug de RNA total foram incubadas por
5 minutos a 70°C com 1uL de Oligo dT (150ng/pL, Promega Corporation, Madison,
EUA) acrescido de agua Milli-Q para volume final de 5uL, para desnaturacdo das
cadeias e imediatamente resfriadas a 4°C por 5 minutos e mantidas no gelo. Em seguida,
foram adicionados 15uL de uma solugdo contendo 4pL de tampéo 5x concentrado da
enzima Improm-Il Reverse Transcriptase (Promega Corporation, Madison, EUA),
2,4uL de MgCl, (25mM, Life Technologies), 1uL de dNTP mix (10mM, Life
Technologies), 1pL da enzima Improm-11 Reverse Transcriptase (Promega Corporation,
Madison, EUA) e 6,6uL de agua Milli-Q, para um volume final de reacdo de 20uL. As
amostras foram incubadas a 25°C por 5 minutos e posteriormente, a 42°C por 1 hora,
para a sintese de cDNA. Em seguida, a enzima transcriptase reversa foi inativada por
meio da incubacdo das amostras a 70°C por 15 minutos. Nas duas etapas foi utilizado o
termociclador (DNA Engine, Massachusetts, EUA). As amostras foram armazenadas
em freezer -20°C, as quais posteriormente foram utilizadas para quantificar a expresséo

génica por meio do PCR quantitativo.
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3.6.2 Desenho e concentragao dos oligos (primers)

Com o auxilio do programa computacional Oligo Analyzer versdo 3.1
(http://www.idtdna.com) foram desenhados os oligos iniciadores (primers) sense

(forward) e anti-sense (reverse) que foram utilizados na amplificacdo dos genes
expressos nos experimentos de RT-PCR quantitativo (QRT-PCR). Todos os primers
foram analisados no programa BLAST (http//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para
certificar que eles ndo amplificariam produtos inespecificos. As sequéncias dos primers

utilizados estdo listadas na tabela 1.

3.6.3 Reacdo de RT-PCR quantitativo

Utilizou-se o corante SYBR Green (Qiagen, Hilden, Alemanha) para a reacédo de
RT-PCR quantitativo. Este corante devido a sua afinidade ao se intercalar na dupla fita
do DNA apresenta intensidade de emissdo de fluorescéncia significativamente
aumentada na ordem de mil vezes, permitindo assim a detec¢do do produto da PCR em
tempo real.

A PCR em tempo real foi utilizada para quantificacao relativa (PCR em tempo
real quantitativa, gRT-PCR). As reacdes qRT-PCR foram realizadas utilizando-se o kit
Rotor-Gene SYBR Green PCR (Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Todas as reacGes foram realizadas em duplicata, no
termociclador Rotor-Gene Q 2 plex HRM (Qiagen, Hilden, Alemanha).

Para a analise inicial dos dados gerados durante a amplificacdo foi utilizado o
programa Rotor-Gene Q Series Software versao 2.1.0.

O programa analisa e associa a intensidade de fluorescéncia e o nimero de ciclos
da reacdo e caracteriza sob a forma de grafico quando a reacdo se torna linear. O
numero do ciclo em que a intensidade de fluorescéncia é superior ao sinal de ruido
(background), corresponde ao Ct (cycle treshold). Desta forma, para a determinacéo do
Ct de cada reacdo foi determinado manualmente um ponto de corte (threshold) para
cada primer. Para tanto, o valor de Ct do gene de interesse foi comparado com o Ct de
do gene referéncia (ou enddgeno 18S ribosomal RNA) que possibilitou a normalizagdo
do resultado quando ocorre variabilidade na quantidade de mRNA ou mesmo de

condigdes experimentais.
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O modelo matematico utilizado para a determinacéo relativa da expressdo génica
é dado pela férmula: 2 " (Livak et al., 2001). Como calibrador foi utilizado como o
pool de cada tecido das proles de machos e fémeas do grupo NR. E os dados
apresentados com a variacdo na expressao dos genes normalizados a um gene enddgeno
de referéncia e em relagéo ao calibrador néo tratado.

O célculo foi realizado a partir dos valores de Ct, da seguinte forma:

ACt = Média do gene alvo (das duplicatas) — Média do gene enddgeno
(das duplicatas); AACt = ACt (amostra de interesse) — ACt (amostra de referéncia).

Foi calculada a diferenca entre os valores de Ct do gene em estudo e do controle
endogeno para cada amostra (ACt). Em seguida, foi calculada a média de ACt entre as
amostras controle do experimento (calibrador) e calculada a diferenca entre os valores
de ACt de cada amostra e o valor médio de ACt das amostras controle (AACt). O valor

relativo de cada amostra foi obtido pela expresséo 2 4",

Tabela 1: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para quantificacdo da
expressdo génica através de ensaios de RT-PCR quantitativo (F: forward, R: reverse;

Tm: temperatura de melting)

Tm  Tamanho

Nome oficial dos genes Sequéncia 5'- 3'
| ! (C)  (bp)
F: GGGAACGTGGTTTCTTCTACA
Insulinl 60 116
R: CAGTGCCAAGGTCTGAAGAT
) F: GTCAAACAGCACCTTTGTGG
Insulin2 60 87
R: GGACATGGGTGTGTAGAAGAAT
F: CTGGACAGAACCCACCTATTT
Insulin receptor 60 102
R: CTGAAGAGGAAGACGAAGATGAG
F: GAGCGCAGGCTAGGTTATTATG
Leptin 60 101
R: TTCTCTCTCCCTCTGACACATC
F: GGTTGGATGGACTAGGGTATTG
Leptin Receptor 60 94
R: CAGAATTCAGGCCCTCTCATAG
F: GCGTGGGTAGATTGCTGTTA
Insulin-like growth factor 1 60 91
R: GAGGCAGGGACTAGGAGATATAA
F: GCCGCTAGAGGTGAAATTCT
18S ribosomal RNA 60 129
R: TCGGAACTACGACGGTATCT
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3.7 Avaliacdo da metilacdo do DNA

Para avaliacdo do grau de metilacdo do DNA nas regifes promotoras dos genes,
primeiramente foi realizado a extracdo do DNA dos tecidos, seguido pelo tratamento de
bissulfito de sddio, a amplificacdo da regido de interesse com marcacdo por biotina na

regido 5’ e posteriormente realizado o pirosequenciamento.

3.7.1 Extragéo do DNA gendmico (gDNA)

A extracdo e purificagdo do DNA gendmico dos tecidos hepético, adiposo branco
retroperitoneal e musculo gastrocnémico utilizados neste trabalho foi realizada utilizando-se
colunas de silica e métodos disponibilizados pelo DNeasy Blood & Tissue Kit® (Qiagen,
Hilden, Alemanha). Para isolar o gDNA do tecido adiposo retroperitoneal (TAR) foi
utilizado 50mg e 25mg para os demais tecidos estudados conforme instrucgdes do fabricante.
O gDNA isolado foi quantificado pela densidade Optica de absorbancia a 260nm no
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). A presenca de contaminantes,
proteinas e fenol, foi avaliada no mesmo aparelho através da determinacdo das razbes de
absorbancia nos comprimentos de onda de 280nm e 230nm, respectivamente, sendo
consideradas amostras com pureza satisfatdrias as que obtiveram razdes 260/280 proximas
de 2,0 e 260/230 entre 1,8 € 2,2 [DNA = (DO x 50 x dilui¢ao) pg/mL].

3.7.2 Tratamento do DNA com bissulfito de sédio

O status da metilacdo de uma sequéncia do DNA pode ser determinado
utilizando-se o tratamento com bissulfito de sodio, sendo essa etapa critica para
determinar corretamente o grau de metilagcdo do DNA.

A incubacdo do DNA com o bissulfito de sédio elimina o grupo amina da
citosina ndo metilada (desaminagdo) convertendo-a em uracila (posteriormente
substituidas por timinas durante a sintese de uma nova fita de DNA). J& a citosina
metilada € mantida intacta (permanecendo citosina apds a reacdo de amplificagéo)
(Figura 7). Essa conversao ¢ alcangada pela incubacdo do DNA com altas concentra¢des
de sal de bissulfito, temperatura elevada e baixo pH. A reacdo foi realizada com a
utilizacdo do Epitec Bisulfite kit® (Qiagen, California, EUA) de acordo com as

instrugdes fornecidas pelo fabricante.
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DNA genémico S’ctaggtctggaggcggagtcgd’

Tratamento com bissultifo de Sodio (C— U)

DNA metilado Sutaggtutggaggcggagtcgd’

DNA nao metilado 5> ytaggtutggagguggagtug3’

Figura 7. Esquema da conversao da sequéncia do DNA pela acéo do bissulfito de sddio

3.7.3 Desenho dos oligos iniciadores (primers) para PCR e Pirosequenciamento

Com o auxilio do programa PyroMark Assay Design (Qiagen, Hilden,
Alemanha), foram desenhados os primers forward e reverse as CpGs presentes nas
regides promotoras de cada gene e uma sonda de sequenciamento (Tabela 2). Seguindo
trés  passos:  primeiramente, através do programa Ensembl  Genome

(http://useast.ensembl.org) o gene de interesse foi selecionado e a sequéncia genémica

original obtida foi copiada no PyroMark Assay. O programa ja converte a sequéncia
original em sequéncia pos-tratamento com bissulfito, identifica todas as ilhas CpGs e
apresenta possiveis controles de conversdo de bissulfito. O segundo passo foi selecionar
a regido de interesse com as ilhas CpGs e por ultimo escolher os primers pela melhor
pontuacdo que o programa apresenta. Um dos primers da PCR (forward ou reverse) é
biotinilado na extremidade 5°, de acordo com as especificagdes do programa.

O gene Igfir foi escolhido através do programa Gene Globe (Qiagen, California,
EUA), para ensaios de metilagdo de DNA (NUmero do catalogo 978746).

As sequéncias utilizadas dos primers utilizados neste estudo estdo listadas na
tabela 2.

3.7.4 PCR pos-tratamento com o bissulfito de sodio

Nas reacGes de PCR pos-tratamento com o bissulfito de sédio a citosina ndo

metilada primeiramente convertida em uracila é substituida por timina durante a sintese
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de uma nova fita de DNA. Ja a citosina metilada é mantida intacta, permanecendo
citosina apos a reacao de amplificacdo (Figura 8).

GGTCAGTGACG GGTCAGTGA'CG

Conversao Converséo
Bissulfito l Bissulfito i )
GGTUAGTGAUG GGTUAGTGACG Metilado
| Voeer ] N0 Metilado

GGTTAGTGATG GGTTAGTGACG

Figura 8: Exemplificagdo da conversdo da sequéncia do DNA pela acdo do bissulfito de

sodio em ilha CpG metilada e ndo metilada precedida pela reacdo de amplificacdo — PCR

Para padronizacgdo dos ensaios de PCR foram utilizados inicialmente os primers
sem a biotina dos genes Insl, Ins2, Insr, Lep, Lepr e Igfl. Depois de padronizados os
produtos da PCR confirmados pelo gel de eletroforese 1% realizaram-se entdo as
amplificacdes das regides de interesse agora com os primers biotinilados.

Foi realizado o touchdown PCR para amplificacdo dos produtos, com o objetivo
de aumentar a especificidade da reacdo de PCR. Este tipo de reacdo utiliza nos ciclos
iniciais da PCR temperaturas de anelamento e extensdo alguns graus acima da
temperatura de melting (Tm) dos primers. Embora o anelamento dos primers seja
menos eficiente nessas condi¢es, ele € mais especifico o que permite a acumulacédo de
produto especifico no inicio da reacdo, que sera utilizado como molde nos ciclos
subsequentes, realizadas em temperatura mais baixas (Tm dos primers).

A reacdo de PCR foi realizada com 1 unidade da enzima Taq DNA Polymerase
(Sigma Aldrich, St. Louis, EUA), 0,2 uM de dNTP, 5 pmol/uL de cada primer (forward
e reverse), 1 x Accu Taq LA buffer (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) e 5 uL do DNA
(template). O volume de 20 pL da reagédo foi transferido para o termociclador (DNA
Engine, Massachusetts, EUA) nas seguintes condic¢des: 3 minutos a 95°C, seguido de 5
ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 62°C (5°C maior que a Tm, portanto esse
valor teve variacdo dependendo do gene: Insl e Lepr 66° C; Ins2 64°C; Insr e Lep 63°C
e Igfl 62°C), 30 segundos a 72°C; 45 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 57°C
(dependendo da Tm: Insl e Lepr 61° C; Ins2 59°C; Insr e Lep 58°C e Igfl 57°C), 30
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segundos a 72°C, seguido de 5 minutos a 72°C. A temperatura de hibridizacdo varia de
acordo com o primer utilizado. Para cada gene, foi feito um gradiente de temperatura, a
fim de selecionar a temperatura ideal para a hibridizacdo do primer da fita de DNA.
Para verificacdo da correta amplificacdo dos produtos, 5uL do produto de cada
reacdo foi submetido a eletroforese em gel de 1% em TBE com 0,5ug/mL de brometo
de etidio. O ensaio da PCR do gene Igflr (NM_052807) foi realizado seguindo as

recomendacdes do fornecedor (Qiagen, Hilden, Alemanha).

3.7.5 Pirosequenciamento

O pirosequenciamento foi utilizado para analise do grau de metilacdo do DNA
que explora de maneira quantitativa o status de metilacdo resultado da proporcéo de
citosina para timina em cada CpG analisado. Além disso, as ilhas CpG sdo analisadas de
forma independente dentro de uma mesma corrida. Estas caracteristicas tém
estabelecido o método de pirosequenciamento como padrdo-ouro para a analise da
metilacdo do DNA.

O método se baseia na amplificacdo pela PCR da regido desejada com marcacgéo
por biotina na regido 5’. O produto da PCR é deshaturado e 0 segmento marcado com
biotina serve de molde para o pirosequenciamento, ap6s ser isolado, pela propriedade de
ligagdo biotina-estreptavidina, que hibridiza com o primer do sequenciamento. O
primer hibridado e o molde fita simples sdo incubados com as enzimas DNA
polimerase, ATP sulfurilase, luciferase e apirase, assim como 0s substratos adenosina 5-
fosfosulfato (APS) e luciferina. O primeiro deoxiribonucleotideo trifosfato (ANTP) é
adicionado na reagdo. A DNA polimerase catalisa a adicdo do dNTP ao primer do
sequenciamento, se ele for a base complementar da fita molde. Cada incorporacao é
acompanhado pela liberacdo de pirofosfato (PPi) na quantidade equimolar para a
guantidade de nucleotideo incorporado. A ATP sulfurilase converte o PPi para ATP na
presenca de APS. Este ATP direciona a conversdo mediada pela luciferase da luciferina
para oxiluciferina que gera luz visivel em quantidade proporcional a quantidade de
ATP. A luz produzida na reagdo catalisada pela luciferase é detectada por um sensor
visto como um pico nos dados brutos liberados (pirograma). A altura de cada pico (sinal
de luz) é proporcional ao nimero de nucleotideo incorporado. A apirase continuamente

degrada os nucleotideos ndo incorporados e ATP. Quando a degradacdo € completa,
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outro nucleotideo ¢é adicionado. A adicio de dNTPs ocorre sequencialmente. E
importante ressaltar que a deoxiadenosina alfa tio trifosfato (ANTPaS) ¢ usado como um
substituto do deoxiadenosina trifosfato (dATP), pois este ¢é eficientemente utilizado pela
DNA polimerase, mas ndo reconhecido pela luciferase. No processo continuo a fita
complementar do DNA é polimerizada e a sequéncia do nucleotideo € determinada pelo
sinal do pico no tragcado do pirograma. Fundamento do método do pirosequenciamento
segundo manual do equipamento Q24 da Qiagen (www.giagen.com) (Figura 9).

Foi utilizado o aparelho de pirosequenciamento (PyroMark Q24 — Qiagen,
Hilden, Alemanha) do laboratério do Professor Doutor Mario H. Hirata do Laboratoério
de Biologia Molecular do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia do Estado de Sé&o
Paulo e a analise de metilacéo foi realizada através do software PyroMark CpG SW 1.0.

Para realizacdo do pirosequenciamento o produto da PCR biotinilada (template)
deve ser imobilizado em esferas revestidas com estreptavidina. Primeiramente, €
realizado um master mix: 40uL de binding buffer (Qiagen), facilitando a ligacdo da
biotina com as esferas, 30uL de 4gua DEPEC, componente utilizado para completar o
volume final da reacdo, 2uL de esferas Streptavidin Sepharose (GE Healthcare Bio
Sciences, Uppsala, Suécia) que se ligam na biotina. Este master mix é distribuido nas
placas de PCR sendo adicionado 10uL do produto da PCR (biotinilada). A placa é
selada e agitada constantemente durante 10 minutos, pois as esferas sedimentam
rapidamente. O pirosequenciamento é realizado com o DNA de fita simples, portanto, é
realizada uma purificacdo através de um sistema de vacuo. Este sistema possui filtros
nas pontas do cabecote (probes) para adesdo das esferas ligadas na fita de DNA
marcada com biotina. Apds o acionamento do vacuo, as esferas contendo o template
imobilizado sdo capturadas e ficam ligadas no filtro e o restante do produto da PCR é
descartado. Logo em seguida em uma workstation, as probes sdo imersas em ordem nas
seguintes solucdes: etanol 70% (para precipitacio do DNA) por aproximadamente 5
segundos, solucdo de desnaturacdo do DNA (hidroxido de sodio, NaOH) por 5
segundos, em wash buffer, tampao que descarta a fita de DNA né&o biotinilada por 10
segundos (Figura 10). A partir desta etapa 0 DNA ja é fita simples e é hibridizado com
0,3uM do primer de sequenciamento (complementar ao primer biotinilado) aquecido a
80°C por 2 minutos. A placa é posicionada no PyroMark Q24 para realizagcdo do
pirosequenciamento, na presenca de enzimas, substrato e nucleotideos (PyroMark Q24
Gold Kit — Qiagen) que sao adicionados em um cartucho especifico do equipamento.
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Figura 9: Representacdo da reacdo enzimdtica do pirosequenciamento. O
pirosequenciamento é o sequenciamento do DNA no qual uma cascata de reacdes
enziméticas produz luz detectavel que é proporcional & incorporagdo de nucleotideos. A
cascata enzimética do pirosequenciamento é composta por quatro enzimas: DNA
polimerase, ATP sulfurilase, luciferase e apirase. O pirosequenciamento comeca com a
incorporagdo de um nucleotideo na fita de DNA, realizada pela DNA polimerase. Esta
incorporacao libera um pirofosfato inorgénico (PPi) que é convertido em ATP pela enzima
ATP sulfurilase fornecendo energia para a luciferase oxidar a luciferina presente na reagédo e
entdo gerar luz que é detectavel pelo equipamento. Esta luz é representada por picos e
analisada em tempo real. Fundamento de método do pirosequenciamento segundo manual
do equipamento Q24 da Qiagen (www.giagen.com)
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Figura 10: Preparacdo da amostra para a reacao de pirosequenciamento. (A) O produto da
PCR imobilizada contendo as esferas revestidas por estreptavidina; (B) As fitas do DNA
sdo separadas por desnaturacdo em solucao de hidroxido de sodio (NaOH); (C) Lavagem e
neutralizacdo da fita imobilizada; (D e E) Anelamento do primer de sequenciamento
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Tabela 2: Sequéncia dos oligos iniciadores (primers), sense (forward) e anti-sense (reverse) utilizados para PCR e pirosequenciamento. Um dos

primers da PCR (forward ou reverse) é biotinilado na extremidade 5’

SOPUIBIN

Nome Oficial Slrn.b.olo ID do Gene Primer 5'- 3' Posicéo 5'-3'
Oficial

Insulinl Insl 24505 Forward TAGGGGGAGTTTTGGATTGAAT 71-92
Reverse — biotina ACCCAACCCTACCCTACAAT 268-249
Sequéncia (2-5) AGTTATTAGTTTAAGGGA 119-136
Insulin2 Ins2 24506 Forward AGTTGTGGGAGGGGAGTA 544-561
Reverse — biotina ATCCCCCAACACCTCCTA 742-725
Sequéncia (36-39) GGAGGGGAGTAGGTT 551-565
Insulin receptor Insr 24954 Forward GTTAGGGGAAGTATTTTGGTGAGTT 641-665
Reverse - biotina CACAAACCTCCACTACAAACAACACTAT 762-735
Sequéncia (45-48) GGTGAGTTTTGGATTTT 658-674

Leptin Lep 25608 Forward GGATTTAGATTTTTAGTGGGAGAGGA 19-44
Reverse - biotina CTCCCTATAATCTACCCTTCTCT 208-186

Sequéncia (2-4) GATTTTAATAGATATAATAAGAGGT 69-93
Leptin receptor Lepr 24536 Forward TTTATGGGTTGGAGGTAGGATTGT 231-254
Reverse - biotina ACCCTACAAACACTCAACATTTC 365-343
Sequéncia (18-23) TGTGTTAGAGTGGGG 354-268
Insulin-like Igfl 24482 Forward - biotina AGTTTTGAGGAAAGTTAATTAGAGAATAGA 401-430
growth factor 1 Reverse CCTCACATTTATCTACAAAACAC 681-659
Sequéncia (11-14) ACAAAAAACAACTAAAAAAACATTC 647-623
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3.8 Analise Estatistica

Primeiramente, a normalidade dos dados foi analisada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov e/ou Shapiro-Wilk. Nas variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal
Gaussiana utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de
Dunns para comparacdo de trés ou mais grupos. Os resultados para as variaveis nao
paramétricas foram representadas pela mediana (25° percentil; 75° percentil). Para as
variaveis que apresentaram distribuigdo normal utilizou-se analise de variancia de um
fator (one-way ANOVA) para comparar as diferencas das médias dos resultados obtidos
de trés grupos ou mais grupos, seguida do pos-teste de Tukey ou Newman-Keuls.
Também foi utilizada a andlise de variancia de dois fatores (two-way ANOVA) seguida
do pos-teste de Bonferroni para avaliar peso da prole ao longo do tempo. O teste do
Chi-quadrado foi utilizado para comparar frequéncia dos ébitos de neonatos. A
inclinacdo da curva de glicemia durante o ITT foi calculado por regressdo linear. A area
sob a curva (AUC) foi calculada para o GTT. Para as andlises de correlacdo entre duas
variaveis foi utilizado o teste de Pearson. Os resultados de variaveis com distribuicdo
normal foram expressos como média + erro padrdo da média. O programa utilizado para
as analises estatisticas foi o Graph Pad Prism versao 5.01 (GraphPad Software, Inc,
Califérnia, EUA). Foi adotado como nivel de significancia estatistica o valor de erro
alpha de 0,05.
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4. RESULTADO

4.1 Grupo Materno

Todas as dietas utilizadas neste estudo permitiram reproducdo, crescimento e

tamanho normal da prole.

4.1.1. Consumo de racao e ingestdo hidrica materna

O consumo de dieta foi avaliado semanalmente (g.sem™.rato™). Na primeira (NR
143£10; HO 16948; HO10 162+11; HO20 154+7) e segunda semanas de gestacdo (NR
148+9; HO 165+6; HO10 175+7; HO20 163+5) ndo houve diferenca do consumo entre
0s grupos. Na terceira semana de gestacdo o consumo de dieta do grupo HO10 (165+8)
foi maior comparado ao grupo HO20 (132+6). (NR 146+5) e HO (146+11) (Figura 11).
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Figura 11: Consumo de ragdo materna durante a gestacdo. Consumo de ragédo avaliado do
primeiro dia de gestacdo até o nascimento da prole, representado semanalmente (A).
Consumo de ragdo na primeira semana de gestagdo (B) e consumo de ragdo na terceira
semana de gestacdo (C). Cujas maes receberam dieta normossodica (NR), hipossodica
(HO), hipossodica somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente
na ultima metade da gestacdo (HO20). Os valores sdo expressos como média + erro padréo
da média. Os valores entre parénteses indicam o nimero de animais analisados. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando: A) o teste two-way ANOVA sem medidas repetidas
seguidas do pos-teste de Bonferroni; B e C) teste de one-way ANOVA seguido de pos-teste
de Tukey. ®p<0,01 versus HO10
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A ingestdo hidrica materna foi avaliada semanalmente. Foi observado um
aumento do consumo de agua em todos 0s grupos da primeira para a segunda semana e
da segunda para a terceira semana nos grupos HO, HO10 e HO20 (p<0,05). O volume
de &gua ingerido durante as trés semanas analisadas foi semelhante entre os grupos
(Tabela 3).

Tabela 3: Consumo de agua materna durante a gestacao

Ingestdo hidrica

(mL. sem.rato ) NR HO HO10 HO20
12 semana 191410 (8)* 19148 (11)° 191+11 (10)® 198+9 (13)°
2% semana 256+13 (8) 234+11 (11)° 24849 (10)° 244+7 (15)°
3% semana 286+16 (8) 318+17 (11) 312422 (10) 289+7 (14)

Ingestdo hidrica avaliada do primeiro dia de gestacdo até o nascimento da prole, representada
semanalmente, cujas maes receberam dieta normossddica (NR), hipossodica (HO), hipossédica
somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossédica somente na Ultima metade da
gestacdo (HO20). Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores
entre parénteses indicam o nimero de animais analisados. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando o teste two-way ANOVA sem medidas repetidas seguidas do pds-teste de
Bonferroni.?p<0,05= 12 semana versus 22 semana; bp<0,05= 22 semana versus 3?2 semana.

4.1.2 Evolugdo ponderal materna

A evolucdo ponderal materna foi avaliada através do ganho de peso e da
velocidade de incremento através da area sob a curva. Assim, para analise do ganho de
peso materno durante a primeira semana de gestacdo foi calculada a area sob a curva da
evolucdo ponderal neste periodo. N&o houve diferenca entre 0s grupos experimentais
(NR 17£0,9; HO 19+0,9; HO10 17+1,5; HO20 18+1,2).

O ganho de peso materno na terceira semana de gestacdo foi menor nos grupos
HO (28+2,3) e HO20 (29+1,9) comparado aos grupos NR (46+2,1) e HO10 (47+3,5)
(Figura 12).
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Figura 12: Ganho de peso materno durante a gestacdo. (A) Ganho de peso durante a
primeira semana de gestacéo e (B) ganho de peso durante a terceira semana de gestacdo em
ratas alimentadas com dieta normossodica (NR), hipossddica (HO), hipossddica somente na
primeira metade da gestacdo (HOZ10) ou hipossddica somente na Ultima metade da gestacdo
(HO20). Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre
parénteses indicam o ndmero de animais analisados. A analise estatistica foi realizada
utilizando analise de variancia one-way (ANOVA) e pos-teste de Tukey. ®p<0,001 versus
NR e HO10

4.1.3 Tamanho da prole

O tamanho da prole foi semelhante entre os grupos estudados. Também néo

houve diferenca na propor¢éo de machos e fémeas entre os grupos (Tabela 4).

Tabela 4: Tamanho total da prole e nimero de machos e fémeas

NR HO HO10 HO20
Tamanho da prole
(n° total de neonatos) 14+0,6 (10) 14+0,4 (14) 15+0,7 (14) 14+0,8 (13)
N° de machos 60,5 (9) 8+0,5 (13) 70,9 (10) 6+0,8 (9)
N° de fémeas 70,5 (9) 6+0,5 (13) 7+0,8 (10) 6+1,0 (9)

Tamanho da prole (nimero total de neonatos) e numero de machos e fémeas em maes
alimentadas com dieta normossodica (NR), hipossddica (HO), hipossédica somente na primeira
metade da gestacdo (HO10) ou hipossddica somente na Gltima metade da gestacdo (HO20). Os
valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre parénteses indicam
0 nimero de maes analisadas. A analise estatistica foi realizada através da analise de variancia
one-way (ANOVA) seguido de pos-teste de Tukey.
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Para excluir a influéncia do tamanho da prole sobre o ganho de peso corpdreo da
mée realizamos o teste de correlagcdo. Nao houve correlagdo entre o tamanho da prole e
0 ganho de peso materno. Assim, € possivel notar que o menor ganho de peso materno

nos grupos HO e HO20 é independente do tamanho da prole (Figura 13).
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Figura 13: Correlacéo entre o ganho de peso materno durante a gestacdo e o tamanho da
prole (nimero total de neonatos). Nimero de animais analisados n=40. A analise estatistica
foi realizada através do teste de correlagdo de Pearson (r=0,12; p=0,46).

4.1.4 Massa dos tecidos adiposos brancos

A massa dos tecidos adiposos brancos: gonadal, inguinal, mesentérico e
retroperitoneal ndo apresentou diferenca entre os grupos maternos (Tabela 5).
4.15 Indice de adiposidade

Nenhuma diferenca foi observada entre os grupos maternos avaliados conforme
observado na tabela 5.
4.1.6 Massa cardiaca, renal, hepatica e suprarrenal

A massa cardiaca, renal e suprarrenal ndo foi diferente entre os grupos. A massa

hepética foi menor no grupo HO do que no grupo NR (Tabela 6).
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Tabela 5: Massa do tecido adiposo branco gonadal, inguinal, mesentérico, retroperitoneal e
indice de adiposidade [soma da massa dos tecidos adiposos brancos (g) x 100 x peso
corpéreo™] de ratas gestantes alimentadas com dieta normossddica (NR), hipossédica (HO),
hipossodica somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente na
Gltima metade da gestacdo (HO20)

Variaveis NR HO HO10 HO20
Gonadal (g/100g peso corpdreo) 2,60+0,41 (5) 2,52+0,25(8) 2,12+0,52 (8) 2,55+0,39 (10)
Inguinal (g/100g peso corporeo) 4,14+1,19 (5) 3,5+0,25(8) 3,15+0,29 (8) 3,1+0,38 (10)
Mesentérico (g/100g peso corpdreo) 1,02+0,11 (5) 1,07+0,16 (8) 1,19+0,22 (8) 1,04+0,13 (10)

Retroperitoneal (g/100g peso corpéreo) 0,88+0,17 (8) 1,12+0,17 (9) 0,99+0,15 (9) 1,01+0,19 (10)

indice de adiposidade 8,92+1,77 (5) 8,28+0,73 (8) 7,47+0,87 (8) 7,69+1,00 (10)

Os resultados obtidos estdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre
parénteses indicam o numero de animais. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste de
andlise de variancia one-way (ANOVA) seguido de pos-teste de Tukey.

Tabela 6: Massa cardiaca, renal, hepética e suprarrenal em ratas gestantes alimentadas com
dieta normossodica (NR), hipossédica (HO), hipossddica somente na primeira metade da

gestacdo (HO10) ou hipossddica somente na Ultima metade da gestagdo (HO20)

Variaveis NR HO HO10 HO20
Coracdo (g/100g peso corp6reo) 0,35+0,01 (8) 0,32+0,01 (9) 0,35+0,02 (10)  0,36+0,01 (10)
Rim (g/100g peso corp6reo) 0,35+0,01 (8) 0,32+0,01 (9) 0,34+0,01 (10)  0,35+0,01 (10)
Figado (g/100g peso corporeo) 4,4+0,17 (8) 3,7+0,13(9) 4,2+0,14 (10) 4,1+0,18 (10)

Suprarrenal (g/100g peso corporeo)  0,029+0,002 (10) 0,033+0,002 (8) 0,029+0,0016 (10) 0,032+0,001 (10)

Os resultados obtidos estdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre
parénteses indicam o numero de animais. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste de
analise de variancia one-way (ANOVA) seguido de pds-teste de Tukey. p<0,05 versus NR.
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4.2  Grupo Prole

4.2.1 Natimortalidade

O nudmero de animais natimortos do grupo HO20 foi maior comparado aos

grupos HO e HO10, mas n&o ao grupo NR (Tabela 7).

Tabela 7: Matriz de Chi-quadrado do nimero de natimortos

N° animais nascidos Obitos N&o-obitos
NR 157 7 (4,46%) 150 (95,54%)
207 5 (2,42%) 202 (97,58%)
HO10 193 5 (2,60%) 188 (97,40%)
190 16 (8,42%) 174 (91,58%) ®

Matriz de Chi-quadrado do ndmero de natimortos em mades alimentadas com dieta
normossédica (NR), hipossddica (HO), hipossodica somente na primeira metade da gestacao
(HO10) ou hipossédica somente na ultima metade da gestacdo (HO20). Os valores séo
expressos em numeros absolutos e porcentagem. A analise estatistica foi realizada através do
teste de Chi-quadrado *p<0,05 versus HO e HO10.

Eventos importantes no grupo HO20 foram observados, fatos estes néo
observados nos demais grupos. De dezessete maes deste grupo, trés canibalizaram suas
proles; uma prole apresentou diarreia constante durante as vinte semanas de vida; de
uma prole com dezoito animais, quatro eram natimortos e nove nasceram com a cauda

necrosada e um filhote de outra mae ndo abriu o olho.

4.2.2 Peso corporeo dos neonatos

O peso corpéreo dos neonatos machos e fémeas dos grupos HO e HO20 foi menor
comparado aos grupos NR e HO10. Nos neonatos machos ndo houve diferenca entre os
grupos HO e HO20. Nos neonatos fémeas, 0 peso corpéreo do grupo HO20 foi menor do

que o do grupo HO. Néo houve diferenca entre os grupos NR e HO10 (Tabela 8).
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4.2.3 Comprimento naso-anal dos neonatos

O comprimento naso-anal dos neonatos machos dos grupos HO e HO10 foi menor
do que no grupo NR. O comprimento naso-anal do grupo HO20 foi menor que o dos
grupos NR e HO10. As fémeas dos grupos HO e HO20 também foram menores
comparados aos grupos NR e HO10. O comprimento naso-anal do grupo HO20 foi menor

do que o do grupo HO. Né&o houve diferenca entre os grupos NR e HO10 (Tabela 8).

4.2.4 Massa cardiaca, renal, hepética e suprarrenal dos neonatos

A massa cardiaca, renal e hepatica ndo foi diferente entre os grupos de neonatos
machos e fémeas. A massa suprarrenal nos neonatos machos foi menor no grupo HO
comparado ao grupo NR. Nas fémeas a massa suprarrenal tanto do grupo HO e HO10

foi menor do que o NR (Tabela 9).

Tabela 8: Peso corp6reo e comprimento naso-anal de neonatos machos e fémeas em méaes
alimentadas com dieta normossodica (NR), hipossddica (HO), hipossodica somente na
primeira metade da gestagdo (HO10) ou hipossodica somente na ultima metade da gestacdo
(HO20)

NR HO HO10 HO20

Machos
Peso corpéreo (g) 6,6+0,05 (65) 5,4+0,07(88)* 6,6+0,07 (77)  5,3+0,08(60) *

Comprimento naso-anal (cm) 5,2+0,02 (48) 4,9+0,02(66) " 5,0+0,04(44)° 4,8+0,03(40) "¢

Fémeas
Peso corporeo (g) 6,1+0,06 (79) 5,3+0,09 (69)® 6,1+0,08 (78)  4,9+0,10(54) *¢

Comprimento naso-anal (cm) 5,1+0,03 (57) 4,8+0,03(64)% 5,0+0,04 (45) 4,5+0,04 (29) *°

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre parénteses
indicam o nimero de animais analisados. A anélise estatistica foi realizada através da andlise de
variancia one-way (ANOVA) seguido de pos-teste de Tukey. *p<0,001 versus NR e HO10;
®p<0,001 versus NR; °p<0,01 versus HO; “p<0,01 versus HO10.

Métodos



43

Tabela 9: Massa cardiaca, renal, hepatica e suprarrenal das proles neonatal de machos e

fémeas em maes alimentadas com dieta normossddica (NR), hipossddica (HO), hipossddica

somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente na Gltima metade

da gestacdo (HO20)

Variaveis - Neonatos

NR

HO

HO10 HO20

Machos

Coracao

(9/10g peso corporeo)
Rim

(9/10g peso corporeo)
Figado

(9/10g peso corporeo)
Suprarrenal

(9/10g peso corporeo)

0,070,002 (24)

0,100,002 (24)

0,44+0,041 (11)

0,0063+0,0004 (25) 0,0048+0,0003 (36) ®

0,070,002 (45)

0,110,002 (45)

0,470,011 (19)

0,070,002 (28) 0,070,003 (20)

0,10£0,002 (28) 0,110,003 (20)

Fémeas

Coracéo

(9/10g peso corporeo)
Rim

(9/10g peso corporeo)
Figado

(9/10g peso corporeo)

Suprarrenal

0,100,021 (26)

0,10£0,003 (26)

0,51+0,013 (17)

0,0740,001 (32)

0,10£0,003 (32)

0,49+0,011 (14)

0,470,005 (13) 0,51+0,012 (12)
0,0055+0,0004 (20)  0,0053+0,0004 (18)
0,070,002 (18) 0,070,003 (16)
0,100,002 (18) 0,100,003 (16)

0,48+0,013 (8) 0,490,034 (9)

9/10g peso corpdreo) O, +0, , 0, \ 0, : +0,
(g/10 breo) 0,0068+0,0003 (22) 0,0047+0,0002 (31)* 0,0054+0,0003 (18)* 0,0059+0,0007 (13)

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre parénteses
indicam o nimero de animais analisados. A anélise estatistica foi realizada através da analise de
variancia one-way (ANOVA) seguido de pds-teste de Tukey. ®p<0,05 versus NR.
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4.2.5 Evolugdo ponderal dos neonatos

Os machos do grupo HO a partir da primeira semana de vida conseguiram obter
um crescimento semelhante (catch-up growth) ao grupo NR até a terceira semana de
vida. O grupo HO20 na primeira semana de vida foi menor comparado aos demais
grupos, na segunda semana continuou menor comparado ao grupo HO e na terceira
semana tanto o grupo HO20 como o HO10 permaneceram menores do que o NR e HO.
Nas fémeas a evolugdo ponderal dos neonatos foi semelhante aos machos. O grupo
HO20 na primeira semana de vida foi menor comparado ao grupo NR. O grupo HO10
na terceira semana de vida foi menor comparado ao grupo NR e HO e o grupo HO20 foi

menor comparado aos demais grupos (Figura 14; Tabela 10).

A B

50
- NR(n=26)

HO (n=31)
- HO10 (n=27)
HO20 (n=30)

-~ NR (n=29)
HO (n=32)
-+ HO10 (n=32)

HO20 (n=26)

40

30

20
10 a

o

Semanas Semanas

Figura 14: Evolucdo ponderal dos neonatos machos e fémeas. (A) Evolucdo ponderal
dos neonatos machos do nascimento a terceira semana de vida (B) Evolucdo ponderal
dos neonatos fémeas do nascimento a terceira semana de vida de mées que foram
alimentadas com dieta normossodica (NR), hipossodica (HO), hipossddica somente na
primeira metade da gestagdo (HO10) ou hipossodica somente na uUltima metade da
gestacdo (HO20). Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os
valores entre parénteses indicam o numero de animais analisados. A analise estatistica
foi realizada utilizando analise de variancia two-way (ANOVA) seguido de pos-teste de
Bonferroni. p<0,01 HO20 versus NR, HO e HO10; °p<0,01 HO20 versus HO;
p<0,001 HO20 e HO10 versus NR e HO; dp<0,01 HO20 versus NR; °p<0,01 HO10
versus NR e HO.
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Tabela 10: Evolucdo ponderal dos neonatos machos e fémeas de mées alimentadas com
dieta normossodica (NR), hipossddica (HO), hipossddica somente na primeira metade da

gestacdo (HO10) ou hipossddica somente na Gltima metade da gestacdo (HO20).

Peso Corporeo

@ NR HO HO10 HO20

Machos

12 semana 16,5+0,6 (26)  15,9+0,3 (31) 15,6+0,3 (27) 12,7+0,6 (30)
2% semana 27,5£0,4 (26)  28,4+0,6 (31) 26,6+0,5 (27) 25,6+0,7 (30) °
3% semana 46,7+0,8 (26)  47,2+0,9 (31) 41,4409 (27) ¢ 41,8+1,1(30) ¢
Fémeas

12 semana 15,3+0,4 (29)  14,8+0,3 (32) 14,8+0,4 (32) 12,9+0,5 (26) °
2% semana 26,6+0,4 (29)  27,4+0,4 (32) 25,740,7 (32) 25,2+0,9 (26)
3% semana 45,38+0,6 (29) 45,3+0,8 (32) 39,8+1,0 (32) ¢  42,4+1,4 (26)

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre parénteses
indicam o nimero de animais analisados. A anélise estatistica foi realizada através da andlise de
variancia one-way (ANOVA) seguido de pds-teste de Tukey. ?p<0,05 versus NR, HO e HO10;
bp<0,05 versus HO; °p<0,05 versus NR e HO.

4.2.6 Consumo de racao e ingestao hidrica da prole

O consumo de racdo e ingestdo hidrica foi avaliado desde o desmame (a partir da
terceira semana de vida) até a vigésima semana de vida. O consumo foi divido em duas
fases. A primeira que se refere ao periodo da terceira a décima segunda semana de vida
(contabilizando um total de nove semanas de consumo) e a segunda fase referente a
décima terceira até a vigésima semana de vida (um total de oito semanas de consumo).

N&o houve diferenca do consumo de racdo nos machos e fémeas durante o
periodo avaliado (Tabela 11).

A ingestdo hidrica avaliada da terceira a décima segunda semana de vida foi
maior no grupo HO20 dos machos comparado aos grupos NR e HO10. O mesmo
resultado foi observado nas proles de fémeas, o grupo HO20 apresentou maior consumo
de a4gua comparado aos grupos NR, HO e HO10. Ndo houve diferenca na ingestdo
hidrica tanto de machos quanto de fémeas da décima terceira a vigésima semana de vida
(Tabela 12).
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Tabela 11: Consumo de racdo dos machos e fémeas da prole de mées alimentadas com
dieta normossodica (NR), hipossddica (HO), hipossddica somente na primeira metade da

gestacdo (HO10) ou hipossddica somente na tltima metade da gestacdo (HO20)

Racéo (9) NR HO HO10 HO20

Machos
32- 122 semana 1.497+18 (26)  1.516+20 (31) 1.545+43 (28) 1.503+21 (32)

132-20%semana  1.960+99 (9)  1.932+35(6)  1.985+100(6)  1.813+28 (7)

Fémeas
32- 122 semana 1.134+16 (28)  1.104+11(32) 1.105%7 (30) 1.174+29 (18)

13%-20%semana  1.221+20 (11)  1.330%58 (6) 1.340+64 (7) 1.332+86 (3)

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre parénteses
indicam o nimero de animais analisados. A anélise estatistica foi realizada através da analise de
variancia one-way (ANOVA) seguido de pds-teste de Tukey.

Tabela 12: Ingestdo hidrica da prole de machos e fémeas de mées alimentadas com dieta
normossddica (NR), hipossddica (HO), hipossddica somente na primeira metade da

gestacdo (HO10) ou hipossddica somente na Gltima metade da gestagdo (HO20)

Ingestéo

hidrica (mL) NR HO HO10 HO20

Machos
32-122semana 1.821+40 (26) 1.966+47 (31) 1.942+34 (28) 2.116454 (32)°

132-20°semana  2.552+113 (9) 2.842+117 (6) 2.791+224 (6) 2.747+153 (7)

Fémeas
3%-128semana 1.361+25 (28) 1.424+22 (31) 1.458+24 (30) 1.630+46 (18)b

132- 208 semana  1.846253 (11) 1.850+112 (6) 1.754+64 (7)  1.920+14 (3)

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre parénteses
indicam o nimero de animais analisados. A analise estatistica foi realizada através da analise de
variancia one-way (ANOVA) seguido de pos-teste de Tukey. ®p<0,05 versus NR, HO10;
®p<0,05 versus NR, HO, HO10.
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4.2.7 Evolucdo ponderal da prole

O peso corporeo avaliado na décima e na vigésima semana de vida ndo mostrou

diferenca estatistica entre os grupos tanto nas proles de machos quanto nas fémeas.

Tabela 13: Peso corpdreo das proles de machos e fémeas de mées alimentadas com dieta
normossddica (NR), hipossddica (HO), hipossédica somente na primeira metade da
gestacdo (HO10) ou hipossddica somente na tltima metade da gestacdo (HO20)

Peso Corporeo

) NR HO HO10 HO20
Machos
122 semana 39347 (25) 40617 (34) 38545 (31) 40245 (39)
20% semana 494+12 (9) 521+11 (12) 47549 (10) 500+13 (14)
Fémeas
122 semana 253+4 (28) 248+3 (40) 259+4 (37) 254+4 (26)
20? semana 317416 (11) 29845 (12) 308+10 (14) 296+9 (11)

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre parénteses
indicam o nimero de animais analisados. A anélise estatistica foi realizada através da analise de
variancia one-way (ANOVA) seguido de pos-teste de Tukey.

4.2.8 Massa dos tecidos adiposos brancos

A massa do tecido adiposo branco gonadal dos machos avaliado na décima
segunda semana de vida do grupo HO foi maior comparado aos grupos NR, HO10 e
HO20. A massa do tecido adiposo branco retroperitoneal do grupo HO também foi
maior que os grupos NR e HO10. Néo houve diferenca entre os grupos experimentais na
massa dos demais tecidos adiposos brancos analisados (Tabela 14).

A massa do tecido adiposo branco gonadal nas fémeas da prole com doze
semanas do grupo HO foi maior comparado ao grupo HO10 (Tabela 14).

A massa do tecido adiposo branco mesentérico com vinte semanas de vida tanto
dos machos quanto das fémeas do grupo HO20 foi maior comparado ao grupo NR e
HO10 e NR e HO, respectivamente. Nao houve diferengca na massa dos demais tecidos

analisados com vinte semanas de vida (Tabela 15).
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4.2.9 Indice de adiposidade

A avaliagdo da obesidade realizada através do indice de adiposidade na décima
segunda semana de vida nos machos mostrou que o indice de adiposidade do grupo HO
€ maior comparado aos demais grupos (Tabela 14). Essa obesidade ndo foi evidenciada
nos grupos com vinte semanas de vida (Tabela 15).

N&o houve diferenca no indice de adiposidade na prole de fémeas (Tabelas 14 e 15).

4.2.10 Massa cardiaca, renal, hepatica e suprarrenal nos machos e fémeas das

proles

Nas anélises realizadas nos machos com doze semanas a massa cardiaca do
grupo HO foi menor comparada aos grupos HO10 e HOZ20, j4 a massa cardiaca do
grupo HO10 foi maior comparada ao grupo NR. A massa renal do grupo HO foi menor
que do grupo HO10. Nenhuma diferenca foi encontrada na massa hepética. A massa da
suprarrenal do grupo HO foi menor comparada aos grupos NR e HO20 (Tabela 16).

Nos machos com vinte semanas de vida ndo houve diferenca entre os grupos
experimentais nas massas dos 6rgdos analisados (Tabelas 17).

As fémeas com doze semanas apresentaram massas cardiacas e renais
semelhantes entre os grupos. Também ndo houve diferenca na massa das suprarrenais
entre 0s grupos. A massa hepatica do grupo HO foi menor comparada ao grupo HO10
(Tabela 16).

N&o foi detectada nenhuma diferenca das massas analisadas nas fémeas com

vinte semanas de vida (Tabela 17).
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Tabela 14: Massa do tecido adiposo branco gonadal, inguinal, mesentérico, retroperitoneal
e indice de adiposidade [soma da massa dos tecidos adiposos brancos (g) x 100 x peso
corpéreo™] dos machos e fémeas das proles com 12 semanas de vida cujas maes foram
alimentadas com dieta normossddica (NR), hipossodica (HO), hipossodica somente na
primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente na Ultima metade da gestacéo
(HO20)

Tecido adiposo
branco — NR HO HO10 HO20
12 semanas de vida

Machos

Gonadal
(9/100g peso corpéreo) 1,13+0,06 (6)  1,64+0,11(7)®  1,08+0,08 (7)  1,06+0,08 (9)

Inguinal
(9/100g peso corporeo)  1,40+0,18 (6) 1,94+0,15 (7) 1,45+0,10 (7)  1,42+0,17 (9)

Mesentérico
(9/100g peso corpéreo) 0,79+0,12 (6) 0,86+0,05 (7) 0,71+0,10 (7)  0,74+0,06 (9)

Retroperitoneal
(9/100g peso corpdreo) 0,86+0,06 (13) 1,37+0,11 (23)® 0,96+0,08 (18) 1,12+0,11 (21)

indice de adiposidade ~ 4,04+0,36 (6)  6,01+0,48 (7)®  4,15%0,34 (7)  4,10+0,47 (9)

Fémeas

Gonadal
(9/100g peso corpéreo)  2,09+0,14 (6)  2,52+0,28 (7) ¢  1,72+0,12 (9)  2,40+0,34 (4)

Inguinal
(9/100g peso corpéreo)  1,16+0,12 (6) 1,42+0,19 (7) 1,21+0,07 (9)  1,18+0,12 (4)

Mesentérico
(9/100g peso corporeo)  0,81+0,15 (6) 0,90+0,10 (7) 0,92+0,07 (9)  0,83%0,082 (4)

Retroperitoneal
(9/100g peso corpoéreo) 0,70+0,06 (16) 0,82+0,08 (24)  0,93+0,07 (18) 0,95+0,10 (12)

indice de adiposidade 5,1+0,46 (6) 5,9+0,75 (7) 4,6£0,28 (9) 5,3+0,67 (4)

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre parénteses
indicam o nimero de animais analisados. A analise estatistica foi realizada através da andlise de
varidncia one-way (ANOVA) seguido de pés-teste de Tukey. °p<0,05 versus NR, HO10 e
HO20; °p<0,05 versus NR, HO10; °p<0,05 versus HO10.
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Tabela 15: Massa do tecido adiposo branco gonadal, inguinal, mesentérico, retroperitoneal
e indice de adiposidade [soma da massa dos tecidos adiposos brancos (g) x 100 x peso
corpéreo™] nos machos e fémeas das proles com 20 semanas de vida cujas maes foram
alimentadas com dieta normossddica (NR), hipossodica (HO), hipossodica somente na

primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente na ultima metade da gestacdo

(HO20)

Tecido adiposo

branco — NR HO HO10 HO20
20 semanas de vida
Machos
Gonadal
(9/100g peso corpéreo) 1,27+0,12 (8)  1,42+0,11 (10) 1,28+0,06 (9) 1,53+0,15 (13)
Inguinal
(9/100g peso corpdreo) 1,49+0,20 (8)  1,83+0,20 (10) 1,31+0,16 (9) 1,39+0,10 (14)
Mesentérico
(9/100g peso corpéreo) 0,67+0,05(8)  0,88+0,05 (10) 0,76+0,06 (9) 1,11+0,12 (14)°
Retroperitoneal
(9/100g peso corpéreo) 0,98+0,17 (8)  1,42+0,26 (10) 0,78+0,06 (9) 1,14+0,11 (14)
indice de adiposidade ~ 4,32+0,49 (8)  5,52+0,59 (10) 4,14+0,21 (9)  5,29+0,32 (14)
Fémeas
Gonadal
(9/100g peso corpoéreo) 3,15+0,31 (10) 2,79+0,34 (12) 1,94+0,12 (12) 2,20+0,17 (10)
Inguinal
(9/100g peso corpoéreo) 1,84+0,18 (10) 1,52+0,12 (12) 1,35+0,07 (12) 1,47+0,11 (10)
Mesentérico
(9/100g peso corpéreo) 1,14+0,07 (10) 1,05+0,05 (12) 1,65+0,26 (12) 2,15+0,28(10)°
Retroperitoneal
(9/100g peso corpéreo) 1,19+0,15 (10) 1,03+0,11 (12) 1,05+0,07 (12) 1,12+0,12 (10)
indice de adiposidade ~ 7,23+0,68 (10)  6,49+0,63 (12) 5,87+0,34 (12) 7,36+0,49 (10)

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da media. Os valores entre parénteses
indicam o nimero de animais analisados. A anélise estatistica foi realizada através da andlise de
variancia one-way (ANOVA) seguido de pés-teste de Tukey. “p<0,05 versus NR e HO10;
®p<0,05 versus NR e HO.
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Tabela 16: Massa cardiaca, renal, hepatica e suprarrenal nos machos e fémeas das proles

com 12 semanas de vida em maes alimentadas com dieta normossddica (NR), hipossddica

(HO), hipossddica somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente

na Gltima metade da gestacdo (HO20)

Variaveis —

12 semanas de vida NR

HO10 HO20

Machos
Coragéo

(9/100g peso corpéreo) 0,31+0,004 (14)

Rim

(9/100g peso corpéreo) 0,33+0,003 (14)

Figado

(9/100g peso corpéreo)  3,8+0,10 (14)

Suprarrenal

0,30+0,003 (21) ®

0,330,005 (23) °©

3,740,11 (21)

0,33+0,005(19) >  0,32+0,004 (22)

0,350,006 (19) 0,330,005 (22)

3,840,13 (19) 3,90,08 (22)

(g/100g peso corpéreo) 0,017+0,0007 (14) 0,015+0,0003 (22) ¢ 0,01620,0005 (18) 0,017+0,0006 (22)

Fémeas

Coracéo

(9/100g peso corpdreo) 0,34+0,005 (16)

Rim

(9/100g peso corpéreo) 0,32+0,005 (16)

Figado

(9/100g peso corpéreo)  3,6+0,11 (16)

Suprarrenal

(9/100g peso corpdreo) 0,028+0,002 (15)

0,340,008 (25)

0,320,003 (25)

3,40,07 (25) ©

0,029+0,001 (25)

0,34+0,006 (19) 0,350,008 (12)

0,32+0,006 (19) 0,330,009 (12)

3,840,13 (19) 3,70,17 (12)

0,030+0,001 (19)  0,031%0,001 (12)

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre parénteses
indicam o nimero de animais analisados. A analise estatistica foi realizada através da analise de
variancia one-way (ANOVA) seguido de pds-teste de Tukey. “p<0,05 versus HO10 e HOZ20;
®p<0,05 versus NR; “p<0,05 versus HO10; “p<0,05 versus NR e HO20.
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Tabela 17: Massa cardiaca, renal, hepatica e suprarrenal nos machos e fémeas nas proles
com 20 semanas de vida em maes alimentadas com dieta normossddica (NR), hipossddica
(HO), hipossddica somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente
na Gltima metade da gestacdo (HO20)

Variaveis —

20 semanas de vida NR HO HO10 HO20

Machos

Coracao

(9/100g peso corpéreo)  0,31+0,007 (9) 0,31+0,007 (12) 0,32+0,007 (9) 0,31+0,007 (14)
Rim

(9/100g peso corpéreo)  0,32+0,006 (9) 0,34+0,009 (12) 0,35+0,009 (9) 0,33+0,007 (14)
Figado

(9/100g peso corpéreo)  3,30+0,10 (9) 3,5740,14 (12) 3,68+0,15 (9) 3,61+0,11 (14)
Suprarrenal

(9/100g peso corpdreo) 0,013+0,0004 (9) 0,014+0,0009 (10) 0,014+0,0008 (9) 0,015+0,0005 (14)

Fémeas

Coracéo

(9/100g peso corpéreo) 0,32+ 0,007 (11)  0,34+0,009 (14)  0,36%0,017 (14)  0,34+0,004 (11)
Rim

(9/100g peso corpéreo) 0,30+0,005 (11)  0,33+0,011 (14) 0,320,007 (14)  0,32+0,004 (11)
Figado

(9/100g peso corpéreo) 3,13+0,116 (10) 3,24+0,14 (13) 3,09+0,08 (14) 3,29+0,10 (11)
Suprarrenal

(9/100g peso corpéreo) 0,026+0,0010 (10) 0,047+0,0196 (14) 0,027+0,0017 (14) 0,030+0,001 (11)

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre parénteses
indicam o nimero de animais analisados. A analise estatistica foi realizada através da andlise de
variancia one-way (ANOVA) seguido de p6s-teste de Tukey.

4.2.11 Glicemia

A glicemia medida nos neonatos machos no grupo HO20 foi maior que o grupo
HO e HO10. A glicemia nos machos com doze semanas do grupo HO foi maior
comparado aos demais grupos analisados. Com vinte semanas de vida a glicemia dos
machos do grupo HO10 foi maior comparada aos grupos NR e HO20.

As glicemias avaliadas nas fémeas tanto neonatais, como com doze e vinte

semanas ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos (Tabela 18).
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4.2.12 Insulinemia

N&o houve diferenca na concentragdo de insulina medida na prole de machos
neonatais e com doze semanas. Nos animais com vinte semanas o grupo HO10
apresentou uma insulinemia maior comparada ao grupo NR.

A insulinemia na prole de fémeas neonatais e com 20 semanas de vida ndo foi
diferente entre os grupos. Nas fémeas com doze semanas de vida a insulinemia do grupo

HO10 foi maior comparado ao grupo HO (Tabela 19).

4.2.13 Peptideo-C sérico

O peptideo-C nos machos neonatais e com vinte semanas de vida ndo foi
diferente entre os grupos. A concentracdo de peptideo-C sérico foi maior em machos
com doze semanas de vida do grupo HO comparado aos demais grupos.

Similarmente aos machos, as fémeas neonatais e com vinte semanas de vida
também ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos. Nas fémeas com doze
semanas do grupo HO a concentracao de peptideo-C foi maior do que nos grupos NR e
HO20 (Tabela 20).

4.2.14 Leptina sérica

A concentracdo de leptina foi menor nos neonatos machos dos grupos HO,
HO10 e HO20 comparada com o grupo NR. Nos machos com doze semanas a
leptinemia do grupo HO20 foi maior do que nos grupos NR e HO10. Ndo houve
diferenca entre grupos nos machos com vinte semanas entre 0s grupos.

Né&o houve diferenga na concentracdo sérica nas fémeas neonatais, com doze e

com vinte semanas de vida entre os grupos (Tabela 21).

4.2.15 1GF-1 sérico

Né&o houve diferenga na concentracgdo sérica de IGF-1 em machos neonatos entre
0s grupos. Nos machos com doze semanas a concentracdo de IGF-1 foi maior no grupo
HO comparado com os grupos NR e HO20. Nos animais com 20 semanas de vida

também ndo houve diferenca entre os grupos.
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Tanto nas fémeas neonatais quanto nos animais com doze semanas ndo houve

diferenca entre os grupos. A concentracdo sérica de IGF-1 dos grupos HO e HO10 das

fémeas com vinte semanas de vida foi maior comparado ao grupo HO20 (Tabela 22).

Tabela 18: Glicemia dos machos e fémeas das proles neonatais, com 12 e 20 semanas de

vida cujas mées foram alimentadas com dieta normossédica (NR), hipossddica (HO),

hipossodica somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente na

Gltima metade da gestacdo (HO20)

((;r'r:;‘jg‘l_")"‘ NR HO HO10 HO20
Machos

Neonatos 97+4 (42) 8815 (53) 8743 (51) 11648 (32)*

122 semana 103+1 (20) 110+3 (28) ° 100+2 (23) 97+2 (32)

207 semana 120+2 (8) 133+4(10) 137+3(9) © 121+4 (14)
Fémeas

Neonatos 95+2 (42) 97+3 (36) 89+3 (38) 9745 (23)

122 semana 12242 (22) 123+2 (28) 125+2 (26) 119+2 (16)

207 semana 123+3 (11) 126+4 (14) 123+2 (14) 114+3 (11)

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre parénteses
indicam o nimero de animais analisados. A anélise estatistica foi realizada através da andlise de
variancia one-way (ANOVA) seguido de pods-teste de Tukey. *p<0,05 versus HO e HO10;
®p<0,05 versus NR, HO10 e HO20; ©p<0,05 versus NR e HO20.
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Tabela 19: Insulina sérica dos machos e fémeas das proles neonatais e com 12 e 20
semanas de vida cujas maes foram alimentadas com dieta normossodica (NR), hipossddica
(HO), hipossddica somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente
na Gltima metade da gestacdo (HO20)

Insulinemia NR HO HO10 HO20
(PM)
Machos
Neonatos 179+73 (4) 88+5 (4) 116+29 (5) 95+12 (3)
122 semana 407+39 (9) 434+17 (10) 443451 (9) 411+39 (10)
20? semana 231+30 (8) 245151 (6) 395443 (6) 259+40 (7)
Fémeas
Neonatos 407+190 (6) 132+38 (3) 71+14 (6) 71+7 (3)
122 semana 259+37 (8) 154+15 (9) 347+58 (8) 214429 (9)
20% semana 14010 (8) 131420 (6) 148+20 (6) 161+23 (4)

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre parénteses indicam o
namero de animais analisados. A analise estatistica foi realizada através da analise de variancia one-
way (ANOVA) seguido de pés-teste de Tukey. *p<0,05 versus NR; °p<0,05 versus HO.

Tabela 20: Peptideo-C sérico dos machos e fémeas das proles neonatais e com 12 e 20
semanas de vida cujas maes foram alimentadas com dieta normossodica (NR), hipossddica
(HO), hipossddica somente na primeira metade da gestagdo (HO10) ou hipossodica somente
na ultima metade da gestacdo (HO20)

Peptideo-C NR HO HO10 HO20
(pM)
Machos
Neonatos 98590 (4) 7694262 (3) 798+151 (5) 618+239 (3)
122 semana 408+31(4)  1117+153(5)°  528+112 (4) 284+116 (8)
20% semana 807+157 (9) 952368 (5) 801+166 (6) 991+159 (7)
Fémeas
Neonatos 13724119 (3)  1025+158 (3)  989+233 (4) 736+185 (3)
122 semana 233464 (4) 509+27 (5) ° 37845 (6) 157454 (8)
20% semana 557+71 (11) 375+77 (6) 347457 (7) 475455 (4)

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre parénteses
indicam o nimero de animais analisados. A anélise estatistica foi realizada através da andlise de
varidncia one-way (ANOVA) seguido de pés-teste de Tukey. *p<0,05 versus NR, HO10 e
HO20; ® p<0,05 versus NR e HO20.
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Tabela 21: Leptina sérica dos machos e fémeas das proles neonatais e com 12 e 20 semanas
de vida cujas mées foram alimentadas com dieta normossddica (NR), hipossddica (HO),
hipossodica somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossddica somente na

Gltima metade da gestacdo (HO20)

Leptina (ng/mL) NR HO HO10 HO20
Machos
Neonatos 4,0£0,3 (2) 1,140,2(2) ¢ 1,6+0,5(3) ? 0,3+0,1(2)*
122 semana 3,2+0,3 (10) 5,0+1,2 (10) 2,8+0,2 (10) 5,7+1,0 (10) °
20% semana 6,0+1,0 (9) 5,00,9 (6) 5,7+0,7 (6) 4,620,6 (7)
Fémeas
Neonatos 2,0+0,7 (4) 0,9+0,1 (2) 0,6+0,1 (3)  0,02+0,0004 (2)
122 semana 3,80,5 (10) 2,620,5 (10) 3,4+0,7 (5) 2,620,5 (10)
20% semana 5,8+0,8 (11) 5,6+1,2 (6) 4,0%0,50 (7) 4,0+1,1 (3)

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre parénteses
indicam o nimero de animais analisados. A anélise estatistica foi realizada através da analise de
variancia one-way (ANOVA) seguido de p6s-teste de Tukey. p<0,05 versus NR; °p<0,05 versus
NR e HO10.

Tabela 22: IGF-1 sérico dos machos e fémeas das proles neonatais e com 12 e 20 semanas
de vida cujas mées foram alimentadas com dieta normossddica (NR), hipossddica (HO),
hipossddica somente na primeira metade da gestagdo (HO10) ou hipossodica somente na

altima metade da gestacdo (HO20)

IGF-1 (ng/mL) NR HO HO10 HO20
Machos
Neonatos 6,14+2,04 (4) 4,29+0,74 (6) 4,48+0,62 (6) 3,35+1,44 (4)
122 semana 1.235+130 (5)  2.353+£377(5)*  1.530%193 (5) 1.253+149 (5)
20% semana 1.267+145 (7) 1.640+178 (6) 1.530+213 (8) 1.230£146 (9)
Fémeas
Neonatos 5,37+1,13 (6) 3,38+0,60 (5) 6,04+1,02 (6) 1,91+0,98 (6)
122 semana 784187 (5) 972+125 (5) 885105 (5) 1.009£105 (5)
20% semana 710167 (8) 869+104 (8) ° 899461 (8) " 525165 (8)

Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da media. Os valores entre parénteses
indicam o nimero de animais analisados. A analise estatistica foi realizada através da analise de
varidncia one-way (ANOVA) seguido de pds-teste de Tukey. *p<0,05 versus NR e HOZ20;
®p<0,05 versus HO20.
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4216 GTT

Os valores de glicemia foram mais altos no grupo HO em comparagdo aos
grupos HO10 e HO20 no tempo 5 minutos e maior que o grupo NR no tempo 15
minutos nos machos da prole com 12 semanas. A area sob a curva do grupo HO foi
maior comparada aos grupos NR e HO20 (Figura 15).

Nos machos com vinte semanas o grupo HO apresentou valores de glicemia
estatisticamente superiores aos grupos NR e HO10 no tempo 5 minutos, e superior ao
grupo HO20 nos tempos de 30 e 60 minutos. No grupo HO10 a glicemia foi maior que
0 grupo HO20 nos tempos 30 e 60 minutos. Na analise da area sob a curva o grupo HO

apresentou area maior que o grupo NR (Figura 15).
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Figura 15: Teste de tolerancia a glicose (GTT) nos machos das proles com 12 e 20 semanas
de vida, cujas maes receberam dieta normossodica (NR), hipossodica (HO), hipossddica
somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossddica somente na Gltima metade da
gestacdo (HO20). (A) GTT nos machos com 12 semanas de idade. p<0,05 HO versus HO10
e HO20 (5 minutos); ® p<0,05 HO versus NR (15 minutos). (B) Area sob a curva dos machos
com 12 semanas de idade “p<0.05 HO versus NR e HO20; (C) GTT dos machos com 20
semanas de idade. p<0,05 HO versus NR e HO10 (5 minutos); °p<0,01 HO e HO10 versus
HO20 (30 e 60 minutos); (D) Area sob a curva dos machos com 20 semanas de idade; °p<0,01
HO versus NR. Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores
entre parénteses indicam o nimero de animais analisados. A analise estatistica foi realizada
através da analise de variancia two-way seguido de pos-teste de Bonferroni (A, C) e anélise de
variancia one-way (ANOVA) seguida de pos-teste de Tukey (B, D)
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Nas fémeas das proles com 12 semanas o grupo HO apresentou valores de
glicemia superiores ao grupo NR nos tempos 15 e 30 minutos. Entretanto, ndo houve
diferenca estatistica quando foi analisada a area sob a curva (Figura 16).

No GTT analisado nas fémeas com vinte semanas ndo houve diferenca entre os

grupos (Figura 16).
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Figural6: Teste de tolerancia a glicose (GTT) nas fémeas das proles com 12 e 20
semanas de vida, cujas médes receberam dieta normossédica (NR), hipossddica (HO),
hipossddica somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossédica somente
na Ultima metade da gestagdo (HO20). (A) GTT das fémeas com 12 semanas de idade.
p<0,05 HO versus NR (15 e 30 minutos). (B) Area sob a curva das fémeas com 12
semanas de idade; (C) GTT das fémeas com 20 semanas de idade. (D) Area sob a curva
das fémeas com 20 semanas de idade. Os valores sdao expressos como média * erro
padrdo da média. Os valores entre parénteses indicam o nimero de animais analisados.
A andlise estatistica foi realizada através da analise de variancia two-way seguido de
pos-teste de Bonferroni (A, C) e andlise de varidncia one-way (ANOVA) seguida de
pos-teste de Tukey (B, D)
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4217 ITT

No ITT realizado nos machos com dozes semanas de idade a taxa de decaimento
da glicose (inclinagéo da reta) n&o diferiu entre os grupos.

Em machos com 20 semanas verificou-se que a glicemia foi maior no tempo 15
minutos nos grupos HO e HO10 em comparacdo ao grupo HO20, porém, a inclinacdo

da reta ndo diferiu entre os grupos (Figura 17).
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Figura 17: Teste de tolerancia a insulina (ITT) nos machos das proles com 12 e 20
semanas de vida, cujas méaes receberam dieta normossédica (NR), hipossddica (HO),
hipossddica somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente
na Ultima metade da gestacdo (HO20). (A) ITT dos machos com 12 semanas de idade.
(B) Inclinagéo da reta (decaimento da taxa de glicose) dos machos com 12 semanas de
idade. (C) ITT dos machos com 20 semanas de idade. ®p<0,05 HO e HO10 versus
HO20 (15 minutos). (D) Inclinagdo da reta dos machos das proles com 20 semanas de
idade. Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média. Os valores entre
parénteses indicam o nimero de animais analisados. A analise estatistica foi realizada
através da andlise de variancia two-way seguido de pos-teste de Bonferroni (A, C) e
analise de variancia one-way (ANOVA) seguida de pos-teste de Tukey (B, D)
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N&o houve diferenca no ITT realizado nas fémeas com doze semanas. Embora
ndo tenha havido diferenga significante entre os valores de glicemia nas proles de
fémeas com vinte semanas, a taxa de decaimento da glicemia do grupo HO (inclinagéo

da reta) foi menor em relacdo ao grupo NR (Figura 18).
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Figura 18: Teste de tolerancia a insulina (ITT) nas fémeas das proles com 12 e 20
semanas de vida, cujas méaes receberam dieta normossédica (NR), hipossddica (HO),
hipossddica somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente
na ultima metade da gestacdo (HO20). (A) ITT das fémeas com 12 semanas de idade.
(B) Inclinacdo da reta (decaimento da taxa de glicose) das fémeas com 12 semanas de
idade. (C) ITT das fémeas com 20 semanas de idade. (D) Inclinacdo da reta das fémeas
das proles com 20 semanas de idade ®p<0,05 HO versus NR. Os valores sdo expressos
como média + erro padrdo da média. Os valores entre parénteses indicam o nimero de
animais analisados. A analise estatistica foi realizada através da analise de variancia
two-way seguido de pos-teste de Bonferroni (A, C) e analise de varidncia one-way
(ANOVA) seguida de pds-teste de Tukey (B, D)
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4.2.18 HOMA-IR

A sensibilidade & insulina foi avaliada pelo indice HOMA-IR. Quanto maior este
indice menor é a sensibilidade a insulina. O indice HOMA-IR dos machos das proles
com doze semanas de idade do grupo HO foi maior comparado ao grupo NR. Nos
machos com vinte semanas o indice HOMA-IR foi maior no grupo HO10 comparado
aos grupos NR e HO20 (Figura 19).

O indice HOMA-IR das fémeas das proles com doze semanas de idade do grupo
HO10 foi maior comparado ao grupo HO. O indice HOMA-IR das fémeas com vinte
semanas ndo diferiu entre os grupos (Figura 19).
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Figura 19: indice HOMA-IR nos machos e fémeas das proles com 12 e 20 semanas de
vida, cujas méaes receberam dieta normosséddica (NR), hipossodica (HO), hipossodica
somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente na ultima
metade da gestagdo (HO20). (A) indice HOMA-IR dos machos com 12 semanas de
idade ®p<0,05 versus NR. (B) indice HOMA-IR dos machos com 20 semanas e idade
°p<0,05 versus NR e HO20. (C) indice HOMA-IR das fémeas com 12 semanas de idade
°p<0,05 versus HO. (D) indice HOMA-IR das fémeas com 20 semanas de idade. Os
valores sdo expressos como mediana (25° percentil; 75° percentil). Os valores entre
parénteses indicam o numero de animais analisados. A andlise estatistica foi realizada
através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de pos-teste Dunn
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4.2.19 Expressao génica

As amostras de figado de neonatos e de figado, musculo e tecido adiposo branco
retroperitoneal de machos e fémeas de proles com 20 semanas de idade foram extraidos
para obtencdo do RNA total e assim realizacdo dos ensaios de RT-PCR quantitativos,
utilizando-se iniciadores especificos para cada gene de interesse (Tabela 1).

Os resultados de gRT-PCR representam valores médios obtidos em duplicata,
correspondentes a pelo menos cinco experimentos independentes realizados.

Os dados de expressédo génica relativa foram calculados utilizando-se o pool
total de cada tecido das proles de machos e fémeas do grupo NR como referéncia para a
expressao dos marcadores especificos.

A corregdo pelo fator de normalizagdo foi calculada pelo programa
computacional Rotor-gene Q Series Software 2.1.0, a partir dos niveis de expressao
génica de 18S, sendo utilizado como controle enddgeno. O gene 18S foi escolhido como

melhor controle endégeno por ser mais estavel.

A expressdo do gene Insl ndo foi detectavel no figado de neonatos machos. Os
niveis de expressdo génica no figado de neonatos machos dos genes Ins2 e Insr ndo
diferiram entre os grupos. Os niveis de expressdo génica do Igfl encontram-se
diminuidos em todos os grupos cujas mdes consumiram dieta hipossddica durante a
gestacdo comparada ao grupo NR em figado de neonatos machos (p<0,05) (Figura 20).
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Figura 20: Expressdo génica avaliada através de gRT-PCR em figado de neonatos
machos cujas maes receberam dieta normossddica (NR), hipossodica (HO), hipossddica
somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossddica somente na ultima
metade da gestacdo (HO20). (A) Ins2; (B) Insr; (C) Igfl ®p<0,001 versus NR. Os
valores séo expressos como media + erro padrdo da media dos valores obtidos em cinco
experimentos independentes, realizados em duplicata. A analise estatistica foi realizada
através da analise de variancia one-way (ANOVA) seguido de pds-teste de Tukey
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Os genes Insl e Ins2 ndo expressaram no figado de neonatos fémeas. Os niveis
de expressdo génica no figado de neonatos fémeas dos genes Insr e Igfl ndo diferiram
entre 0s grupos.
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Figura 21: Expressdo génica avaliada através de qRT-PCR em figado de neonatos
fémeas cujas méaes receberam dieta normossodica (NR), hipossodica (HO), hipossddica
somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossddica somente na ultima
metade da gestacdo (HO20). (A) Insr; (B) Igfl. Os valores sdo expressos como meédia +
erro padrdo da média dos valores obtidos em cinco experimentos independentes,
realizados em duplicata. A andlise estatistica foi realizada através da analise de
variancia one-way (ANOVA) seguido de pos-teste de Tukey

A expressdo dos genes Insl e Ins2 ndo foram detectaveis no figado de machos
das proles com 20 semanas de idade. Os niveis de expressdo génica do Insr e de Igfl,

avaliados no figado de machos das proles com 20 semanas de idade ndo apresentaram
diferenca estatistica.
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Figura 22: Expressao génica avaliada através de qRT-PCR em figado de machos de
proles com 20 semanas de idade cujas mdes receberam dieta normossodica (NR),
hipossodica (HO), hipossédica somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou
hipossodica somente na Ultima metade da gestacdo (HO20). (A) Insr; (B) Igfl. Os
valores sdo expressos como média + erro padrdo da média dos valores obtidos em cinco
experimentos independentes, realizados em duplicata. A andlise estatistica foi realizada
através da analise de variancia one-way (ANOVA) seguido de pds-teste de Tukey
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Os niveis de expressdo dos genes Insl e Ins2 ndo diferiram entre 0os grupos no
musculo de machos das proles com 20 semanas de idade. A expressdo génica do Insr,
avaliada no musculo de machos das proles com 20 semanas de idade mostrou-se
aumentada no grupo HO20 em relacdo aos demais grupos analisados. O nivel de
expressao do gene de 1gfl no HO20 tambem foi maior comparado aos grupos NR e HO
no muasculo de machos das proles com 20 semanas (Figura 23).
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Figura 23: Expressdo génica avaliada através de qRT-PCR em musculo gastrocnémio
de machos de proles com 20 semanas de vida cujas maes receberam dieta normossddica
(NR), hipossodica (HO), hipossodica somente na primeira metade da gestacdo (HO10)
ou hipossddica somente na Gltima metade da gestacdo (HO20). (A) Insl; (B) Ins2; (C)
Insr ®p<0,01 versus NR, HO e HO10; (D) Igfl °p<0,01 versus NR e HO. Os valores sdo
expressos como média = erro padrdo da média dos valores obtidos em cinco
experimentos independentes, realizados em duplicata. A analise estatistica foi realizada
através da analise de variancia one-way (ANOVA) seguido de pds-teste de Tukey
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A expressdo génica do gene Ins2 ndo foi detectavel no tecido adiposo branco
retroperitoneal nos machos das proles com 20 semanas de idade. Os niveis de expressao
dos genes Insl, Insr, Lep, Lepr e do Igfl ndo mostraram diferenca estatistica entre os
grupos analisados no tecido adiposo branco retroperitoneal de machos das proles com
20 semanas de idade (Figura 24).
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Figura 24: Expressdo génica avaliada através de gRT-PCR em tecido adiposo branco
retroperitoneal em machos de proles com 20 semanas de vida cujas maes receberam
dieta normossodica (NR), hipossodica (HO), hipossddica somente na primeira metade
da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente na ultima metade da gestacdo (HO20). (A)
Ins1; (B) Insr; (C) Lep; (D) Lepr; (E) Igfl. Os valores sdo expressos como média + erro
padrdo da média dos valores obtidos em cinco experimentos independentes, realizados
em duplicata. A analise estatistica foi realizada através da analise de variancia one-way
(ANOVA) seguido de pos-teste de Tukey
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A expressdo dos genes Insl e Ins2 também ndo foi detectavel no figado de
fémeas das proles com 20 semanas de idade. Os niveis de expressdo génica do Insr e de
Igfl, avaliados no figado de fémeas das proles com 20 semanas de idade ndo

apresentaram diferenca estatistica.
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Figura 25: Expressdo génica avaliada através de gRT-PCR em figado de fémeas de
proles com 20 semanas de vida cujas maes receberam dieta normossddica (NR),
hipossddica (HO), hipossddica somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou
hipossodica somente na ultima metade da gestagdo (HO20). (A) Insr; (B). Igfl. Os
valores sdo expressos como média + erro padrdo da média dos valores obtidos em cinco
experimentos independentes, realizados em duplicata. A andlise estatistica foi realizada
através da analise de variancia one-way (ANOVA) seguido de pds-teste de Tukey
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Os niveis de expressdo dos genes Insl e Ins2 ndo foram detectaveis no musculo
de fémeas das proles com 20 semanas de idade. A expressdo génica do Insr e do Igfl,
avaliada no musculo de fémeas das proles com 20 semanas de idade ndo apresentou

diferenca estatistica entre os grupos analisados (Figura 26).
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Figura 26: Expressdo génica avaliada através de gRT-PCR em musculo gastrocnémio
de fémeas de proles com 20 semanas de vida cujas maes receberam dieta normossodica
(NR), hipossodica (HO), hipossédica somente na primeira metade da gestacdo (HO10)
ou hipossodica somente na ultima metade da gestacdo (HOZ20). (A) Insr, (B) Igfl. Os
valores sdo expressos como média + erro padrdo da média dos valores obtidos em cinco
experimentos independentes, realizados em duplicata. A andlise estatistica foi realizada
através da analise de variancia one-way (ANOVA) seguido de pds-teste de Tukey

A expressao génica do gene Ins2 também néo foi detectavel no tecido adiposo
branco retroperitoneal nas fémeas das proles com 20 semanas de idade. Os niveis de
expressdo do gene Insl mostraram diminuidos nos grupos cujas maes receberam dieta
hipossodica durante a gestagdo comparado ao grupo NR (p<0,05). Nao houve diferenca
estatistica nos genes Insr e Lep entre 0s grupos analisados no tecido adiposo branco
retroperitoneal de fémeas das proles com 20 semanas de idade. Os niveis de expressao
do Lepr mostraram diminuidos nas proles dos grupos HO, HO10 e HO20 comparado ao
grupo NR. O nivel de expressao do Igfl no grupo HO20 foi menor comparado com o
grupo NR analisados no tecido adiposo branco retroperitoneal de fémeas das proles com
20 semanas de idade (Figura 27).

Métodos



68

A Insulina 1 B Receptor de Insulina

< 20' < 3'

Z Z

£ : |

S 15+ S

° S 24

2 s

810 B

j} L

o o 1

o o 1A

£ 05 2 [

(] [}

0.0 a g

NR HO HO10 HO20 NR HO HO10 HO20

C Leptina D Receptor de Leptina

< 3' < 20'

zZ Z

[odt o

E E 154

3 o B8

S s

s B 1.0

& & a

o 14 o

2 % 0.5- a a

[ (<5

S S

x x

o W o.0-

NR HO HO10 HO20 NR HO HO10 HO20

E IGF1

< 15'

Z

@

1S

3 1.0

2

s

()

o

% 0.5+ a

g —1

s

>

o0

NR HO HO10 HO20

Figura 27: Expressdo génica avaliada através de gRT-PCR em tecido adiposo branco
retroperitoneal em fémeas de proles com 20 semanas de vida cujas méaes receberam
dieta normossodica (NR), hipossodica (HO), hipossddica somente na primeira metade
da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente na ultima metade da gestacdo (HO20). (A)
Ins1 ?p<0,05 versus NR; (B) Insr; (C) Lep; (D) Lepr %p<0,05 versus NR; (E) lgfl
#0<0,05 versus NR. Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da média dos
valores obtidos em cinco experimentos independentes, realizados em duplicata. A
andlise estatistica foi realizada através da anélise de variancia one-way (ANOVA)
seguido de pos-teste de Tukey
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4.2.20 Metilagdo do DNA no promotor dos genes

O perfil da metilacio do DNA na regido promotora dos genes foi analisado
separadamente por ilha CpG e pela média de todas as ilhas CpGs avaliadas. O resultado
da metilacdo do DNA foi informado em porcentagem indicando quanto de metilacdo ha
em media em todas as ilhas CpG analisadas.

A média da porcentagem de metilacdo do DNA no promotor dos genes Insi,
Ins2 e Insr foi analisada no figado de neonatos machos. Verificou-se menor
porcentagem de metilagio de DNA no promotor do gene Insl no grupo HO10
comparado aos grupos NR e HO, no gene Ins2 comparado ao grupo HO e no Insr

comparado ao grupo NR (Figura 28).
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Figura 28: Perfil da metilacio do DNA no promotor dos genes Insl, Ins2 e Insr no
figado de machos das proles neonatais cujas maes receberam dieta normossédica (NR),
hipossddica (HO), hipossddica somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou
hipossddica somente na Gltima metade da gestacdo (HO20). (A) Média da porcentagem
de metilagdo do DNA no promotor do gene Ins1; ?p<0,05 versus NR e HO. (B) Média
da porcentagem de metilacdo do DNA no promotor do gene Ins2; °p<0,05 versus HO;
(C) Média da porcentagem de metilacdo do DNA no promotor do gene Insr; “p<0,05
versus NR. Os valores sdo expressos como media * erro padrdo da média. Cada grupo
de dieta foi composto de 5 a 8 animais. A analise estatistica foi realizada através da
analise de variancia one-way (ANOVA) seguido de pos-teste de Tukey
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A porcentagem de metilagio do DNA no promotor dos genes Insl, Ins2 foi
menor no figado de fémeas neonatas dos grupos HO10 e HO20 em comparacdo aos
grupos NR e HO. A porcentagem de metilacdo do DNA no promotor do gene Insr foi
menor no figado de fémeas neonatas do grupo HO20 comparado aos demais grupos
(Figura 29).
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Figura 29: Perfil da metilacdo do DNA no promotor dos genes Insl, Ins2 e Insr no
figado de fémeas das proles neonatais cujas mées receberam dieta normossddica (NR),
hipossddica (HO), hipossddica somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou
hipossddica somente na Gltima metade da gestacdo (HO20). (A) Média da porcentagem
de metilagdo do DNA no promotor do gene Ins1; ®p<0,05 versus NR e HO. (B) Média
da porcentagem de metilagdo do DNA no promotor do gene Ins2; ®p<0,05 versus NR e
HO; (C) Média da porcentagem de metilacdo do DNA no promotor do gene Insr;
Pp<0,05 versus NR, HO e HO10. Os valores sdo expressos como média + erro padréo da
média. Cada grupo de dieta foi composto de 5 a 8 animais. A andlise estatistica foi
realizada através da analise de variancia one-way (ANOVA) seguido de pds-teste de
Tukey
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A porcentagem de metilagdo do DNA no promotor do gene Insl e Ins2 no figado
dos machos com 20 semanas de idade do grupo HO20 foi maior em relagdo aos demais

grupos. N&o houve diferenca do grau da metilacdo no gene Insr (Figura 30).
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Figura 30: Perfil da metilagio do DNA no promotor dos genes Insl, Ins2 e Insr no
figado dos machos das proles com 20 semanas de vida, cujas mées receberam dieta
normossddica (NR), hipossddica (HO), hipossédica somente na primeira metade da
gestacdo (HO10) ou hipossodica somente na Ultima metade da gestacdo (HO20). (A)
Média da porcentagem de metilagdo do DNA no promotor do gene Insi, # p<0,05 versus
NR, HO e HO10. (B) Média da porcentagem de metilacdo do DNA no promotor do
gene Ins2, #p<0,05 versus NR, HO e HO10; (C) Média da porcentagem de metilaco do
DNA no promotor do gene Insr. Os valores sdo expressos como média + erro padréo da
meédia. Cada grupo de dieta foi composto de 5 a 8 animais. A anélise estatistica foi
realizada através da analise de variancia one-way (ANOVA) seguido de pés-teste de
Tukey (A e C) e Newman-Keuls (C)
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N&o houve diferenca do grau da metilagdo no gene Insl. A porcentagem de
metilacdo do DNA no promotor dos genes Ins2 e Insr no musculo dos machos das
proles com 20 semanas do grupo HO10 foi menor comparado aos grupos NR e HO20
(Figura 31).
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Figura 31: Perfil da metilacdo do DNA no promotor dos genes Insl, Ins2 e Insr no
musculo gastrocnémio dos machos das proles com 20 semanas de vida cujas maes
receberam dieta normossddica (NR), hipossddica (HO), hipossddica somente na
primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente na ultima metade da
gestacdo (HO20). (A) Média da porcentagem de metilacdo do DNA no promotor do
gene Insl; (B) Média da porcentagem de metilacdo do DNA no promotor do gene Ins2;
%0<0,05 versus NR e HO20; (C) Média da porcentagem de metilagdo do DNA no
promotor do gene Insr, ®p<0,05 versus NR e HO20. Os valores sd0 expressos como
média £ erro padrdo da média. Cada grupo de dieta foi composto de 5 a 8 animais. A
andlise estatistica foi realizada através da analise de varidncia one-way (ANOVA)
seguido de pos-teste de Tukey (A e C) e Newman-Keuls (B)
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O perfil da metilagdo do DNA no promotor dos nos genes Insl, Ins2 e Insr no
tecido adiposo retroperitoneal em machos com 20 semanas nédo foi diferente entre os

grupos (Figura 32).
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Figura 32: Perfil da metilagio do DNA no promotor dos genes Insl, Ins2 e Insr no
tecido adiposo retroperitoneal da prole de machos com 20 semanas de vida, cujas mées
receberam dieta normossédica (NR), hipossodica (HO), hipossédica somente na
primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossddica somente na Gltima metade da
gestacdo (HO20). (A) Média da porcentagem de metilacdo do DNA no promotor do
gene Insl; (B) Média da porcentagem de metilacdo do DNA no promotor do gene Ins2;
(C) Média da porcentagem de metilacdo do DNA no promotor do gene Insr. Os valores
sdo expressos como média + erro padrdo da média. Cada grupo de dieta foi composto de
5 a 8 animais. A analise estatistica foi realizada através da anélise de variancia one-way
(ANOVA) seguido de pos-teste de Tukey

N&o houve diferenca na metilacdo do DNA nos promotores dos genes Insl, Ins2

e Insr no figado das fémeas das proles com 20 semanas de idade (Figura 33).
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Figura 33: Perfil da metilacio do DNA no promotor dos genes Insl, Ins2 e Insr no
figado das fémeas das proles com 20 semanas de vida e cujas maes receberam dieta
normossddica (NR), hipossddica (HO), hipossodica somente na primeira metade da
gestacdo (HO10) ou hipossddica somente na ultima metade da gestagdo (HO20). (A)
Média da porcentagem de metilagdo do DNA no promotor do gene Insl; (B) Média da
porcentagem de metilacio do DNA no promotor do gene Ins2; (C) Média da
porcentagem de metilagdo do DNA no promotor do gene Insr. Os valores sdo expressos
como média + erro padrdo da média. Cada grupo de dieta foi composto de 5 a 8
animais. A anélise estatistica foi realizada através da analise de variancia one-way
(ANOVA) seguido de pos-teste de Tukey
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Assim como no figado, fémeas com 20 semanas de idade n&o diferiram no grau
de metilacdo de DNA no promotor dos genes Insl, Ins2 e Insr no musculo gastrocnémio
(Figura 34).
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Figura 34: Perfil da metilagio do DNA no promotor dos genes Insl, Ins2 e Insr no
musculo das fémeas das proles com 20 semanas de vida cujas mées receberam dieta
normossddica (NR), hipossddica (HO), hipossédica somente na primeira metade da
gestacdo (HO10) ou hipossodica somente na Ultima metade da gestacdo (HO20). (A)
Média da porcentagem de metilagdo do DNA no promotor do gene Insl; (B) Média da
porcentagem de metilacio do DNA no promotor do gene Ins2; (C) Média da
porcentagem de metilagdo do DNA no promotor do gene Insr. Os valores sao expressos
como média = erro padrdo da média. Cada grupo de dieta foi composto de 5 a 8
animais. A anéalise estatistica foi realizada através da analise de variancia one-way
(ANOVA) seguido de pos-teste de Tukey

Também ndo houve diferenca na metilacdo do DNA nos promotores dos genes

Ins1, Ins2 e Insr no tecido adiposo das fémeas com 20 semanas de idade (Figura 35).

A Insl B Ins2 C Insr
20- 159 157
<
35 15 = 104 104 T
§ 8 — 1
k=] lg 10 1
[+
5 &
S = 5 54
§§ 54
0 0- 0-
NR HO HO10  HO20 NR HO HO10  HO20 NR HO HO10  HO20

Figura 35: Perfil da metilagdo do DNA no promotor dos genes Insl, Ins2 e Insr no
tecido adiposo retroperitoneal das fémeas das proles com 20 semanas de idade cujas
mées receberam dieta normossédica (NR), hipossodica (HO), hipossddica somente na
primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente na Gltima metade da
gestacdo (HO20). (A) Média da porcentagem de metilagio do DNA no promotor do
gene Insl; (B) Média da porcentagem de metilacdo do DNA no promotor do gene Ins2;
(C) Média da porcentagem de metilacdo do DNA no promotor do gene Insr. Os valores
s8o expressos como média + erro padréo da média. Cada grupo de dieta foi composto de
5 a 8 animais. A anélise estatistica foi realizada através da anélise de variancia one-way
(ANOVA) seguido de pos-teste de Tukey
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A andlise da porcentagem de metilagdo do DNA no promotor dos genes Lep e
Lepr no tecido adiposo retroperitoneal tanto em machos quanto em fémeas com 20

semanas de idade ndo apresentou diferenca estatistica (Figura 36).
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Figura 36: Perfil da metilacdo do DNA no promotor dos genes Lep e Lepr no tecido
adiposo retroperitoneal dos machos e das fémeas de proles com 20 semanas de vida
cujas maes receberam dieta normossddica (NR), hipossddica (HO), hipossddica
somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente na Gltima
metade da gestacdo (HO20). (A) Média da porcentagem de metilacdo do DNA no
promotor do gene Lep em machos; (B) Média da porcentagem de metilacdo do DNA no
promotor do gene Lepr em machos; (C) Média da porcentagem de metilagdo do DNA
no promotor do gene Lep em fémeas; (B) Média da porcentagem de metilacdo do DNA
no promotor do gene Lepr em fémeas Os valores sdo expressos como média + erro
padrdo da média. Cada grupo de dieta foi composto de 5 a 8 animais. A analise
estatistica foi realizada através da andlise de variancia one-way (ANOVA) seguido de
pos-teste de Tukey
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A porcentagem de metilacdo do DNA no promotor do gene Igfl no figado em
neonatos machos dos grupos HO e HO20 foi maior comparado aos grupos NR e HO10.
A porcentagem de metilacdo no promotor do gene Igfir do grupo HO10 foi menor

comparado aos grupos NR e HO (Figura 37).
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Figura 37: Perfil da metilacdo do DNA no promotor dos genes Igfl e Igflr no figado de
neonatos machos. Cujas mées receberam dieta normossodica (NR), hipossodica (HO),
hipossddica somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente
na ultima metade da gestacdo (HO20). (A) Média da porcentagem de metilacdo do DNA
no promotor do gene Igfl ®p<0,05 versus NR e HO10; (B) Média da porcentagem de
metilacdo do DNA no promotor do gene Igflr °p<0,05 versus NR e HO. Os valores s&o
expressos como média + erro padrdo da média. Cada grupo de dieta foi composto de 5 a
8 animais. A andlise estatistica foi realizada através da analise de variancia one-way
(ANOVA) seguido de pos-teste de Tukey
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A metilacdo do DNA no promotor do gene Igfl, no figado das fémeas neonatais
n&o foi diferente entre os grupos. A porcentagem de metilagdo do DNA no promotor do
gene Igflr no figado em neonatos fémeas dos grupos HO10 e HO20 foi menor

comparado aos grupos NR e HO (Figura 38).
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Figura 38: Perfil da metilacdo do DNA no promotor dos genes Igfl e Igflr no figado de
neonatos fémeas cujas méaes receberam dieta normossodica (NR), hipossodica (HO),
hipossddica somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossodica somente
na ultima metade da gestacdo (HO20). (A) Média da porcentagem de metilacdo do DNA
no promotor do gene Igfl; (B) Média da porcentagem de metilagdo do DNA no
promotor do gene Igflr ® p<0,05 versus NR e HO. Os valores sdo expressos como média
+ erro padrdo da média. Cada grupo de dieta foi composto de 5 a 8 animais. A anélise
estatistica foi realizada através da andlise de variancia one-way (ANOVA) seguido de

pos-teste de Tukey
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N&o houve diferenca na metilacdo do DNA no promotor do gene Igfl, no figado
dos machos das proles com 20 semanas de idade. A porcentagem de metilacdo do DNA
no promotor do gene Igflr no figado nos machos com 20 semanas do grupo HO20 foi

maior comparado aos grupos NR, HO e HO10 (Figura 39).
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Figura 39: Perfil da metilagdo do DNA no promotor dos genes Igfl e Igflr no figado dos
machos das proles com 20 semanas de vida cujas mées receberam dieta normossodica
(NR), hipossodica (HO), hipossddica somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou
hipossddica somente na Ultima metade da gestacdo (HO20). (A) Média da porcentagem
de metilacdo do DNA no promotor do gene Igfl; (B) Média da porcentagem de metilacéo
do DNA no promotor do gene Igflr p<0,05 versus NR, HO e HO10. Os valores sdo
expressos como média + erro padrdo da média. Cada grupo de dieta foi composto de 5 a 8
animais. A analise estatistica foi realizada através da analise de variancia one-way
(ANOVA) seguido de pos-teste de Tukey (A) e Newman-Keuls (B)

A anélise da porcentagem de metilacdo do DNA no promotor dos genes Igfl e
lgflr no figado em fémeas com 20 semanas de idade ndo apresentou diferenca

estatistica entre os grupos (Figura 40).
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Figura 40: Perfil da metilacdo do DNA no promotor dos genes Igfl e Igflr no figado de
fémeas das proles com 20 semanas de idade cujas mées receberam dieta normossodica
(NR), hipossodica (HO), hipossodica somente na primeira metade da gestagdo (HO10)
ou hipossodica somente na ultima metade da gestacdo (HO20). (A) Media da
porcentagem de metilacio do DNA no promotor do gene Igfl; (B) Média da
porcentagem de metilagdo do DNA no promotor do gene Igflr. Os valores séo
expressos como média + erro padrdo da média. Cada grupo de dieta foi composto de 5 a
8 animais. A analise estatistica foi realizada através da analise de variancia one-way
(ANOVA) seguido de pos-teste de Tukey
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Foi observada uma correlagdo direta entre a concentracdo de IGF-1 sérico e 0

peso ao nascimento. Também foi observada uma correlagdo inversa entre a porcentagem

de metilacdo do promotor do gene Igfl com o peso ao nascimento. HA um decréscimo

de 5% da metilacdo do DNA para o aumento de um grama de peso corpOreo ao

nascimento (Figura 41).
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Figura 41: Correlagdes entre o IGF-1 e 0 peso ao nascimento em neonatos machos
cujas maes receberam dieta normossédica (NR), hipossodica (HO), hipossédica
somente na primeira metade da gestacdo (HO10) ou hipossddica somente na Gltima
metade da gestacdo (HO20). (A) Correlacdo entre os niveis de IGF-1 sérico e 0 peso ao
nascimento p=0,0094, r=0,5651; (B) Correlagdo entre a porcentagem de metilacdo do
DNA no promotor do gene Igfle o peso ao nascimento p<0,0001, r= -0,8205. Numero
de animais analisados n=20. A andlise estatistica foi realizada atraveés do teste de
correlagé@o de Pearson
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5 DISCUSSAO

Este estudo observou varios resultados que permitem uma melhor compreensédo
dos efeitos da baixa ingestdo de sodio durante a gestacdo em mdes, neonatos e prole
adulta. Primeiro, o baixo peso ao nascimento observado em resposta a ingestdo de dieta
hipossddica durante a gestacdo como evidenciado em estudos anteriores (Alves-
Rodrigues et al., 2013; Vidonho et al., 2004; Lopes et al., 2008) é principalmente
devido a restricdo de sal na segunda metade da gestacdo tanto em machos quanto em
fémeas da prole. Segundo, a restricdo de crescimento fetal observada pelo menor
comprimento naso-anal € um efeito da restricdo de sal durante a primeira metade da
gestacédo. Terceiro, 0 metabolismo de glicose e insulina em proles com 12 semanas de
idade € influenciada apenas pela restricdo de sodio durante a gestacdo inteira. Quarto, a
resisténcia a insulina e a intolerancia a glicose observada em proles com 20 semanas de
idade é um efeito da ingestdo de restricdo de sal durante os estagios iniciais da gestacao.
O presente estudo também forneceu evidéncias adicionais com respeito aos mecanismos
epigenéticos que podem alterar o fenétipo da prole neste modelo.

A vantagem deste estudo € o desenho do protocolo experimental que permitiu
identificar o periodo gestacional no qual a restricdo de sédio induz alteracdes nas méaes
bem como alteragdes nas proles. Trabalhos anteriores foram realizados usando
diferentes periodos de dieta com baixo teor de sal. Alguns trabalhos incluiram semanas
anteriores ao acasalamento, durante a gestacdo e lactacdo (da Silva et al., 2003, Vidonho
et al., 2004; Alves-Rodrigues et al., 2013; Lopes et al., 2008). Essa variacdo na
exposicdo dificulta uma conclusdo definitiva sobre o periodo exato em que a dieta
hipossddica afeta o fendtipo da prole.

Foi observado de que o consumo da dieta hipossddica na segunda metade da
gestacdo foi menor que na primeira metade da gestagdo no grupo materno. Este
resultado esta de acordo com o estudo de Ganguli e colaboradores que demonstraram
que quanto menor a concentracdo de sodio na dieta, menor consumo pelas ratas no final
da gestacdo. Este menor consumo da dieta hipossodica observado no presente estudo
pode ser responsavel pelo menor ganho de peso corpéreo materno na terceira semana de
gestacdo e também pelo menor peso corpdreo da prole ao nascimento. Porém, como nédo

houve diferenca no consumo de racdo no grupo que foi alimentado com dieta
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hipossodica durante toda a gestacdo ndo h& suporte para tal afirmacdo. O menor
consumo de dieta materna na terceira semana de gestacdo no grupo HO20 pode ser
decorrente de mudanca na palatabilidade. Para a comprovacao ou ndo desta hipotese, ha
necessidade de estudos adicionais.

O menor ganho de peso corpéreo na Ultima semana de gestacdo em ratas
alimentadas com dieta hipossodica durante toda a gestacdo ou somente na segunda
metade da gestacdo pode ser relacionado a restricdo de crescimento intrauterino na prole,
como evidenciado pelo baixo peso ao nascimento. O tamanho da prole e a relacdo entre
machos e fémeas ndo influenciou o peso corpéreo materno. O menor ganho de peso na
terceira semana de gestacdo nos grupos HO e HO20 n&o deve ser devido a um menor
consumo de racdo que somente foi observado no grupo HO20. Modifica¢des no balanco
energético no grupo HO e na volemia nos grupos HO e HO20, embora ndo avaliados,
pode ter contribuido para 0 menor ganho de peso na terceira semana de gestacao.

O baixo peso ao nascimento tanto em machos quanto em fémeas nos grupos HO
e HO20, possivelmente é decorrente da restricdo no consumo de sal na segunda metade
da gestacdo uma vez 0 mesmo nao foi observado no grupo HO10.

Estudos anteriores confirmam que a ingestdo de dieta hipossddica esta associada
a um menor peso ao nascimento em ambos os sexos (Alves-Rodrigues et al., 2013,
Vidonho et al., 2004, Lopes et al., 2008). Esse estudo néo foi planejado para desvendar
0 mecanismo deste achado. Entretanto, o baixo peso ao nascimento é observado em
algumas condicBes como: desnutricdo materna, hipoxia materna, baixa perfusdo uterina
e comprometimento na funcdo da placenta. Em estudo anterior, foi observado que a
dieta hipossoddica durante a gestacdo ndo compromete a perfusdo uterina (Leandro et al.,
2008). Sabendo que o contetdo proteico e calorico das dietas normo e hipossodica é o
mesmo, a desnutricdo materna também pode ser excluida baseada na auséncia de
diferencas na ingestdo de racdo entre os grupos HO e HO20 comparada com o grupo
NR. A restricdo de sal na segunda metade da gestagdo ndo explica o baixo peso ao
nascimento observado nas proles HO e HO20 ja que o conteldo de sal na dieta
hipossddica do nosso modelo é consistente com um desenvolvimento normal do feto
(Ganguli et al., 1969; Bird & Contreras, 1987). Outras observacfes deste estudo
indicam efeitos adversos da restricdo de sal na segunda metade da gestacdo como o
maior nimero de natimortos, canibalismo pelas mées, malformacéo da cauda e do olho

nas proles.
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O consumo de dieta com conteudo normal de sal parece ser importante para um
crescimento fetal normal independentemente do ganho de peso. Esta afirmacdo é
baseada no achado de menor comprimento naso-anal em recém-nascidos dos grupos
HO, HO10 e HO20 ao mesmo tempo que somente foi observado baixo peso ao
nascimento nos grupos HO e HO20.

Muitos trabalhos tém mostrado os efeitos adversos de um fendmeno conhecido
como catch-up growth. O catch-up growth é um crescimento acelerado de recém-nascidos
de baixo peso e que igualam o seu peso comparado ao grupo controle apos algum tempo de
observacdo. Ao final da primeira semana de vida foi constatado que houve um catch-up
growth apenas nas proles de médes alimentadas com dieta hipossodica durante toda a
gestacdo. Ao final de 12 semanas de observacdo ndo houve diferenca de peso corpéreo
entre os grupos. Isto indica que o grupo HO20 que também nasceu com baixo peso teve um
catch-up growth mais tardio do que o observado no grupo HO. Um aspecto interessante
cujo significado ndo esta claro € o menor comprimento observado ao nascimento e o
crescimento lento até a terceira semana de vida na prole de maes HO10. O mecanismo de
catch-up growth néo foi esclarecido neste estudo. Pode-se afirmar, no entanto, que o catch-
up growth na prole HO néo foi decorrente de maior consumo alimentar. O maior consumo
hidrico da terceira a décima segunda semana de vida em machos e fémeas de proles cujas
maes foram alimentadas com dieta hipossodica € um resultado cujo mecanismo ainda
precisa ser esclarecido. Talvez seja interessante realizar medida de expressdo de
transportadores de sodio, vasopressina, aldosterona e agquaporina para tentar explicar esse
aumento de ingestdo hidrica. Ja é bem difundido que o rapido ganho de peso e de tamanho
pds-natal esta associado ao aumento da susceptibilidade a obesidade, intolerancia a glicose
e hipertensdo (Huxley et al., 2000; Jimenez-Chillaron et al., 2006). Por outro lado, o catch-
up growth pode ser considerado uma adaptagdo fisiologica que permite a prole atingir o seu
peso e/ou altura geneticamente programados apos um periodo de retardo no crescimento
(Hales & Barker, 2001; Morrison et al., 2009). O conjunto destes resultados permite
conjecturar que a restricdo no consumo de sal durante a gestacéo, independentemente em
qual periodo isto ocorreu, compromete o desenvolvimento intrauterino, com catch-up
growth secundario, predispondo a prole a alteracGes na vida adulta.

A ingestdo de dieta com baixo ou alto conteddo de sédio durante o periodo pre
ou pos-natal € fator estressante tanto para as maes quanto para as proles (McBride et al.,
2008). McBride e colaboradores mostraram um aumento da suprarrenal em resposta ao

Discussao



83

estresse causado pela dieta hipossodica materna durante a gestacdo e/ou lactacdo da
prole. Contudo, os resultados do presente estudo ndo confirmam o observado por estes
autores. Essa diferenca de resultados pode ser devido a porcentagem do conteudo de
sodio na dieta materna. Ja que o grupo de McBride utilizou um valor de sédio 20%
menor que no atual trabalho.

O catch-up growth é mediado em parte pelo rapido aumento da adiposidade
(Vickers, 2007). O maior indice de adiposidade observado nos machos das proles com
12 semanas de idade do grupo HO pode ser consequéncia do catch-up growth (Morrison
et al., 2010; Vickers, 2007). Essa obesidade apresentada foi transitdria uma vez que nao
foi observada nas proles com 20 semanas de idade. A maior massa dos tecidos adiposos
ndo foi decorrente de um maior consumo de racdo, sugerindo que modificacbes no
metabolismo energético possam estar envolvidas. Contudo, os resultados do atual
estudo ndo corroboram com os de Lopes e colaboradores que ndo evidenciaram
obesidade nos machos de proles da mesma idade, mas mostraram aumento da leptina
sérica que é conhecida como marcador de massa de tecido adiposo (Priego et al., 2009).
De fato, é postulado que os efeitos periféricos da leptina no tecido adiposo branco,
podem ajudar a regular o peso corporeo (Priego et al., 2009). O IGF-1 é um dos mais
importantes fatores de crescimento no desenvolvimento do tecido adiposo
(Holzenberger et al., 2001). Assim, pode-se sugerir que a obesidade observada nestes
animais seja devido ao aumento de quase 50% de IGF-1 sérico nesta idade em
comparagdo com 0s outros grupos. Um aspecto que merece ser salientado é o catch-up
growth tardio no grupo HO20 que deve ser decorrente de um aumento na massa magra.

Com bases nestes resultados foi possivel evidenciar que as alteracdes fenotipicas
nos machos das proles s@o mais evidenciadas com doze semanas de idade cujas mées
foram alimentadas com dieta hipossodica durante toda a gestacdo e muitas dessas
alteracOes néo persistiram até vinte semanas de idade. Nesta idade o grupo influenciado
pela dieta materna foi o0 grupo em que as méaes receberam dieta hipossodica na primeira
metade da gestacdo. Ja as fémeas mostraram o oposto dos machos, as proles de mées
alimentadas na primeira metade da gestagdo foram que mais apresentaram alteragoes
fenotipicas e que também n&do foram persistentes até vinte semanas de idade. Os
resultados do presente estudo demonstram que o desenvolvimento de um fenémeno em
determinado periodo ndo quer dizer que este seja persistente. E que detectar uma

diferenga em um determinado momento n&o é valido para outros momentos.
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Gluckman e colaboradores (2005) propuseram que quando ha uma altera¢éo no
ambiente intrauterino, por exemplo, restricdo de nutrientes ou altos niveis de
glicocorticoides, os fetos fardo adaptacbes para melhorar imediatamente suas chances
de sobrevivéncia. Entretanto, se as mudancas ambientais persistirem o feto é forcado a
fazer adaptaces irreversiveis que podem ou ndo ser imediatamente benéficas, mas que
podem se manifestar na vida adulta. Intrigantemente, h4 evidéncia que o contrario
também pode ocorrer. Ratas alimentadas com dieta rica em gordura durante a gestacédo
tém prole com alteracdo na funcao endotelial e hipertensdo quando adultos. Se a prole
também for alimentada com dieta rica em gordura depois do nascimento, a disfuncao
endotelial, mas ndo a hipertensdo, é prevenida (Khan et al., 2004).

Os achados do presente trabalho sdo consistentes com outras pesquisas que
demonstraram que a exposi¢cdo materna a determinados fatores ambientais e dietéticos
durante o desenvolvimento embrionario precoce pode influenciar o fenétipo da prole,
bem como o risco de desenvolver doenca na vida adulta (De Boo & Harding, 2006;
Godfrey & Barker, 2001; Muhlhausler et al., 2009; Zandi-Nejad et al., 2006).

O comportamento da glicemia nas proles mostrou duas caracteristicas
interessantes. A primeira foi que houve uma evidente influéncia do consumo de dieta
hipossddica durante a gestacdo sobre a glicemia tanto em neonatos quanto na prole
adulta com 12 e 20 semanas de idade. O periodo no qual as maes consumiram dieta
hipossddica influenciou a glicemia de maneira variavel em funcéo da idade da prole. A
segunda caracteristica foi o claro dimorfismo sexual. A glicemia nas fémeas das proles
ndo foi modificada em funcdo de consumo de dieta hipossddica durante a gestacao.

A maior glicemia em machos neonatos do grupo HO20 pode ser decorrente de
uma resisténcia a insulina, uma vez que a insulinemia ndo foi diferente da observada
nos demais grupos.

A menor concentracao de leptina sérica em todos 0s grupos de neonatos de méaes
alimentadas com dieta hipossodica em qualquer periodo da gestacdo € provavelmente
devido a diminui¢do dos niveis de leptina materna ja que a leptina ndo esta presente
logo apds o nascimento e atravessa a barreira placentaria (Stocker et al., 2005). O efeito
da restricdo de sal é possivelmente um efeito de longa duracdo ja que desde o
nascimento as maes do grupo HO10 ndo estavam consumindo dieta hipossoddica durante
0s Ultimos dez dias. Esses achados estdo de acordo com o trabalho de Hauguel e
colaboradores (2006) que mostraram que criangas que nascem pequenas para a idade
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gestacional apresentam baixos niveis de leptina no sangue e no corddo umbilical e que
estes achados estdo associados com o rdpido ganho de peso pos-natal e uma
predisposicdo para desenvolver sindrome metabolica na vida adulta.

Um aspecto que merece ser comentado é que embora 0s neonatos tenham sido
sacrificados menos de 24 horas ap6s o nascimento, nao foi possivel determinar e coletar
as amostras de sangue de todos os animais em jejum, pois alguns ja se encontravam
mamando. Assim, essas medidas basais analisadas nos neonatos podem ter sido
influenciadas por variacdo na condi¢éo de jejum.

Os machos da prole do grupo HO apresentou baixo peso ao nascimento, teve
catch-up growth e com doze semanas de vida apresentou obesidade, intolerdncia a
glicose, maior glicemia de jejum, resisténcia a insulina evidenciada pelo maior indice
HOMA-IR e maior concentracdo de IGF-1 e de peptideo-C.

A diferenga na massa de 6rgdos se limitou ao coracéo, rins e a suprarrenal de
machos da prole com 12 semanas de idade. Isto indica a existéncia de um dimorfismo
sexual e um fendmeno variavel com a idade. O significado das diferencas constatadas €
materia ainda ndo esclarecida.

Estas caracteristicas observadas nos machos da prole do grupo HO com doze
semanas de idade ndo se mantiveram até vinte semanas de idade. A importancia desta
observacao reside no fato de que resultados verificados em determinado instante nédo
necessariamente sdo detectados em outros momentos.

Uma das formas de avaliar a fungdo das células-p ¢ a dosagem da propria
insulina. O teste, para esta finalidade, tem utilidade limitada, pois a insulina apresenta
meia-vida curta (4 minutos). Assim, a insulinemia plasmatica ndo reflete de maneira
fidedigna a capacidade de secrecdo das células-p pancreaticas. Outra forma de avaliar a
capacidade de secrecdo da célula-f3 é dosar o peptideo-C sérico. Este é um peptideo que
conecta as cadeias A e B na pro-insulina e facilita seu processamento a insulina
biologicamente ativa nos granulos secretorios das ilhotas pancreaticas. Apds a clivagem
da pré-insulina, o peptideo-C intacto permanece armazenado com a insulina nesses
granulos e é subsequentemente secretado com a insulina, em quantidades equimolares
(Palmer et al., 2004). Sendo assim, o peptideo-C pode ser considerado como um
marcador independente da secrecdo de insulina (Rodacki et al., 2008). Entretanto, em
algumas situagdes, a concentracdo sérica de peptideo-C nédo é proporcional as taxas de
secrecdo de insulina. Um exemplo disso € a disfuncéo renal. Cerca de 85% do peptideo-
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C é metabolizado pelos rins, sendo o restante excretado intacto pela urina. Uma queda
da funcgdo renal implica reducdo da metabolizagdo do peptideo C, com elevacdo de seus
niveis sericos (Covic et al., 2000). A dosagem de peptideo-C tem algumas vantagens em
relacdo a determinacdo da insulina plasmatica na avaliacdo funcional da célula-p. Além
de ter meia-vida mais longa (30 minutos), o que implica menor flutuacdo de niveis
séricos, ndo sofre metabolizacdo hepatica significativa e possui clearance mais
previsivel. Por esses motivos, a dosagem de peptideo-C tem sido considerada como o
método mais adequado, aceito e clinicamente validado para avaliacdo da funcdo das
células-p pancreéticas (Rodacki et al., 2008).

A resisténcia a insulina foi observada nos machos da prole dos grupos HO com 12
semanas de idade. Esse resultado confirma os achados de Vidonho e colaboradores que
demonstraram resisténcia a insulina nos machos da prole com doze semanas de vida de
mées alimentadas com dieta hipossddica desde as oito semanas de idade, durante a
gestacdo e lactacdo. No atual estudo a prole foi acompanhada por mais tempo tendo sido
observado uma maior glicemia no ITT em machos das proles dos grupos HO e HO10,
maior concentracdo de insulina e HOMA-IR no grupo HO10 sugerindo que ha uma
menor sensibilidade & insulina nesses animais. A resisténcia a insulina nos machos da
prole do grupo HO pode estar associada ao baixo peso ao nascimento e no HO10 ao
menor tamanho ao nascimento. Os resultados relativos ao metabolismo da glicose e
insulina foram semelhantes nas fémeas das proles de mées alimentadas com dieta
hipossddica durante a gestacdo. Assim, estes resultados corroboram com a hipétese de
Barker de que baixo peso e tamanho ao nascimento aumenta o risco de desenvolver
doencas cronicas (Barker et al., 1989). Esses importantes achados sugerem que o
consumo de dieta hipossédica na primeira metade da gestacdo possa ser a responsavel
pelo desenvolvimento da intolerancia a glicose e resisténcia a insulina nas proles adultas.

Sabe-se que os principais mediadores hormonais do crescimento fetal séo a
insulina e fatores de crescimento semelhantes a insulina. Estes, por sua vez regulados
pelo fornecimento de nutrientes ao feto (Oliver et al., 2002). Os resultados do atual
estudo confirmam esta informacdo, pois embora ndo tenham atingido significancia
estatistica a concentracdo sérica de insulina e IGF-1 foram menor nos animais dos
grupos HO e HO20 (machos e fémeas) que nasceram com baixo peso. Outro dado que
sustenta essa informacdo foi a correlacdo direta entre peso ao nascimento e
concentracdo sérica de IGF-1 O aumento da concentracdo sérica de IGF-1 com a idade
no presente estudo esta de acordo com os achados de Sferruzzi-Perri (2011).
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A insulina é secretada pelas células-p pancreaticas e tem agdo significante na
homeostase da glicose nos animais adultos. Por outro lado, a expressdo de insulina
durante a embriogénese tem sido relatada em tecidos extrapancreaticos como, por
exemplo, o figado (Giddings & Carnaghi, 1989). Nossos resultados estdo de acordo com
0 recente trabalho publicado de Murakami-Kawaguchi e colaboradores (2013) que
mostram que o0s genes Insl e Ins2 ndo sdo expressos no figado de camundongos machos e
fémeas adultos. Assim, como 0 mMRNA de Insl ndo detectado no figado ao nascimento
também esta de acordo com trabalho acima citado (Murakami-Kawaguchi et al., 2013).
Diferentemente do observado em estudos prévios (Alarcon et al., 1998), no presente
estudo observou-se que a Ins2 é expressa no figado de neonatos. Uma possivel explicacao
para o conflito entre os achados neste e em outros estudos (Giddings & Carnaghi, 1989;
Murakami-Kawaguchi et al., 2013) pode ser uma diferenca entre espécies. No entanto,
trabalhos demonstram que 0 mMRNA de Insl e Ins2 sdo expressos no figado fetal nos dias
embrionérios 16.5 e 18.5 tanto nos camundongos quanto nos ratos (Murakami-Kawaguchi
et al., 2013; Alarcon et al., 1998; Giddings & Carnaghi, 1989). Questdes pendentes
incluem: qual é o papel da insulina no figado neonatal? Foram desenvolvidos
camundongos duplo knockout para Insl e Ins2 (Duvillié et al., 1997). A prole duplo
knockout para Insl e Ins2 (deficientes de insulina) ndo apresentam glicosuria ao
nascimento, mas logo apo6s a lactacdo eles desenvolvem diabetes com cetoacidose e
esteatose hepatica e morrem dentro de 48 horas, sugerindo que a prole apresenta niveis
normais de insulina e glicemia antes do nascimento por causa da insulina materna. No
presente estudo, o receptor de insulina foi expresso constitutivamente no figado neonatal e
no adulto confirmando achados anteriores (Murakami-Kawaguchi et al., 2013). A insulina
favorece a remocdo de glicose da circulacéo pelos tecidos periféricos que tém receptores
de insulina, como mdsculo e tecido adiposo. Embora a insulina ndo aumente a captacéo
de glicose no figado, este horménio regula muitas funcbes metabdlicas neste 6rgao, como
estimular a sintese de glicogénio e inibir a gliconeogénese, controlando a glicemia. O
musculo é responsavel pela mobilizacdo de 75% da glicose disponivel através da
translocacdo do transportador de glicose dependente de insulina. O tecido adiposo
tambem participa desta retirada de glicose da circulacéo, induzida por insulina, embora
este hormonio também esteja regulando outras fungdes como a inducdo da lipogénese e
inibicdo da lipolise (Saltiel & Kahn, 2001).
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A metilagdo do DNA, um fenébmeno epigenético tem sido sugerido como um
mecanismo por meio do qual os nutrientes maternos afetam o fenétipo da sua prole.
Durante o periodo fetal, os padres de metilacdo do DNA sexo e drgdos-especificos sao
estabelecidos através de reprogramacdo epigenética (Waterland & Jirtle, 2004). No
entanto, os padrdes de metilacdo do DNA estabelecidos ndo sdo imutaveis e podem ser
modificados durante a vida pelo ambiente (Nuyt & Szyf, 2007). Além disso, estudos
sugerem uma ligacdo entre insultos fetais e alteracdo epigenética de genes resultando
em modificacGes da expressdo génica (Bogdarina et al., 2007).

A metilagdo do promotor do gene Igfl foi maior em machos neonatos dos grupos
HO e HO20 comparado aos grupos NR e HO10. Esta diferenca na metilacdo entre os
grupos redundou em menor expressdo nos grupos HO e HO20. A auséncia de diferenca
na concentracdo sérica de IGF-1 entre os grupos de neonatos é sugestiva de uma
modulacgéo transcripcional alterada. A correlacdo inversa entre a metilagcdo do Igfl em
machos neonatos de todos 0s grupos com 0 peso ao nascimento indica possivelmente
que existe uma repercussdo funcional decorrente da metilacdo deste gene. Estudos
adicionais sdo necessarios para elucidar esta constatacéo.

O conjunto de resultados de metilagdo e expressdao génica e de concentragao
sérica de insulina e de leptina permite um comentério semelhante ao feito com relacdo
ao IGF-1. Aparentemente ndo ha um vinculo funcional entre o conjunto de resultados
mencionado.

Um aspecto que deve ser salientado com relacdo aos resultados de metilacéo
génica € o fato de que foram constatadas modifica¢cdes no padrdo com o envelhecimento
da prole tanto em machos quanto em fémeas. E mais uma vez o dimorfismo sexual esta
claro no estudo da metilacdo do DNA.

Ao contrario das mudangas genéticas, as marcas epigenéticas podem ser
reversiveis como mostrado no presente estudo. Se as marcas epigenéticas adquiridas
durante a programacdo fetal e atraves da heranca germinativa, de fato, vir a ser
reversivel, entdo poderemos determinar quando, como e se 0 uso de métodos ou
tratamentos preventivos, tais como dietas, medicamentos especificos ou mudancgas de
estilo de vida podem reverter as marcas epigenéticas adquiridas na vida fetal. Possiveis
"dietas epigenéticas” favoraveis, sexo-especificas, podem ser investigadas como parte

de prevencéo e tratamento das alteragdes causadas nas proles.

Discussao
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CONCLUSOES

As consequéncias do consumo de dieta com contetdo reduzido de sodio durante a
gestacdo sobre a prole dependem do momento em que a dieta € oferecida as méaes.
O baixo peso ao nascimento é decorrente do consumo de dieta hipossodica na
segunda semana de gestacao. A resisténcia a insulina na prole adulta é resultante do
consumo de dieta hipossddica na primeira metade da gestacdo. A intolerancia a
glicose na prole adulta é um fendmeno que depende do consumo reduzido de sal

durante toda a gestacao.

Existe um dimorfismo sexual em uma parte substancial das consequéncias do

consumo de dieta hipossddica durante a gestacao sobre a prole.

O efeito de dieta hipossddica durante a gestacdo sobre a prole varia ao longo do seu

envelhecimento.

O baixo peso ao nascimento em machos esta, pelo menos em parte, relacionado
com menores concentracdes séricas de IGF-1, menor expressdo génica de Igfl e
maior metilagdo do gene Igfl.

Os padrées de metilacdo dos genes avaliados ndo sdo constantes, variando com a
idade.

Conclusoes
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ANEXOS

Tabela 1: Composicgéo das dietas.

Ingredientes NR HO
Caseina, proteina rica, g/kg de dieta 287,0 287,0
Sacarose, g/kg de dieta 313,4 313,4
Amido de milho, g/kg de dieta 200,0 200,0
Oleo de soja, g/kg de dieta 60,0 60,0
Celulose, g/kg de dieta 86,6 97,9
Mistura de vitaminas, g/kg de dieta 10,0 10,0
Mistura de minerais, g/kg de dieta 13,4 13,4
Etoxiquina (antioxidante), g/kg de dieta 0,012 0,012
Fosfato de calcio dibasico (CaHPQ,), g/kg de dieta 13,4 13,4
Carbonato de calcio (CaCOs3), g/kg de dieta 6,2 6,2
Cloreto de sadio (NaCl), g/kg de dieta 10,0 1,72

NR (dieta normossddica — 1,3% NaCl) e HO (dieta hipossddica — 0,15% NaCl) contém o
mesmo conteudo de proteina 25%, carboidrato 49,8% e gordura 6,3% (% por peso) e 3,5

Kcal/g.

Anexos
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Abstract

Maternal nutritional alterations during pregnancy are associated with metabolic
disorders, and the period of pregnancy in which these alterations influence adult offspring
remains uncertain. Epigenetic changes are proposed to underlie these disorders. Twelve-
week-old female Wistar rats were fed a low-salt (LS) or normal-salt (NS) diet during
gestation or LS during the first (LS10) or second (LS20) half of gestation. Maternal and
offspring body weights were evaluated. Blood glucose, insulin (ITT) and glucose (GTT)
tolerance tests, HOMA-IR, gene expression and DNA methylation were mapped in the male
offspring. Weight gain was higher in NS and LS10 dams than in LS and LS20 dams in the
third week of pregnancy. Birth weights were lower in LS20 and LS rats compared with NS
and LS10 rats. HOMA-IR was higher in 12-week-old LS rats compared with NS rats and in
20-week-old LS10 rats compared with NS rats. Serum insulin were higher in 20-week-old
LS10 rats compared with NS rats. The GTT indicated glucose intolerance only in 12- and 20-
week-old LS rats. Methylation of the Insr, Igf1, Igflr, Insl and InsZ genes in liver in neonates
and in liver, white adipose tissue and muscle in 20-week-old offspring were influenced by
low-salt intake during pregnancy. In conclusion, low-salt diet in the second half of pregnancy
can result in low birth weights in the offspring. Glucose intolerance observed in adult
offspring occurred only if low salt intake was given throughout pregnancy. However, insulin
resistance in response to low salt intake during pregnancy is related to the time at which this
insult occurs and to the age of the offspring. Alterations in the DNA methylation of Ifg{ were
observed to be correlated with low birth weight in response to low salt feeding during

pregnancy.
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