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EPIGRAFE

‘A menos que modifiquemos a nossa maneira de
pensar, ndo seremos capazes de resolver os problemas
causados pela forma como nos acostumamos a ver o
mundo”

Albert Einstein



RESUMO

De Paula, B. M. F. Padrdes de metilacdo e expresséo de genes da inflamacéo e
do metabolismo energético na prole de ratas submetidas a dieta suplementada
com &cido félico 2021. 98 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto.

Indroducéo — A epigenética nutricional envolve mecanismos que sao essenciais
para o adequado desenvolvimento embrionario dos mamiferos, sendo que,
alteracbes neste estagio podem levar a varios distlrbios metabdlicos. Em
condicBes saudaveis existe um equilibrio entre esses processos e adequado
metabolismo energético, entretanto a interrupcdo e/ou desequilibrio da
homeostase metabdlica pode acarretar em varias patologias, como resisténcia a
insulina, doencas cardiovasculares, obesidade, dentre outras. Objetivo —
Investigar os padrbes metilacdo, expressdo génica e proteica de genes
envolvidos na inflamacdo e no metabolismo energético na prole de ratas
submetidas as dietas deficiente e suplementada com &cido félico. Materiais e
métodos — O estudo envolveu filhotes (n=40) machos e fémeas de ratos Wistar
gue foram desmamados com a mesma dieta de suas respectivas maes. Esses
animais foram randomizados em trés grupos de tratamento: grupo controle (2,0
mg de acido félico/kg de racao), grupo deficiente (0,5 mg de &cido félico/kg de
racao) e grupo suplementado (8 mg de acido félico/kg de racdo). O peso destes
animais e o consumo das rac¢oes foram aferidos trés vezes por semana durante
todo o tratamento, que totalizou 13 semanas. Foram coletadas amostras do
figado, tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom (TAM), a partir das
quais foram extraidos RNA, DNA e proteina utlizando kits comerciais
especificos. Com as referidas amostras biolégicas foram realizadas analises de
expressao génica por reacdo em cadeia de polimerase (PCR); metilacdo do DNA
por Pirosequenciamento e expressao proteica por Western Blotting. Resultados
— Observou-se que filhotes machos do grupo deficiente, e as fémeas do grupo
suplementado, apresentaram maiores peso e ingestdo alimentar que seus
respectivos grupos controle. No figado, a expressdo génica e proteica de Tnf-q,
Pparg e Sirt foram maiores no grupo suplementado comparado ao grupo
controle; II1-B apresentou maior expressao génica e proteica no grupo deficiente
comparado ao grupo suplementado. No TAB, a metilacdo de Foxol foi menor e
a expressao génica foi maior no grupo suplementado comparado com o grupo
controle; a metilcdo de Pparg foi menor no grupo deficiente comparado com o
grupo controle; 116 e Tnf-a apresentaram maior expressao génica e proteica no
grupo suplementado comparado ao grupo controle; II1-f apresentou maior
expressdo génica e proteica no grupo deficiente comparado ao grupo
suplementado. No TAM, a expressao génica e proteica de SIRT1 foi maior no
grupo deficiente comparado ao grupo controle e suplementado; Pparg
apresentou menor expressao génica e proteica nos grupos suplementado e
deficiente comparado ao grupo controle; Il1-B apresentou maior expressao
génica no grupo suplementado comparado ao grupo controle. Todos o0s



resultados com nivel de significancia < 0,05. Concluséo — A dieta suplementada
com &cido folico foi capaz de modular tanto os genes da inflamag&o quanto os
do metabolismo energético na prole. Dessa forma, ha a necessidade de mais
estudos para fornecer melhor compreensédo dos mecanismos moleculares
relacionados a reprogramacao epigenética fetal destes genes, bem como para o
adequado fornecimento de acido folico durante o periodo de desenvolvimento
embrionario/fetal e pés-desmame.

Palavras-chaves: Epigenética, Metilagdo do DNA, Expressdo Génica, Acido

félico, Metabolismo Energético, Inflamacao



ABSTRACT

De Paula, B.M. F. Methylation and gene expression patterns of inflammation and
energy metabolism in offspring of female rats fed a folic acid supplemented diet
2021. 98 f. Thesis (Doctorate) — Faculty of Medicine of Ribeirao Preto, University
of Sao Paulo, Ribeirao Preto.

Background — Nutritional epigenetics involves mechanisms that are essential for
the proper embryonic development of mammals, and alterations at this stage can
lead to various metabolic disorders. In healthy conditions, there is a balance
between these processes and adequate energy metabolism; however, the
interruption and/or imbalance of metabolic homeostasis can lead to nhumerous
pathologies, such as insulin resistance, cardiovascular diseases, obesity, among
others. Objective — To investigate the methylation patterns, gene and protein
expression of genes involved in inflammation and energy metabolism in the
offspring of female rats submitted to folic acid deficient and supplemented diets.
Materials and methods — The study involved male and female offspring (n=40)
of Wistar rats that were weaned on the same diet as their respective mothers.
These animals were randomized into three treatment groups: control group (2.0
mg folic acid/kg feed), deficient group (0.5 mg folic acid/kg feed) and
supplemented group (8 mg folic acid /kg of feed). The weight of these animals
and feed consumption were measured three times a week throughout the
treatment, which totaled 13 weeks. Liver, white adipose tissue (WAT) and brown
adipose tissue (BAT) samples were collected, from which RNA, DNA and protein
were extracted using specific commercial kits. With these biological samples,
gene expression analyzes were performed by polymerase chain reaction (PCR);
DNA methylation by Pyrosequencing and protein expression by Western Blotting.
Results — It was observed that male offspring from the deficient group and
females from the supplemented group had higher weight and food intake than
their respective control groups. In liver, gene and protein expression of Tnf-q,
Pparg and Sirt were higher in the supplemented group compared to the control
group; 111-B showed higher gene and protein expression in the deficient group
compared to the supplemented group. In WAT, Foxol methylation was lower and
gene expression was higher in the supplemented group compared to the control
group; Pparg methylation was lower in the deficient group compared to the control
group; 1I6 and Tnf-a showed higher gene and protein expression in the
supplemented group compared to the control group; 111-B showed higher gene
and protein expression in the deficient group compared to the supplemented
group. In BAT, gene and protein expression of SIRT1 was higher in the deficient
group compared to the control and supplemented groups; Pparg showed lower
gene and protein expression in the supplemented and deficient groups compared
to the control group; 111-B showed higher gene expression in the supplemented
group compared to the control group. All results with a significance level < 0.05.
Conclusion — The folic acid supplemented diet was able to modulate both
inflammation and energy metabolism genes in offspring. Thus, there is a need for



further studies to provide a better understanding of the molecular mechanisms
related to the fetal epigenetic reprogramming of these genes, as well as for the
adequate supply of folic acid during the embryonic/fetal and post-weaning period.

Keywords: Epigenetics, DNA Methylation, Gene Expression, Folic Acid, Energy
Metabolism, Inflammation



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Regulacao epigenética

Figura 2 — Representacédo esquematica das vias de metabolizacdo da
homocisteina

Figura 3 — Citocinas proé-inflamatoria na obesidade

Figura 4 — Protocolo de tratamento dos filhotes machos e fémeas durante o
estudo

Figura 5 - Integridade do DNA das amostras dos tecidos de figado, TAB e TAM
Figura 6 - Integridade do RNA das amostras de TAM

Figura 7 — Continuacao. Integridade do RNA das amostras de TAM

Figura 9 — Integridade do RNA das amostras de figado

Figura 10 — Delineamento experimental do estudo

20

23

25

33

36
38
38
39
43



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 — Peso corporeo (g) dos filhotes machos e fémeas

Grafico 2 — Ingestao alimentar (g) dos filhotes machos e fémeas

Gréfico 3 — Metilacdo do DNA (%) — FOXO1 no figado dos filhotes fémeas
Gréfico 4 — Metilacdo do DNA (%) — FOXO1 no figado dos filhotes machos
Grafico 5 — Metilagcdo do DNA (%) — FOXO1 no figado dos filhotes machos e
fémeas

Gréfico 6 — Metilacdo do DNA (%) — FOXO1 no TAB dos filhotes fémeas
Gréfico 7 — Metilacdo do DNA (%) — FOXO1 no TAB dos filhotes machos
Grafico 8 — Metilacdo do DNA (%) — FOXO1 no TAB dos filhotes machos e
fémeas

Grafico 9 — Metilagdo do DNA (%) — FOXO1 no TAM dos filhotes fémeas
Grafico 10 — Metilagdo do DNA (%) — FOXO1 no TAM dos filhotes machos
Grafico 11 — Metilacdo do DNA (%) — FOXO1 no TAM dos filhotes machos e
fémeas

Gréfico 12 — Metilacdo do DNA (%) — Pparg no figado dos filhotes fémeas
Gréfico 13 — Metilacdo do DNA (%) — Pparg no figado dos filhotes machos

Gréfico 14 — Metilagdo do DNA (%) — PPARG no figado dos filhotes machos e

fémeas

Grafico 15 — Metilacdo do DNA (%) — Pparg no TAB dos filhotes fémeas
Grafico 16 — Metilagdo do DNA (%) — PPARGL1 no TAB dos filhotes machos
Grafico 17 — Metilagdo do DNA (%) — PPARG no TAB dos filhotes machos e
fémeas

Grafico 18 — Metilacdo do DNA (%) — Pparg no TAM dos filhotes fémeas
Gréfico 19 — Metilacdo do DNA (%) — Pparg no TAM dos filhotes machos
Grafico 20 — Metilagdo do DNA (%) — PPARG no TAM dos filhotes machos e
fémeas

Gréfico 21 — Expressao génica de 116 no figado dos filhotes machos e fémeas
Gréfico 22 — Expressao génica de Tnf-a no figado dos filhotes machos e

fémeas

44
44
45
46
46

47
47
48

49
49
50

51
52
52

53
53
54

54
55
55

56
57

Gréfico 23 — Expressao génica de 111-8 no figado dos filhotes machos e fémeas 57

Gréfico 24 — Expressao génica de Sirtl no figado dos filhotes machos e fémeas 58



Grafico 25 — Expresséao génica de Pparg no figado dos filhotes machos e
fémeas

Grafico 26 — Expressao génica de Foxol no figado dos filhotes machos e
fémeas

Gréfico 27 — Expressao génica de 116 no tecido adiposo branco (TAB) dos
filhotes machos e fémeas

Grafico 28 — Expressao génica de Tnf-a no tecido adiposo branco (TAB) dos
filhotes machos e fémeas

Gréfico 29 — Expressao génica de 111-8 no tecido adiposo branco (TAB) dos
filhotes machos e fémeas

Grafico 30 — Expressao génica de Sirtl no tecido adiposo branco (TAB) dos
filhotes machos e fémeas

Gréfico 31 — Expressao génica de Pparg no tecido adiposo branco (TAB) dos
filnotes machos e fémeas

Grafico 32 — Expressao génica de Foxol no tecido adiposo branco (TAB) dos
filhotes machos e fémeas

Gréfico 33 — Expressao génica de 116 no tecido adiposo marrom (TAM) dos
filnotes machos e fémeas

Grafico 34 — Expressao génica de Tnf-a no tecido adiposo marrom (TAM) dos
filhotes machos e fémeas

Gréfico 35 — Expressao génica de 111-8 no tecido adiposo marrom (TAM) dos
filhotes machos e fémeas

Grafico 36 — Expressao génica de Sirtl no tecido adiposo marrom (TAM) dos
filhotes machos e fémeas

Gréfico 37 — Expressao génica de Pparg no tecido adiposo marrom (TAM) dos
filhotes machos e fémeas

Grafico 38 — Expressao génica de Foxol no tecido adiposo marrom (TAM) dos
filhotes machos e fémeas

Grafico 39 — Expressao proteica de 116 no figado dos filhotes machos e fémeas
Gréfico 40 — Expressao proteica de Tnf-a no figado dos filhotes machos e
fémeas

Gréfico 41 — Expressao proteica de 111- no figado dos filhotes machos e

fémeas

58

59

59

60

61

61

62

62

63

63

64

64

65

66

66
67

67



Grafico 42 — Expressao proteica de Sirtl no figado dos filhotes machos e
fémeas

Gréfico 43 — Expressao proteica de Pparg no figado dos filhotes machos e
fémeas

Grafico 44 — Expressao proteica de Foxol no figado dos filhotes machos e
fémeas

Grafico 45 — Expressao proteica de IL6 no TAB dos filhotes machos e fémeas
Grafico 46 — Expressao proteica de Tnf-a no TAB dos filhotes machos e fémeas
Grafico 47 — Expressao proteica de 111-B no TAB dos filhotes machos e fémeas
Grafico 48 — Expressao proteica de Sirtl no TAB dos filhotes machos e fémeas
Gréfico 49 — Expressao proteica de Pparg no TAB dos filhotes machos e
fémeas

Grafico 50 — Expressao proteica de Foxol no TAB dos filhotes machos e
fémeas

Grafico 51 — Expressao proteica de IL6 no TAM dos filhotes machos e fémeas
Grafico 52 — Expresséao proteica de Tnf-a no TAM dos filhotes machos e
fémeas

Grafico 53 — Expressao proteica de I11-f no TAM dos filhotes machos e fémeas
Grafico 54 — Expressao proteica de Sirtl no TAM dos filhotes machos e fémeas
Grafico 55 — Expressao proteica de Pparg no TAM dos filhotes machos e
fémeas

Grafico 56 — Expressao proteica de Foxol no TAM dos filhotes machos e

fémeas

69

69

70
71
71
72
72

73

74
74

75

75

76

77



LISTA DE QUADROS E TABELAS

Quadro 1 — Numero de filhotes por grupo de intervencéo

Quadro 2 — Quantidade dos ingredientes para o preparo da ra¢ao controle,
deficiente e suplementada com &cido foélico

Quadro 3 — Anticorpos primarios e secundarios do estudo

Quadro 4 — Resumo dos resultados de metilacdo do DNA

Quadro 5 — Resumo dos resultados de metilacdo do DNA. Andlise entre
machos e fémeas

Quadro 6 — Resumo dos resultados de expressao génica

Quadro 7 — Resumo dos resultados de expressao génica. Andlise entre
machos e fémeas

Quadro 8 — Resumo dos resultados de expressao proteica

Quadro 9 — Resumo dos resultados de expressao proteica. Analise entre

machos e fémeas

33

34

42
1

78

78

79

79

79



LISTA DE SIGLAS E SIMBOLOS

® - Marca registrada

pl: microlitro

5-MTHF: 5-metiltetrahidrofolato

ACTH: hormonio adrenocorticotrépico

AgRP: Proteina relacionada ao Agouti

AIN-93: Instituto Americano de Nutricdo — Recomendacdes dietéticas para
animais

AMPK: proteina quinase

ANOVA: anélise de variancia

BSA: soro fetal bovino

cDNA: acido desoxirribonucléico complementar

CpG: Citosina-fosfato-Guanina

DNA: acido desoxirribonucléico

DNMT1: DNA metiltransferase 1

FMRP-USP: Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o
Paulo

HCy: homocisteina

IMC: indice de massa corporal

M: molar

MiRNA: microRNA

MRNA: acido ribonucléico mensageiro

MTHF ou 5,10-MTHF: 5,10-metilenotetrahidrofolato redutase
MTR: metionina sintase

OMS: Organizacdo Mundial da Saude

rpm: rotacdes por minuto

RT-gPCR: reacdo em cadeia da polimerase por transcriptase reversa
quantitativa

SAH: S-adenosilhomocisteina

SAM: S-adenosilmetionina

STATS3: transdutor de sinal e ativador de transcri¢cao 3

TAB: tecido adiposo branco

TAM: tecido adiposo marrom



TBS-T: Tampao Tris Salino com Tween
THF: tetrahidrofolato
™ - Marca comercial

V: volts



\l

SUMARIO

INTRODUGAO . ......coiiiiiiiiieeeee ettt ettt st aree e 20
EPIGENETICA . ..ottt ettt eee e, 20
METILACAO DO DNA ... ..ottt 21
ACIDO FOLICO ...ttt 22
INFLAMAGAO. ...ttt 24
METABOLISMO ENERGETICO......cueioteeeeeeeeee e e e e 26
JUSTIFICATIVA ettt ettt ettt ee e 30
OBUIETIVOS. ..ottt ettt e et e et erer e, 31
OBJIETIVO GERAL.....c oot 31
OBJETIVOS ESPECIFICOS......oe ot 31
MATERIAIS E METODOS ...t 32
QUESTOES ETICAS . ..ottt ettt 32
ANIMAIS DO ESTUDO.....eeeot ettt et eee e s 32
PREPARO DA DIETA ..ottt ettt eee et 33
SACRIFICIO DOS ANIMAIS ...t 34
EXTRACAO DO DNA . .....oooieeieeeeeee ettt 35
QUANTIFICACAO DO DNA. ...ttt 35
CONVERSAO DO DNA ...ttt et 35
PADRONIZACAO Q-SOLUTION . .....ciiiiieecei et 36
METILACAO DO DNA ... ..ottt 36
EXTRACAO DO RNA ..ottt 37
QUANTIFICACAO DO RNA.......ooitieeeeeeeteeeee e, 37
INTEGRIDADE DO RNA ... .ottt ettt r e eee e 37
TRATAMENTO DO RNA . ...ttt ettt eeee e, 39
SINTESE DE CDNA. ...ttt 39
EXPRESSAQO GENICA ... ettt 40
EXTRACAO DE PROTEINA. .. ..ottt ettt 40
QUANTIFICACAO DE PROTEINA ...ttt 40
WESTEN BLOTTING . .. eeett ettt ettt ee et ee et eee e eee e e 41
ANALISE ESTATISTICA ..ottt e, 43
RESULTADOS. ...ttt ettt ettt ettt e et e et s e et eeeeeene e 44
PESO CORPOREOD. ...t e e e 44
CONSUMO DE RAGAO.........ooiiieeeeeee e, 44
METILACAO DO DNA ...t oottt 45
EXPRESSAQO GENICA . ....ccee oot 56
EXPRESSAO PROTEICA. ..ot eeeee oo 66
RESUMO DOS RESULTADOS. ......ooeteeeeeeee et 77
DISCUSSAOD . ...ttt ettt e et et e ettt et nee e 81
CONCLUSAO . ..ttt ettt 87
REFERENCIAS. ...ttt et eee e e e e eeeseeeeee e 88

ANEXO — APROVACAO DO COMITE DE ETICA.....cooeveeeeeeeree e 94



1 INTRODUCAO

EPIGENETICA

A palavra epigenética traz consigo diferentes definicbes no campo da
pesquisa, todavia, a definicdo mais clara e empregada é “o estudo dos
fenbmenos e mecanismos que esta limitado ao cromossomo, que causa
mudancas hereditarias para expressao génica que nao sdo dependentes de
alteragdes na sequéncia de DNA” [1].

A epigenética engloba trés mecanismos distintos: metilacdo do DNA,
modificacdo de histonas e microRNA, que atuam na regulacdo da expressao
génica, como mostrado na Figura 1. Estes fenbmenos sdo uma caracteristica
essencial do desenvolvimento de mamiferos e tem um papel de grande
relevancia na programacao fetal, uma vez que modificacbes neste estagio

podem levar ao desenvolvimento de inUmeras doengas [2,3].

Acetilacao € —————— > Metilacao do DNA
de histona

- -

Via miRNA <€~~~

l miRNA

Figura 1. Regulacdo epigenética. Ha trés mecanismos distintos na regulacdo
epigenética: 1) Metilacdo do DNA: grupos metil se ligam nas ilhas CpG e regulam a
atividade do gene. A metilacdo torna o DNA inacessivel e assim suprime a expressao
génica; 2) Modificacdo de histonas: metilacdo (Me) ou acetilacdo (Ac) de histonas
determina a atividade do DNA envolvido em torno da histona; e 3) microRNA: moléculas
de RNA ndo codificante que afeta o silenciamento do RNA e a regulacdo p0s-
transcricional da expresséo génica.

Fonte: modificada de [4].
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METILACAO DO DNA

A metilacdo do DNA é o mecanismo epigenético de regulacéo da expressao
génica que ocorre em dinucleotideos CpG, esta modificacdo covalente contribui
para a regulagédo transcricional e estrutura da cromatina interferindo com a
afinidade de proteinas sensiveis a metilacdo que se ligam ao DNA e, desse
modo, desempenham importante papel na expressdo génica tecido-especifica,
imprinting genémico e inativacdo do cromossomo X [5,6].

O mecanismo de metilacdo do DNA desempenha um papel importante,
principalmente durante as fases embrionarias iniciais, pois € neste periodo que
0s padrdes de metilacdo sdo apagados e, reestabelecidos de maneira linhagem-
especifica. Vale ressaltar que ap0s seu estabelecimento, padrdes tecido-
especificos de metilacdo do DNA, geralmente, sdo mantidos com alta fidelidade
por toda a vida. Véarios estudos em humanos e em animais tem apresentado o
impacto da alimentacdo materna, no periodo gestacional, sobre a metilagdo do
DNA, principalmente em relacdo a ingestdo de nutrientes doadores de grupo
metil (envolvidos no metabolismo do carbono 1) como colina, betaina, acido
félico, e vitaminas do complexo B, mostrando que a nutricAo materna pode
exercer grande influéncia nos padrées de metilacdo da prole, levando a um
estado saudavel e adequado de desenvolvimento na vida adulta [5,7].

O metabolismo do carbono-1 é uma rede de reacfes bioquimicas inter-
relacionadas em que o carbono-1 de um doador é transferido para o
tetrahidrofolato, para subsequente reducédo ou oxidacdo e/ou transferéncia do
carbono para as vias bioquimicas essenciais para a sintese do DNA e reparo ou
metilagéo. No metabolismo do carbono-1 a reagéo da metionina sintetase exerce
um papel central por fornecer meios para que a homocisteina possa ser
remetilada e, desse modo, haja a sintese de metionina. A metionina é, entao,
adenilada para formar S-adenosilmetionina, que por sua vez doa seu grupo metil
para aproximadamente 80 reacdes de metilacéo, incluindo a metilacdo do DNA,
RNA e de proteinas [8,9].

Desta forma, o metabolismo do carbono-1 é de grande importancia na
programacao epigenética dos gametas de mamiferos e do embrido, visto que,
perturbacdes neste periodo periconcepcional podem levar a alteracbes
epigenéticas permanentes no DNA da prole [10].
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Em um estudo com ratas, os micronutrientes (acido félico e vitamina B12)
integrantes do metabolismo do carbono-1 apresentaram a fungcéo de reduzir a
inflamacéo e estresse oxidativo na pré-eclampsia [11].

Outro estudo mostrou que os filhotes de ratos que receberam dieta com
deficiéncia em acido folico no poés-desmame até a puberdade apresentaram
aumento significativo da metilagdo do DNA genémico no figado e este fenébmeno
persistiu até a vida adulta mesmo com o retorno da dieta controle na puberdade.
Os autores sugerem, entdo, que o folato durante o desenvolvimento pés-natal,
até o inicio da idade adulta pode desempenhar papel relevante na programacao
epigenética, que pode ter efeito permanente na vida adulta [12].

Desse modo, a metilagdo do DNA gendmico pode ocorrer em outras fases
da vida, todavia, sdo cruciais no inicio da fase gestacional. Outro exemplo, em
ratos, mostra que os niveis de nutrientes doadores de grupo metil da dieta
materna nos primeiros dias de gestacéo, j4 foram capazes de alterar a forma
como a prole metaboliza a glicose [13].

ACIDO FOLICO

Uma das vitaminas mais utilizadas por mulheres durante o periodo
gestacional é o 4cido félico (também conhecida como vitamina B9). Esta vitamina
€ consumida, primeiramente, para evitar os defeitos no tubo neural na prole [14].
Todavia, esta suplementacdo também esta envolvida com outros mecanismos,
que podem trazer efeitos benéficos ou maléficos para os seus descendentes
[15]. Um dos mecanismos é o efeito epigenético nutricional, na qual a
suplementacao com acido folico, que € um cofator no metabolismo do carbono-
1, durante a gestacdo, pode afetar a programacao fetal e modular o padréo de
metilacdo do DNA genbmico e, desse modo, causar a desregulacdo da

expressao génica [16,17]. O metabolismo do folato esté ilustrado na Figura 2.
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Figura 2. Representacdo esquematica das vias de metabolizagdo da homocisteina.
BHMT =betaina-homocisteina metltransferase; MTHF = metilenotetrahidrofolato;
MTHFR = metilenotetrahidrofolato redutase; NADPH = nicotinamida adenina

dinucleotideo fosfato na forma reduzida; NADP+ = nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato.
Fonte: VENANCIO; BURINI; YOSHIDA [8].

Interligado ao ciclo do folato, o ciclo da metionina também envolve varios
mecanismos que influenciam na epigenética, visto que restricbes em um dos
seus componentes pode ocasionar em alteragcdes na metilacdo do DNA e nos
miRNAs [18,19]. Ademais, estudos mostraram que a metionina pode influenciar
em varios aspectos benéficos na salde de roedores como, resisténcia contra
adiposidade, melhora no metabolismo lipidico e de glicose hepéatica, preservacao
da funcado cardiaca, diminuicdo do estresse oxidativo, além de reduzir o peso
corpéreo [18].

Além disso, perturbacbes no metabolismo de folato, como mutacdo da
enzima metionina sintetase redutase, apresentam heranga epigenética
transgeracional que sdo responsaveis pelo processo de desenvolvimento
especifico na prole [20]. Em um estudo observou-se que a suplementacdo com

acido folico em ratas prenhas expostas a lipopolissacarideo atenuou
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significativamente o retardo de crescimento intrauterino, ativacdo do fator
nuclear-kB (NF- kB), ativagao de ciclo-oxigenase (COX)-2 e reduziu os niveis de
interleucina 6 (IL-6), sugerindo que este micronutriente apresenta acao anti-
inflamatoria [21].

Isto posto, € de grande relevancia o estudo sobre a ingestéo de acido folico
para modular os padrdes adequados de metilacdo do DNA e expressao génica,
visto que esta vitamina estd4 envolvida com mecanismos que tem potencial
impacto no desenvolvimento de doencas cronicas, portanto, seu consumo

adequado acarreta no desenvolvimento e manutencéo da saude [22,23].

INFLAMACAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude — OMS [24], 0 sobrepeso e a
obesidade s&do definidos como acumulo de gordura anormal e excessivo,
podendo ser aferida pelo indice de massa corporal (IMC), sendo o peso de um
individuo (em kg) dividido pelo quadrado de sua altura (em metros). Se a pessoa
apresentar igual ou superior a 25 kg/m2 é considerado excesso de peso, e se for
igual ou acima de 30 kg/mz é classificado com obesidade.

A obesidade em ratos e em seres humanos esta associada com a infiltragao
de macrofagos no tecido adiposo, onde os adipOcitos expressam citocinas pro-
inflamatdrias como interleucina 6, fator de necrose tumoral a e interleucina 13
[25].

Desse modo, este excesso de gordura é caracterizado por uma inflamacao
cronica de baixo grau, que predispde a resisténcia a insulina, levando ao quadro
de diabetes mellitus tipo 2, complicacdes cardiovasculares, entre outras. Em
relacdo aos 6rgdos que apresentam inflamacéo relevante na presenca desta
doenca estdo o tecido adiposo e o figado [26,27]. O figado e o tecido adiposo
sdo importantes 6rgdos na investigacdo de marcadores inflamatérios, pois estes
marcadores contribuem para investigacao de futuras alteragdes, como a doenca
cardiaca [28].

O desenvolvimento da inflamacao na obesidade se inicia principalmente no
tecido adiposo, e consequentemente, com o aumento da producédo de citocinas
pré-inflamatérias, afetando outros 6rgéos, como o figado. Pesquisas mostram

gue o aumento na producao destas citocinas, em ambos 0s 0rgaos, pode levar
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ao desenvolvimento de doencas, inclusive de tumores, ndo somente relacionado

ao figado, mas em outros tecidos, como o colon [29].
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Figura 3. Citocinas pré-inflamatoria na obesidade. Na obesidade grave o tecido adiposo
produz de 100 a 1.000 vezes mais citocinas proé-inflamatoria, como interleucina 6 (IL-6),
fator de necrose tumoral a (TNF-a) e interleucina 1 (IL-18) quando comparado com o
figado. Concomitantemente, a expressdo dos mediadores anti-inflamatérios, como
adiponectina ou interleucina 37 (IL-37) é reduzida neste tecido. O figado é um dos
principais alvo de mediadores derivados do tecido adiposo, e este desequilibrio entre os
mediadores pro- e anti-inflamatdérios na obesidade, resulta em dano hepatico.
Notavelmente, a perda de peso inverte este perfil, onde ocorre a diminuicdo das
citocinas pro-inflamatério e aumento das anti-inflamatérias.

Fonte: modificado de [29].

Um estudo realizado com camundongos mostrou que a inflamacéo no
tecido adiposo e figado induzida por obesidade pode ser revertida durante a
gestacdo, visto que as maes obesas mostraram baixa inflamacédo nos dois
tecidos estudados durante este periodo [30].

A dieta obesogénica materna em ratas tem efeito significativo no peso da
prole e na expressao génica no figado, onde mais de 5% dos genes envolvidos
com a inflamacéo séo afetados [31].

Em individuos com sobrepeso e obesidade foi observada uma associacao
negativa da metilagdo de TNF-a com o consumo dietético de colesterol, acido
félico, B-caroteno, carotenoides e retinol [32].

A dieta materna influencia fortemente o estado de obesidade e,

consequentemente, na inflamagéao, da prole. O figado é o principal 6érgao para o
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armazenamento e metabolismo de folato, e a deficiéncia deste micronutriente
leva a ocorréncia de muitas doencas neste Orgdo. Além de poder afetar
severamente o0 metabolismo celular, essa deficiéncia provoca alteracdes
estruturais no DNA, doencas neurolégicas, aumento do estresse oxidativo no
tecido hepatico, defeitos da membrana devido a hipometilacdo de fosfolipidios e
aumento dos niveis de homocisteina [33].

Um estudo mostrou que a suplementacdo com &cido folico durante a
gestacdo de ratas ocasionou o fendtipo obesogénico na prole, contudo, este
episodio foi corrigido quando a prole consumiu dieta suplementada com acido
félico no pos-desmame. Desse modo, sugere-se que ha efeito epigenético com
a ingestdo de folato ndo somente no Gtero, mas também apos o nascimento [34].

A deficiéncia de folato pode causar aumento na resposta inflamatoria por
macrofagos, pois, em um estudo in vitro foi observado um aumento de 2 a 3
vezes na expressdo de RNAm e de proteinas dos mediadores inflamatérios IL-
18, TNF-a e IL-6 (p<0.01), que levaria ao aumento do risco de desenvolvimento
de doenca vascular [35].

Um estudo com animais mostrou que o0s niveis plasméaticos de IL-6
estiveram maiores e IL-1B8 menor na prole de ratas que receberam dieta
deficiente em vitamina B12 e folato. No tecido adiposo observou-se que, nos
mesmos animais, os niveis de TNF-a e IL-6 estavam significativamente
aumentados em comparacdo ao controle [36]. Em células de linhagem
monocitica humana (THP-1) tratadas com &cido folico e expostas a hipdxia para
causar inflamacao, demonstrou-se que este tratamento ocasionou diminuicdo
dos niveis de proteina e RNAmM de IL-1B e TNF-a, destacando o efeito anti-

inflamatorio deste micronutriente [37].

METABOLISMO ENERGETICO

O metabolismo energético € amplamente definido como o conjunto de
reagfes quimicas que se processam no organismo exigidas para manutencao
da vida. As reacOes envolvidas nesse processo sédo categorizadas como de
natureza catabolica ou anabdlica. Em condi¢des saudaveis existe um equilibrio

entre esses processos, logo, em condi¢gOes patologicas, ocorre uma interrupgao
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da homeostase metabdlica o que pode levar a um efeito draméatico na morbidade
e mortalidade [38].

Existem varios genes envolvidos no metabolismo energético, incluindo:
sirtuina 1 (SIRT1) [38]; receptor ativado por proliferadores de peroxissoma
gama (PPAR-y) [39]; Forkhead box O1 (FOXO1) [40].

SIRT1

As Sirtuinas (SIRTSs) caracterizam uma conservada familia de enzimas com
atividade desacetilase dependente de NAD+, encontrada em todos os dominios
de vida e, que regulam as atividades de uma variedade de fatores de transcricao,
co-reguladores e enzimas que melhoram a resisténcia a obesidade. Dentre as
sirtuinas (SIRT1 a SIRT7), a SIRT1, € a mais estudada atualmente e emergiu
como um sensor metabolico chave em varios tecidos metabdlicos [41].

No figado, a SIRT1 € um importante regulador do metabolismo da glicose.
Durante a fase de jejum a curto prazo, SIRT1 inibi TORC2, um co-ativador de
transcricdo regulado por CREB que é importante para ativagcdo mediada por
cAMP/CREB de genes da gliconeogénese, levando a reducdo deste processo
[42]. Entretanto, no jejum prolongado aumenta a desacetilacdo mediada por
SIRT1 e a ativagdo de PGC1-q, resultando em aumento da oxidacéo de &cidos
graxos e homeostase de glicose [43]. Com relacdo ao metabolismo lipidico, em
jejum, a SIRT1 desacetila a Proteina de ligacdo ao elemento regulador de
esterol (SREBP1), resultando na repressao da sintese de gordura e colesterol
[44].

No tecido adiposo branco, em jejum, a SIRT1 pode promover a mobilizacao
de gordura do tecido adiposo, via Pparg, para impulsionar a utilizacdo de lipidios
no figado e nos musculos. Por outro lado, o excesso de energia, que pode ser
induzido por uma dieta rica em gorduras, causa a ativacao da caspase | como
parte do inflamassoma. Essa reducdo da SIRT1 no tecido adiposo branco
contribui para a disfuncdo metabdlica induzida por essa dieta. Em contrapartida,
0 aumento da atividade da SIRT1, ocorre a redugcao da diferenciagcao dos
adipécitos [42,44].
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Isto posto, a expressdo aumentada do gene Sirtl € descrita como
benéfica, pois tem a fungéo de ativar vias metabdlicas catabodlicas e aumentar a
longevidade [45].

Em experimento animal foi observado que filhotes machos de ratas que
foram submetidas a dieta com restricdo energética durante o periodo gestacional
apresentaram menor expressdo génica de SIRT1, em amostras de tecido
adiposo branco e figado, quando comparados com o grupo controle. Sugerindo
gue ha uma predisposicado desses animais ao desenvolvimento de obesidade na
vida adulta [46].

Em resposta a alimentagdo, uma dieta deficiente em nutrientes que sao
doadores de grupo metil, como acido folico e vitamina B12, durante a gestacao
e lactacédo, esta relacionada com diminuicdo na expresséo de PPAR-a e ERR-q,
e hipometilacdo/hiperacetilacdo da proteina PGC1l-a através da diminuicdo da

expresséo da arginina metiltransferase 1 (PRMT1) e SIRT1 na prole [47].

PPAR-y

Os PPARs consistem em trés membros: PPAR-a, PPAR-B e PPAR-y. De
modo geral, os PPARs apresentam a funcao de controlar a expressao de muitos
genes envolvidos na homeostase metabdlica, no metabolismo lipidico, da glicose
e energético, adipogénese e inflamacdo. Desse modo, também estdo envolvidos
na patogénese de doencas metabdlicas, como, diabetes mellitus tipo 2,
sindrome metabdlica, doenca cardiovascular e doenca hepatica gordurosa néo
alcodlica [39,48].

No tecido adiposo desempenha um papel essencial na regulacdo da
adipogénese, um processo pelo qual os pré-adipGcitos precursores se
diferenciam em adipécitos totalmente maduros. Nesse tecido, a ativacdo do
Pparg aumenta pequenos adipdcitos, aumentando assim o horménio
adiponectina sensivel a insulina e reduzindo a resistina e fator de necrose
tumoral (TNF-a), que induzem resisténcia a insulina. No entanto, a ativacao
parcial do Pparg leva a beneficios, principalmente mediada pelo aumento da
expresséo de adiponectina e diminuicdo da resisténcia a insulina [48].

A expresséo génica de PPAR-y nos filhotes pode se comportar de maneiras

distintas, dependendo da dieta materna nos periodos de gestacao e lactacao, e
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do tecido em analise. Em um estudo, foi observado que a suplementacao
materna com acido folico resultou em alteragdo significativa na expressao génica
de PPAR-y no figado da prole, todavia, esta mudanc¢a n&o ocorreu no cérebro,
rim e colo [49].

No estudo de Sie et al. [50] foi observado que filhotes de ratas que foram
expostas a dieta suplementada com &cido félico durante a gestacéo e lactagcédo
apresentaram diminuigdo significativa na metilagdo global e especifica dos
genes PPAR-y, ER-a, p53 e Apc no figado. No entanto, quando a dieta
suplementada com acido félico também foi fornecida para prole resultou em
aumento significativo da metilacdo do DNA dos genes PPAR-y, p53 e p16.

Em outro estudo, foi mostrado que a dieta deficiente em vitamina B12 no
periodo de gestacéo e lactacdo ocasionou diminui¢ao significativa da expressao
de PPAR-y e PPAR-a no figado da prole [51].

FOXO1

O FOXO1, uma das quatros isoformas de FOXO, atua como regulador do
metabolismo energético e esta expresso abundantemente em todos os tecidos.
No tecido adiposo branco FOXO1 regula a homeostase de nutrientes e energia,
ja no tecido adiposo marrom tem a funcdo de promover o gasto de energia,
aumentando a expressao de genes envolvidos na termogénese, como PPAR-y1
e UCP1[52]. No figado, FOXO1 ativado promove a produc¢éao de glicose hepatica
através da inducédo das enzimas gliconeogénicas Pepck e G6pc. Em resposta a
alimentacdo, FOXOL1 € inibido pela insulina, e desse modo ocorre alteracao no
metabolismo da glicose para acetato para oxidacdo ou conversdao em acidos
graxos [40].

Em um estudo, com animais, foi mostrado que a inibicdo da atividade de
FoxO1 no tecido adiposo branco melhora a tolerancia a glicose e a sensibilidade
a insulina e aumenta o gasto energético sob dieta normal bem como com alto
teor de gordura [53].

Além da alimentacéo, a expressdo de FOXO1 também pode ser alterada
em decorréncia de outros fatores ambientais, como perturba¢gdes no sono. No
estudo de Mutskov et al. [54] foi observado que ratas gestantes expostas a

distarbios no sono, como sono fragmentado, resultou em aumento do peso e
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consumo alimentar da prole. Quanto a analise temporal de Foxol e seus alvos
gliconeogénicos foi revelado que as anormalidades epigenéticas de Foxol
precedem o fendétipo de sindrome metabdlica. Todavia, a atividade fisica regular
nesses filhotes no inicio da vida, mas ndo mais tarde, reverteu esse fenotipo na

prole, mesmo expostos a disturbios do sono na gestacao.

30



2 JUSTIFICATIVA

Diante do exposto, mais estudos que investiguem o efeito do acido félico
na programacao epigenética fetal focado no papel da metilagdo do DNA e na
expressdo de genes, principalmente envolvidos nas vias inflamatérias e no
metabolismo energético responsaveis pela obesidade, poderdo fornecer melhor
compreensao e esclarecimento da manutencdo da salde e prevencao de
doencas cronicas, abrindo um novo campo na pesquisa sobre 0s mecanismos
envolvidos na homeostase, estudos epidemiolégicos, avaliagdo de riscos e

tratamentos para essas doengas.
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3 OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

- Investigar os padrdes metilagcdo, expressdo génica e proteica de genes
envolvidos na inflamacdo e no metabolismo energético na prole de ratas

submetidas as dietas deficiente e suplementada com &cido félico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o ganho de peso corporeo e o consumo alimentar da prole de ratas

submetidas as dietas deficiente e suplementada com &cido félico.

- Investigar o padréo de expresséo dos genes envolvidos na inflamacéo (116, Tnf-
a e 111-B8) no figado e tecidos adiposos (branco e marrom) na prole de ratas

submetidas as dietas deficiente e suplementada com &cido félico.

- Investigar o padrdo de expressdo e metilacdo dos genes envolvidos no
metabolismo energético (Sirtl, Pparg e Foxol) no figado e tecidos adiposos
(branco e marrom) na prole de ratas submetidas as dietas deficiente e
suplementada com &cido folico.

- Identificar e quantificar as proteinas envolvidas na inflamacéao e no metabolismo
energético (116, Tnf-a, I11-B, Sirtl, Pparg e Foxol) no figado e tecidos adiposos
(branco e marrom) na prole de ratas submetidas as dietas deficiente e

suplementada com acido félico.
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4 MATERIAIS E METODOS

QUESTOES ETICAS

O projeto de pesquisa intitulado “Padrdes de metilacdo e expressdo de
genes da inflamacéo e do metabolismo energético na prole de ratas submetidas
a dieta suplementada com &cido félico” esta de acordo com os Principios Eticos
em Experimentacdo Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi aprovado em reunido no dia 29 de
outubro de 2018, com numero de protocolo 028/2017 (ANEXO).

ANIMAIS DO ESTUDO

Os animais utilizados foram ratos Wistar. Ao chegarem ao Biotério da
Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/ FMRP, os animais
foram separados por sexo e permaneceram em caixas plasticas (44cm de
largura, 50cm de comprimento e 27cm de altura), sendo no maximo 3 animais
por caixa. Os animais permaneceram em ambiente climatizado (22°C) com ciclo
de 12 horas escuro, 12 horas claro e receberam a dieta e 4gua ad libitum. O
peso dos animais e o consumo das racfes foram aferidos trés vezes por semana
durante todo o experimento. A principio os animais foram submetidos ao
consumo da racao comercial por trés dias, para se ambientar com o novo local.
Posteriormente, foi iniciado o consumo das dietas modificadas, e desta forma os
animais foram divididos em trés grupos distintos de tratamento, sendo grupo de
dieta controle (GC), grupo de dieta deficiente em &cido félico (GD) e grupo de
dieta suplementada com &cido félico (GS). Apés uma semana, as fémeas foram
colocadas nas caixas junto com os machos para o acasalamento. Estes animais
permaneceram juntos por, aproximadamente, uma semana e depois de
confirmada a prenhez das fémeas, foram separados novamente.

Durante o periodo de gestacéo e lactacdo que durou aproximadamente
42 dias (sendo 21 dias cada) as médes mantiveram o0 consumo da dieta
modificada. O quadro 1 mostra o numero de filhotes referente ao grupo de

intervencao proposto:
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Numero de filhotes

Grupo Controle Filhotes machos 7
(n=16) Filhotes fémeas 9

Grupo Deficiente Filhotes machos 8
(n=13) Filhotes fémeas 5

Grupo Suplementado Filhotes machos 5
(n=11) Filhotes fémeas 6

TOTAL de filhotes (n= 40)

Quadro 1. Numero de filhotes por grupo de intervencao.

Apos o desmame os filhotes também foram submetidos ao consumo das
dietas modificadas por trés meses, dando sequéncia da mesma dieta consumida

por suas respectivas maes. A figura 1 mostra o desenho do estudo:

Filhotes machos e fémeas

Periodo Gestacao Lactacao Pos-desmame (13 semanas)
DC | =——p| DC > | bc
(2]
G
B DD | =——=| DD > | DD
&)
DS |=——3| DS > | DS

Figura 4. Protocolo de tratamento dos filhotes machos e fémeas durante o
estudo. Dieta Controle (DC); Dieta Deficiente (DD); Dieta Suplementada (DS).

PREPARO DA DIETA

A dieta oferecida para os animais foi baseada na AIN 96 — American
Institute of Nutrition [55] que fornece todos os macros e micronutrientes
necessarios para o crescimento e desenvolvimento normal. O Unico ingrediente
da dieta que foi alterado no mix de vitaminas foi o acido fdlico, o qual se
encontrava na dieta controle numa concentragcédo de 2,0 mg/Kg racéo, na dieta
deficiente a 0,5 mg/Kg racédo e na dieta suplementada a 8,0 mg/Kg racédo. O
quadro 2 mostra os ingredientes e suas quantidades utilizadas para o preparo

da racéo.
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Ingredientes Quantidade Quantidade Quantidade
(9/kg) (9/kg) (9/kg)
Dieta controle Dieta Dieta
deficiente suplementada
L-Cistina 1,8 1,8 1,8
Bitartarato de 2,5 2,5 2,5
Colina
Mix de vitaminas | 10 (fornecendo 2 | 10 (Fornecendo | 10 (Fornecendo 8
- mg de acido 0,5 mg de acido mg de acido
contendo acido folico/kg) folico/kg) félico/kg)
folico
Mix de minerais 35 35 35
Celulose microfina 50 50 50
Sacarose 100 100 100
Caseina 140 140 140
Amido 155 155 155
dextrinizado
Amido de milho 465,69 465,69 465,69
Ditert butil- 0,008 0,008 0,008
hidroguinona
Oleo de Soja 40 40 40
Agua 1.750 ml 1.750 ml 1.750 ml

Quadro 2. Quantidade dos ingredientes para o preparo da racao controle,
deficiente e suplementada com &acido folico.

Todos os ingredientes foram pesados individualmente, misturados
(sempre os volumes menores eram misturados primeiros e logo apos os de
volumes maiores eram acrescentados) e homogeneizados manualmente em
uma bacia. Em seguida, essa massa foi peletizada em um peletizador.
Posteriormente, essa ragdo foi levada para estufa para secagem a 45°C por te
24 horas. Apés a secagem, a racao foi colocada em sacos plasticos identificados

e armazenada em freezer horizontal até o momento do consumo.

SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Apbs o tratamento de todos os filhotes (n = 40), que durou trés meses, 0s
animais foram eutanasiados por anestesia com 300 mg/kg de quetamina e 30
mg/kg de xilazina, e em seguida decapitados, respeitando as normas da
Comissé&o de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da USP de Ribeirdo Preto/SP. Subsequentemente, foram

coletadas amostras do figado, tecido adiposo marrom (retirado da regido
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cervical) e tecido adiposo branco (retirado da regido abdominal - visceral) de
cada animal, totalizando 120 amostras para serem analisadas.

Para retirada dos tecidos foram utilizadas tesouras e pingas cirdrgicas
autoclavadas e, em seguida as amostras foram colocadas individualmente em
tubos com nitrogénio liquido e logo depois armazenadas no freezer a menos

80°C para as analises posteriores.

EXTRACAO DO DNA

A extracdo do DNA a partir das amostras de figado, TAB e TAM foi
realizada através do Kit DNeasy® Blood and Tissue Kit (Qiagen™). A eluicao
final foi de 200 pl em tampéao AE (do kit). Em seguida, para ver a integridade do
DNA, correu-se um gel de agarose 1% em tampao TAE, em 90V por 30 minutos;
o marcador utilizado foi 0 1 Kb Plus DNA Ladder da Invitrogen (ThermoFisher™).
O gel foi analisado no aparelho com sistema de captacdo de imagem acoplado
ao transiluminador de UV. Todos os DNAs de todos os tecidos se mostraram
integros.

QUANTIFICACAO DO DNA

A quantificacdo do DNA de cada amostra foi feita no aparelho Qubit® 2.0
Fluorometer (Invitrogen™) com o Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen™).
Todas as amostras apresentaram quantidades de DNA satisfatéria para
realizacdo das andlises de converséo e subsequentemente, metilacdo do DNA.

CONVERSAO DO DNA

Para a conversdo do DNA pelo bissulfito seguiu-se o protocolo:
Conversao de bissulfito de sodio de citocinas ndo metiladas no DNA do Kit Epitec
Bisulfite Kit (Qiagen™), utilizando o aparelho Termociclador Veriti® 96 well
thermal cycler (Applied Biosystem™). A quantidade de DNA utlizada para
conversao foi de 1.500 ng para as amostras de figado, 150 ng para as amostras
de TAM e 100 ng para as amostras de TAB, devido a quantidade que apresentou

cada tecido.
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PADRONIZACAO Q-SOLUTION

Antes de passar para proxima etapa, utilizamos o PyroMark® PCR Kit
(Qiagen™), para observarmos se teria ou ndo a necessidade da utilizacdo do
reagente Q-solution (que vem junto ao Kit), que é um novo aditivo que permite a
amplificacéo eficiente de modelos "dificeis" (por exemplo, ricos em GC). Para
essa etapa de padronizacédo utilizamos 1 amostra de cada tecido, e essas foram
testadas com os primers Foxol (181 pb) e Pparg (183 pb). Apés o teste, optamos
em utilizar o reagente Q-solution do Kit PyroMark® PCR Kit (Qiagen™), que é
um kit especificamente otimizado para analise de pirosequenciamento para
amplificacdo altamente especifica do DNA convertido. Nessa etapa, foi utilizado
para todas as amostras a quantidade de 3 pl de DNA convertido, para um volume
final de 25 pl da reag&o. Foi utilizado o aparelho Termociclador Veriti® 96 well
thermal cycler (Applied Biosystem™) para a realizacao, seguindo a ciclagem do
protocolo do Kit. Em seguida, correu-se um gel de agarose 1% com todas as
amostras, em tampao TAE, 90 V por 30 minutos. Depois, o gel foi analisado no
aparelho com sistema de captacdo de imagem acoplado ao transiluminador de
UV. Foi observada a integridade de todas as amostras, como mostrado nos geéis

a sequir.

- .- b

Figura 5. Integridade do DNA das amostras dos tecidos de figado, TAB e TAM.

METILACAO DO DNA

Para as andlises de metilagdo do DNA foi utlizado os primers

comercializados da Qiagen™ PyroMark CpG Assay: Pparg (Rn_Pparg_03PM) —
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GeneGlobe Cat. n° PM00549535; Gene ID: 25664 ; tamanho do amplicon de
183; localizado no cromossomo 4; numero de ilhas CpGs (6); e Foxol
(Rn_Foxol 03PM) — GeneGlobe Cat. n°PM00521199; Gene ID: 84482;
tamanho do amplicom de 181; localizado no cromossomo 2, numero de ilhas
CpGs (7).

Essa analise foi realizada no Centro de Sequenciamento CTO/ICES,
através da parceria com a rede PREMIUM da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo-SP (FMUSP). Para essa etapa as
amostras foram preparadas, e assim, foram utilizados os seguintes reagentes:
tampao de anelamento (PyroMark Annealing Buffer — Qiagen™), tampao de
ligacdo (PyroMark Binding Buffer — Qiagen™), solu¢do desnaturante (PyroMark
Denaturation Sol. — Qiagen™), tampao de lavagem (PyroMark Wash Buffer —
Qiagen™) e enzima, substrato (PyroMark Gold Q24 Reagents — Qiagen™),
seguindo o protocolo do fabricante e realizada no aparelho Pirosequenciador
PyroMark Q24 (Qiagen™).

EXTRACAO DO RNA

A extracdo do RNA a partir das amostras foi realizada através do TRIzol®
Reagent da Life Technologies, seguindo o protocolo do fabricante. Para
completa solubilizacdo dos tecidos foi utilizado o aparelho TissuelLyser
(Qiagen®). Ao final deste procedimento a ressuspensao do RNA pellet foi em

20ul de agua livre de RNase.

QUANTIFICACAO DO RNA

Para quantificar o RNA de cada amostra utilizou-se o aparelho Nanodrop
2000.

INTEGRIDADE DO RNA

Para avaliagdo da integridade do RNA corremos géis de agarose. Para
casa poco colocamos as amostras de RNA em uma concentragdo de 1.000 ng;
2 pl de loading buffer; 1 pl de GelRed. A corrida foi em cuba de eletroforese
horizontal na seguinte voltagem: 70 V/ 300mA/ 50w por 1 hora. Em seguida, cada

gel foi analisado no aparelho com sistema de captagao de imagem acoplado ao
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transiluminador de UV. Todos os RNAs de todas as amostras (figado, tecido
adiposo marrom (TAM) e tecido adiposo branco (TAB)) se mostraram integros.

Como mostrado nas imagens a seguir:
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Figura 6. Integridade do RNA das amostras de TAM
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Figura 7. Continuacgao. Integridade do RNA das amostras de TAM
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Figura 8. Integridade do RNA das amostras de TAB
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Figura 9. Integridade do RNA das amostras de figado

TRATAMENTO DO RNA

O RNA foi tratado com a enzima RQ1 RNase-Free DNase® (Promega™)
para evitar qualquer tipo de contaminacdo com DNA gendmico, seguindo o
protocolo do fabricante.

Neste protocolo a quantidade final da reagéo é de 10pl. Entdo, pegou-se
se 1yl de RQ1 RNase-Free DNase tampéao; mais 1,5ul de RQ1 RNase-Free
DNase; mais 0 RNA das amostras (foi padronizado que seria retirado de cada
amostra de RNA uma concentracdo de 1.500ng. Desta forma, apenas algumas
amostras que apresentaram um valor acima deste precisou ser diluida para
chegar na quantidade desejava) e acrescentava a agua livre de RNase
(ThermoFisher®) para 10ul. Posteriormente essa reacdo foi realizada em
Termociclador Veriti® 96 well thermal cycler (Applied Biosystem™) seguindo a
ciclagem: incubacdo a 37°C por 30 minutos. Para interromper a reagao foi
adicionado 1y de RQ1 DNase Stop Solution® e, em seguida incubacéao a 65°C

por 10 minutos para inativacdo da DNase.

SINTESE DE cDNA

A sintese de cDNA foi por meio do Kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Life Technologies®) seguindo o protocolo do fabricante, utilizando
o aparelho Termociclador Veriti® 96 well thermal cycler (Applied Biosystem™).
Para essa etapa utilizou-se 9 pl de RNA tratado (concentracdo de 1.227 ng) de
cada amostra, seguindo a ciclagem: temperatura de 37°C por 60 minutos; 95°C
por 5 minutos; e para finalizar 4°C.
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EXPRESSAO GENICA

Realizou-se a quantificacdo relativa de expressdo dos genes: Sirtl
(Rn01428096_m1), Pparg (Rn00440945 m1), Foxol (Rn01494868 m1l) Tnf-a
(Rn99999017_m1), IL1-8 (Rn00580432_m1l) e IL6 (Rn01410330_m1) pelo
método de PCR em tempo real que foi realizado em aparelho 7500 Fast (Appied
Biosystem®) utilizando as sondas supracitadas, seguindo o protocolo do
fabricante. As amostras foram analisadas em duplicatas pelo método 224t de
Livak e Schmittgen [56]. Os genes de referéncia utilizados foram beta-actina
(Rn00667869_m1) e hipoxantina fosforibosiltransferase-1 (Hprt1-
Rn01527840_m1).

A concentracdo do cDNA utilizado para a expressao génica foi de 25 ng

para cada amostra para 20 pl de volume final da reacéo.

EXTRACAO DE PROTEINA

A extracdo de proteina dos trés tecidos foi realizada por meio do protocolo
RIPA Buffer (Sigma-Aldrich®). Para cada amostra foi utilizado a quantidade de
100 mg de tecido para 400 pl de tampéo RIPA tratado com 4 pl do inibidor de
protease e fosfatase da Halt™ Protease and Phosphatase Inibidor Cocktail
(ThermoFisher Scientic®). Para homogeneizacdo e completa solubilizacdo das
amostras foi utilizado o aparelho TissuelLyser (Qiagen®). Logo apds, essas
amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm, a 4°C por 30 minutos. Em seguida,
0 sobrenadante, contendo a proteina da amostra, foi transferido para um novo
tubo eppendorf e armazenado no freezer a -20°C até a proxima etapa do

experimento.

QUANTIFICACAO DE PROTEINA

Para quantificacdo da proteina de cada amostra seguiu-se o protocolo do
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific™). Utilizou-se o
espectrofotdometro SpectraMax® M3 (Molecular Devices), onde as amostras
foram incubadas a 37°C por 30 minutos e realizadas as leituras com
comprimento de onda de 562nm. Todas as amostras apresentaram quantidades
de proteina satisfatoria para realizacdo das analises de Western Blotting.
WESTEN BLOTTING
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Para realizar a eletroforese utilizou-se o gel 4-15% Mini-PROTEAN®
TGX™ Precast Protein Gels (Bio-Rad) e o tampé&o de corrida Tris-Glicina-SDS
(10X) para separacéo da proteina. No primeiro poco do gel acrescentou-se 5pl
do marcador do peso molecular Precision Plus Protein™ WesternC™ Standards
(Bio-Rad) e nos demais poc¢os continham 12,5 pug de proteina em um volume
final de 25pl. A corrida iniciou com 80V (volts) por 10 minutos e em seguida
passou para 100V por 1 hora e 20 minutos.

Posteriormente, o gel foi transferido para uma membrana de nitrocelulose
TransBlot® Turbo™ Mini Nitrocellulose Transfer Packs (Bio-Rad) através do
aparelho Trans-Blot® Turbo™ (Bio-Rad). Nas seguintes condigfes: 1.3A, 25V,
por 7 minutos. Apoés, para verificar a eficiéncia da transferéncia houve uma breve
coloracao dos plots com coloracao vermelha, com o Ponceau S Solution (Sigma-
Aldrich®). Estas membranas foram entdo bloqueadas com solucdo salina
tamponada com Tris (TBS-1X) contendo 5% de leite Blotting-Grade Blocker (Bio-
Rad), durante 1 hora, a temperatura ambiente. Em seguida, as membranas
foram incubadas overnight (16 horas) a 4°C com os anticorpos primarios (Quadro
3). ApoOs esse periodo, foram realizadas as lavagens das membranas com TBS-
T (solugéo salina tamponada com Tris, contendo Tween-20 0,1%), cinco vezes
por 5 minutos cada, e as membranas foram incubadas por 1 hora em
temperatura ambiente com seu respectivo anticorpo secundario conjugado HRP
e com o revelador do marcador do peso molecular, o Precision Protein Strep
Tactin-HRP Conjugate (1610381 — Bio-Rad). Em seguida, novamente, foram
realizadas as lavagens das membranas com TBST, cinco vezes por 5 minutos
cada, e uma ultima lavagem com TBS-1X. Logo, as membranas foram expostas
a 1 ml (500 ul da solucdo A + 500 ul da solugéo B) do revelador Amersham™
ECL™ Select Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Life Sciences)
por 5 minutos em temperatura ambiente. Assim, as membranas foram reveladas
através do aparelho ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences) e as
intensidades das bandas foram quantificadas usando o software Image Studio
Lite (v.3.3.1). Os niveis relativos de expressao proteica foram normalizados para
referéncia a proteina Beta-actina, que foi realizada na concentragéao 1:20.000, e
secundario Goat Anti-Mouse IgG H&L (HRP) (ab205719) - Abcam® na
concentracéo 1:10.000.

A seguir (Quadro 3) estéo todos os anticorpos (ThermoFisher™) primarios
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utilizados no estudo com seus respectivos secundarios, concentracdes e nimero

de catalogo. Vale ressaltar que para cada anticorpo foi realizado diversos testes

para que se chegasse a essa concentracao final utilizada no estudo.

Cédigo Descricédo Diluicéo Secundério Diluicao
primério secundario
MA523741 | TNF alpha Monoclonal 1:2.000 Anti-Mouse* 1:5.000
Antibody (45418)
MA535338 PPAR gamma 1:1.000 Anti-Rabbit** 1:10.000
Recombinant Rabbit
Monoclonal Antibody
(ARCO0155)
MA532114 FOXO1 Recombinant 1:2.000 Anti-Rabbit** 1:5.000
Rabbit Monoclonal
Antibody (SU33-01)
ARC0962 IL-6 Antibody 1:2.000 Anti-Mouse* 1:10.000
Monoclonal (10 E5)
710206 IL-1-beta Recombinant 1:250 Anti-Rabbit** 1:5.000
Polyclonal Antibody
(14HCLC)
MA527217 SIRT1 Monoclonal 1:500 Anti-Mouse* 1:10.000

Antibody (OTI5B2)

Quadro 3. Anticorpos primarios e secundarios do estudo.
*Goat Anti-Mouse IgG H&L (HRP) (ab205719) - Abcam®
**Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) (ab205718) - Abcam®

Tanto os anticorpos primarios, como os secundarios, foram diluidos em

TBS-T e leite Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad) 5%.

Na figura 2, encontra-se o delineamento experimental do atual estudo.
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Desenho do estudo

- Expressao génica
- Metilagcdo do DNA
- Western Blotting

Gestagdo Lactagao Semana 0 Semana 13
I(3 semanas)I (3 semanas) I
Nascimento Desmame Término

- Peso corpdreo (3 vezes por semana)
- Ingestao alimentar (3 vezes por semana)

Figura 10. Delineamento experimental do estudo.

ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica foi utilizado a estatistica descritiva baseada em
média e desvio-padrdo. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a
normalidade dos dados. Utilizou-se o teste One-Way ANOVA para comparacao
dos valores de peso, consumo de racdo, expressao génica, expressao proteica
e metilacdo do DNA entre os grupos. Quando houve diferenca significativa entre
0S grupos, utilizou-se o teste post hoc de Tukey.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no programa Statistical
Package for Social Science (SPSS versao 20), adotando o nivel de significancia
de 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

A seguir serdo apresentados os resultados de peso, consumo alimentar,
metilacdo do DNA, expressao génica e expressao proteica dos trés grupos do
estudo (controle, deficiente e suplementado) nos trés tecidos propostos: figado,
TAB e TAM.

Legenda dos resultados:
GC: grupo controle
GD: grupo deficiente

GS: grupo suplementado

PESO CORPOREO

Observou-se que os filhotes machos do GD apresentaram maior peso (p=
0,00) do que os do GC. Ja os filhotes fémeas, do GS apresentaram maior peso
(p= 0,04) do que o GC. Quando comparado os filhotes machos e fémeas, foi
observado que todos os grupos (GC; GD; GS) dos filhotes machos pesaram
significativamente (p= 0,00) a mais do que todos os grupos (GC; GD; GS) dos

filhotes fémeas (Gréfico 1).
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Gréfico 1 — Peso corpéreo (g) dos filhotes machos e fémeas dos
trés grupos de tratamento: deficiente (D), controle (C) e
suplementado (S) em &cido folico. Todos os filhotes machos
pesaram mais do que as fémeas (p= 0,00). *p= 0,00; **p= 0,04.

CONSUMO DE RACAO

Verificou-se que os filhotes machos do GD apresentaram maior consumo
de racéo do que o GC (p= 0,03) e GS (p= 0,02). Por outro lado, as fémeas do

GS apresentaram maior consumo (p= 0,00) do que o GC. Quando comparado
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os filhotes machos e fémeas, foi observado que os filhotes machos do GD
consumiram significativamente (p= 0,00) a mais do que os filhotes fémeas do GC
(Gréfico 2).
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Grafico 2 — Ingestao alimentar (g) dos filhotes machos e fémeas
dos trés grupos de tratamento: deficiente (D), controle (C) e
suplementado (S) em acido fdlico. *p= 0,00; **p= 0,03; ***p=
0,02.

METILACAO DO DNA

Apresentaremos os resultados da metilacdo do DNA com a metilagéo das
ilhas (CpGs) (FOXOL1 — 7 posicdes de ilhas e PPARG — 6 posicdes de ilhas) dos
primers separadas e em seguida as ilhas juntas.

Com o intuito dos gréaficos nao ficarem poluidos, ndo apresentaram neles
as diferencas estatisticas significativas, apenas apresentada aqui de forma
descritiva. Para descrever os resultados das ilhas separadas, utilizaremos as
seguintes abreviacbes: FD — Fémeas deficiente; FC — Fémeas controle; FS —
Fémeas suplementada; MC — Machos controle; MD — Machos deficiente; MS —

Machos suplementado.

FIGADO — METILACAO FOXO1

No figado dos filhotes fémeas foi observado que as FD, FC e FS (posicao
7), FD (posicéo 3, 4 e 6) e FS (posicdo 4) apresentaram menor (p= 0,00)
metilacdo de FOXO1 comparadas as FC (posicéo 2). Ainda, as FD (posicao 4 e
7) apresentaram significativamente (p = 0,01) menor metilagdo comparadas com
as FS (posicao 2). As FD (posicdo 7) apresentaram menor (p= 0,02) metilagéo

que as FC (posicéo 5) (Grafico 3).
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Gréfico 3 — Metilagdo do DNA (%) — FOXO1 no figado dos
filhotes fémeas dos trés grupos de tratamento: fémeas deficiente

(FD), fémeas controle (FC) e fémeas suplementada (FS) em
acido folico. POS_ (posicéo da ilha CpG, de 1 a 7).

Entre os filhotes machos, ndo houve diferenca estatistica significativa

entre 0os grupos e entre as ilhas (CpGs) (Gréfico 4).
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Gréfico 4 — Metilagdo do DNA (%) — FOXO1 no figado dos
filhotes machos dos trés grupos de tratamento: machos
deficiente (MD), machos controle (MC) e machos suplementado
(MS) em acido félico. POS_ (posi¢céo da ilha CpG, de 1 a 7).

Quando comparadas as ilhas juntas, machos e fémeas ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa entre os grupos do estudo (Gréfico 5).
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Gréfico 5 — Metilagdo do DNA (%) — FOXO1 no figado dos
filnotes machos e fémeas dos trés grupos de tratamento:
deficiente (D), controle (C) e suplementado (S) em acido félico.

TAB — METILACAO FOXO1

No TAB foi observado que a metilacdo de FOXOL1 foi significativamente
(p=0,04) menor nas FD (posicédo 4, 6 e 7) comparadas as FC (posicao 1). As FD
e FS (posicéo 7) e FS (posicéo 1) apresentaram menor (p= 0,03) metilacdo do
que as FC (posicao 2) (Gréfico 6).
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Gréfico 6 — Metilacdo do DNA (%) — FOXO1 no TAB dos filhotes
fémeas dos trés grupos de tratamento: fémeas deficiente (FD),
fémeas controle (FC) e fémeas suplementada (FS) em acido
félico. POS_ (posicéo da ilha CpG, de 1 a 7).

Entre os filhotes machos, foi observado que os MD (posicao 4) e os MS
(posicao 1, 3, 4 e 6) apresentaram significativamente (p= 0,03) menor metilacédo

de FOXO1 comparados aos MC (posicao 2) (Grafico 7).
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Gréfico 7 — Metilacdo do DNA (%) — FOXO1 no TAB dos filhotes
machos dos trés grupos de tratamento: machos deficiente (MD),
machos controle (MC) e machos suplementado (MS) em &cido
félico. POS_ (posigéo da ilha CpG, de 1 a 7).

Quando comparado as ilhas (CpGs) juntas, foi observado que, entre os
filhotes fémeas, as do GS apresentaram significativamente (p= 0,00) menor
metilacdo de FOXO1 comparadas ao GC. Entre os filhotes machos, os do GS
também apresentaram menor (p= 0,02) metilacdo comparado ao GC. Ainda, o
GS apresentou menor (p= 0,03) metilagdo do que o GD. Quando comparado
macho e fémea, observou-se menor (p= 0,00) metilacdo do GS dos filhotes

machos comparado ao GC dos filhotes fémeas (Grafico 8).
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Gréfico 8 — Metilacdo do DNA (%) — FOXO1 no TAB dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em acido félico. *p= 0,00; **p=
0,02; ***p=0,03.
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TAM — METILACAO FOXO1

No TAM, entre os filhotes fémeas, foi observado que as FD (posicéo 3 e
6), FC (posicédo 3 e 4) e FS (posicéo 4, 6 e 7) apresentaram significativamente
(p=0,01) menor metilacdo de FOXO1 comparadas as FC (posicao 2). Ainda, foi
observado que, as FD (posicéo 3, 4,5, 6 e 7), FC (posicdo 3,4,5e 6) e FS
(posicao 4, 6 e 7) foram significativamente (p= 0,00) menos metiladas do que

as FS (posicéo 2) (Grafico 9).
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Gréfico 9 — Metilagdo do DNA (%) — FOXO1 no TAM dos filhotes
fémeas dos trés grupos de tratamento: fémeas deficiente (FD),

fémeas controle (FC) e fémeas suplementada (FS) em acido
félico. POS_ (posigéo da ilha CpG, de 1 a 7).

Entre os filhotes machos, foi observado que os MS (posicdo 2)
apresentaram significativamente (p= 0,00) maior metilacdo comparado com
todos os grupos e de todas as ilhas (CpGs). Ainda, os MD (posi¢ao 2) foram mais

metilados do que os MC (posicao 6) e MD (posicao 7) (Grafico 10).
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Gréfico 10 — Metilagdo do DNA (%) — FOXO1 no TAM dos
filnotes machos dos trés grupos de tratamento: machos
deficiente (MD), machos controle (MC) e machos suplementado
(MS) em acido félico. POS_ (posi¢éo da ilha CpG, de 1 a 7).

Quando comparadas as ilhas juntas, machos e fémeas ndo apresentaram

diferenca estatistica significativa entre os grupos do estudo (Grafico 11).
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Gréfico 11 — Metilagdo do DNA (%) — FOXO1 no TAM dos
filnotes machos e fémeas dos trés grupos de tratamento:
deficiente (D), controle (C) e suplementado (S) em &cido félico.

FIGADO — METILACAO PPARG

No figado, a metilacéo de Pparg foi significativamente (p= 0,00) maior nas
FS (posicdo 5) comparadas as FC (posicéo 1, 2, 3, 4, 5 e 6), FD (posigao 1, 2,
3,4 e6)eFS (posicdo 1, 2, 3 e 4). As FS (posicao 6) apresentaram maior (p=
0,00) metilacédo do que as FC (posicéao 2, 3 e 4), FD (posicdo 2, 3 e 4) e FS
(posicdo 3). As FS (posicdo 1) apresentaram maior (p= 0,01) metilacdo

comparadas as FC (posicéo 2 e 3) e as FD (posicéo 2 e 3). Ainda, as FD (posi¢éo
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5) apresentaram maior (p= 0,01) metilacdo do que as FC (posicéo 2, 3 e 4) e as
FD (posicao 2, 3 e 4). As FD (posi¢éo 6) apresentaram maior (p= 0,01) metilacao
comparadas as FD (posicéo 3). Por fim, as FC (posi¢cao 2 e 3) e as FD (posicéo
2 e 3) apresentaram menor (p= 0,00) metilacdo do que as FC (posicao 5), e as
FC (posicédo 3) e as FD (posicédo 3) apresentaram menor (p= 0,00) metilacdo

comparada as FC (posi¢éo 6) (Gréfico 12).
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Gréfico 12 — Metilacdo do DNA (%) — Pparg no figado dos filhotes
fémeas dos trés grupos de tratamento: fémeas deficiente (FD),
fémeas controle (FC) e fémeas suplementada (FS) em &cido
félico. POS_ (posigéo da ilha CpG, de 1 a 6).

Entre os filhotes machos, foi observado que os MS (posi¢cdo 5) foram
significativamente (p= 0,00) mais metilados do que os MC (posic¢éo 2, 3 e 4), 0s
MD (posicdo 1, 2 e 3) e os MS (posicdo 2, 3 e 4). Os MS (posicdo 6)
apresentaram maior (p= 0,00) metilacdo comparado aos MC (posi¢éo 3), aos MD
(posicao 2) e aos MS (posicéo 2 e 3). Os MD (posicao 5) foram mais (p= 0,00)
metilados do que os MC (posicéo 2, 3 e 4), MD (posicéo de 1 a 4) e MS (posicéo
2,3 e4). Os MD (posicao de 1 a 4), MC (posicao 2, 3 e 4) e MS (posicéo 2, 3 e
4) foram significativamente (p= 0,00) menos metilados do que os MC (posicéo
5). Ainda, os MD (posi¢céao 2 e 3), MC (posicédo 2 e 3) e MS (posicéo 2 e 3)
apresentaram menor (p= 0,00) metilacdo comparados aos MC (posicéo 6). Por
fim, os MD (posicao 6) foram significativamente (p= 0,00) maior do que os MD
(posicéo 2) (Grafico 13).
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Gréfico 13 — Metilacdo do DNA (%) — Pparg no figado dos filhotes
machos dos trés grupos de tratamento: machos deficiente (MD),

machos controle (MC) e machos suplementado (MS) em &cido
félico. POS_ (posigéo da ilha CpG, de 1 a 6).

Quando comparadas as ilhas (CpGs) juntas, machos e fémeas né&o
apresentaram diferenca estatistica significativa entre os grupos do estudo
(Gréfico 14).
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Gréfico 14 — Metilagdo do DNA (%) — PPARG no figado dos
filhotes machos e fémeas dos trés grupos de tratamento:
deficiente (D), controle (C) e suplementado (S) em acido félico.

TAB — METILACAO PPARG

No TAB, entre os filhotes fémeas, foi observado que a metilacédo de Pparg
foi significativamente (p= 0,02) menor nas FD (posicédo 1, 2 e 3) e FS (posicao 1
e 3) comparadas as FC (posigéo 5) (Grafico 15).
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Gréfico 15 — Metilacdo do DNA (%) — Pparg no TAB dos filhotes

fémeas dos trés grupos de tratamento: fémeas deficiente (FD),

fémeas controle (FC) e fémeas suplementada (FS) em &cido
félico. POS_ (posigéo da ilha CpG, de 1 a 6).

Entre os filhotes machos, foi observado que a metilagéo de Pparg nos MD
(posicao 2) e nos MS (posicédo 2 e 4) foi significativamente (p= 0,03) menor

comparados com 0os MC (posicéo 5) (Grafico 16).
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Gréfico 16 — Metilacdo do DNA (%) — PPARG1 no TAB dos
filhotes machos dos trés grupos de tratamento: machos
deficiente (MD), machos controle (MC) e machos suplementado
(MS) em acido félico. POS_ (posi¢céo da ilha CpG, de 1 a 6).

Quando comparadas as ilhas (CpGs) juntas, entre os filhotes fémeas,
observou-se que a metilagcdo de Pparg no GD foi significativamente menor (p=
0,02) comparado ao GC. Entre os filhotes machos, ndo houve diferenca

estatistica significativa entre os grupos do estudo. Quando comparado machos
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e fémeas foi observado que os machos do GS foram significativamente (p= 0,00)

menos metilados comparados as fémeas do GC (Gréfico 17).
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Gréfico 17 — Metilagéo do DNA (%) — PPARG no TAB dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em acido félico. *p= 0,00; **p=
0,02.

TAM — METILACAO PPARG

A metilacdo de Pparg no TAM, entre as fémeas, foi significativamente (p=
0,01) menor nas FD (posicdo 2 e 3) e nas FS (posi¢cédo 2 e 3) em comparacao
com as FC (posicao 5). Ainda, as FD (posicéo 2) apresentou menor (p= 0,03)

metilacdo do que as FD (posicdo 5) e FC (posicao 6) (Gréafico 18).
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Gréfico 18 — Metilagdo do DNA (%) — Pparg no TAM dos filhotes
fémeas dos trés grupos de tratamento: fémeas deficiente (FD),
fémeas controle (FC) e fémeas suplementada (FS) em acido
félico. POS_ (posigéo da ilha CpG, de 1 a 6).
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Entre os filhotes machos, foi observado que a metilacdo de Pparg foi
significativamente (p= 0,00) maior nas FD (posi¢cdo 5) comparado com as FC
(posicao 2 e 3), FD (posicao 2) e FS (posicéo 2 e 3). Ainda, as FS (posic¢éo 6) e
FC (posicao 5) foram mais (p= 0,03) metiladas do que as FC (posicédo 2) (Grafico

19).
| T l
|| il lii |

POS_1 POS_2 POS_3 POS_ 4 POS_5 POS_6

% Metilacdo de DNA
TAM - Pparg
SO P N W~ O O N

EMD mMC = MS

Gréfico 19 — Metilagdo do DNA (%) — Pparg no TAM dos filhotes
machos dos trés grupos de tratamento: machos deficiente (MD),
machos controle (MC) e machos suplementado (MS) em acido
félico. POS_ (posigéo da ilha CpG, de 1 a 6).

Quando comparadas as ilhas (CpGs) juntas, ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os filhotes machos e fémeas. No entanto, quando
comparado machos e fémeas, observou-se que os machos do GS apresentaram

menor (p= 0,04) metilacdo do que as fémeas do GC (Gréfico 20).
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Gréfico 20 — Metilagdo do DNA (%) — PPARG no TAM dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em éacido félico. *p= 0,04.
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EXPRESSAO GENICA

Os resultados das andlises da expressao dos genes propostos serao
apresentados na seguinte ordem: analise da expressao génica no figado, TAB e
TAM.

FIGADO

A expressao génica de 116 no figado ndo apresentou diferenca estatistica
significativa entre os machos, entre as fémeas, e nem quando os géneros foram

analisados juntos (Grafico 21).
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Grafico 21 — Expressao génica de 116 no figado dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em acido félico.

Entre os filhotes fémeas, foi observado que a expressao génica de Tnf-a
foi significativamente maior nas do GD (p= 0,00) e no GS (p= 0,02) comparado
ao GC. Entre os filhotes machos, observou-se que os do GS apresentou maior
expressao génica comparados com o GC (p= 0,02) e com o GD (p= 0,01).
Quando comparado os filhotes machos e fémeas, foi observado que os filhotes
fémeas do GD (p= 0,00) e do GS (p= 0,02) apresentaram significativamente
maior expressao génica do que os filhotes machos do GC e GD; e os filhotes
machos do GS apresentaram maior (p= 0,01) expressdo génica do que 0s
filhotes fémeas do GC (Grafico 22).
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Gréfico 22 — Expresséo génica de Tnf-a no figado dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em acido félico. *p= 0,00; **p=
0,02; ***p=0,01.

Com relacdo a expresséao de Il11-8 no figado, foi observado que entre os
filhotes fémeas ndo houve diferenca estatistica entre os grupos. Porém, entre 0s
filhotes machos, foi observado maior (p= 0,02) expressdo génica no GD
comparado ao GS. Quando comparado os filhotes machos e fémeas, foi
observado que os filhotes fémeas do GD e GS apresentaram significativamente
(p=0,00) maior expresséo de 1l11-8 do que os filhotes machos do GS (Grafico 23).
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Gréfico 23 — Expressdo génica de 1l11-8 no figado dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em éacido félico. *p= 0,00; **p=
0,02.

A expressao do gene Sirtl foi significativamente maior nas fémeas do GS
em relacdo as do GC (p= 0,00) e GD (p= 0,02). Entre os machos, ndo houve

diferenca significativa. Quando comparado os filhotes machos e fémeas, foi
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observado que os filhotes fémeas do GS apresentaram significativamente (p=
0,00) maior expresséao génica de Sirtl do que todos os grupos (GC; GD; GS) dos

filhotes machos (Grafico 24).
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Gréfico 24 — Expressao génica de Sirtl no figado dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em acido fdlico. *p= 0,00; **p=
0,02.

Entre os filhotes fémeas, observou-se que o GS apresentou maior
expressao de Pparg quando comparado com o GC (p= 0,03) e GD (p=0,03). E
ainda, a expresséao no GD foi menor (p= 0,02) comparado ao GC. Com relacao
aos filhotes machos, a expressao de Pparg foi significativamente maior no GS
em comparacédo com o GC (p= 0,03) e GD (p= 0,03). Quando comparado o0s
filnotes machos e fémeas, foi observado que os filhotes fémeas do GS
apresentaram significativamente (p= 0,04) maior expressdo do que os filhotes
machos do GC e GD. E os filhotes machos do GS apresentaram
significativamente (p= 0,02) maior expressao do que os filhotes fémeas do GC e
GD (Gréfico 25).
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Grafico 25 — Expresséao génica de Pparg no figado dos filhotes
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machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em acido félico. *p= 0,02; **p=
0,03; ***p=0,04.

A expressdao do gene Foxol ndo apresentou diferenca estatistica
significativa entre os grupos e entre os filhotes machos e fémeas (Grafico 26).
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Gréafico 26 — Expresséo génica de Foxol no figado dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em &cido félico.

TECIDO ADIPOSO BRANCO

No TAB, foi observado entre os filhotes machos, que os do GS
apresentaram maior expressao génica de 116 do que os do GC (p= 0,02) e GD
(p=0,01). Entre os filhotes fémeas e quando os filhotes machos e fémeas foram

comparados juntos, ndo houve diferenca estatistica significativa (Gréafico 27).
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Graéfico 27 — Expresséao génica de 116 no tecido adiposo branco
(TAB) dos filhotes machos e fémeas dos trés grupos de
tratamento: deficiente (D), controle (C) e suplementado (S) em
acido félico. *p= 0,01; **p= 0,02.
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Entre os filhotes fémeas, a expressdo génica de Tnf-a foi
significativamente maior no GD (p= 0,02) e GS (p= 0,00) comparado com o GC.
Entre os filhotes machos, nao foi observado diferencas significativas. Quando
comparado os filhotes machos e fémeas, foi observado que os filhotes fémeas
do GD e do GS apresentaram significativamente (p= 0,00) maior expressao

génica do que todos os grupos (GD, GC e GS) dos filhotes machos (Gréfico 28).
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Grafico 28 — Expressado génica de Tnf-a no tecido adiposo
branco (TAB) dos filhotes machos e fémeas dos trés grupos de
tratamento: deficiente (D), controle (C) e suplementado (S) em
acido fdlico. *p= 0,00; **p= 0,02.

Em relagéo a expressédo génica de Il1-B, foi observado, entre os filhotes
fémeas, que as do GS expressou significativamente (p= 0,01) a mais do que as
do GC. Entre os filhotes machos, foi observado que os do GD apresentaram
maior (p= 0,03) expressao génica comparado ao GS. Quando comparado 0s
filhotes machos e fémeas, foi observado que os filhotes fémeas do GS
apresentaram maior expressao génica do que os filhotes machos do GC (p=
0,01) e do GS (p= 0,00); ainda, os filhotes fémeas do GD apresentaram maior

(p= 0,04) expressao génica do que os filhotes machos do GS (Grafico 29).
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Gréfico 29 — Expresséao génica de 111- no tecido adiposo branco
(TAB) dos filhotes machos e fémeas dos trés grupos de
tratamento: deficiente (D), controle (C) e suplementado (S) em
acido folico. *p= 0,01; **p= 0,00; ***p= 0,03; ****p= 0,04.

A expressdo do gene Sirtl foi significativamente maior (p= 0,01) nos
filhotes fémeas do GS comparado ao GD, assim como menor expresséo, do GD
(p= 0,04) comparado ao GC. Nao houve diferenca significativa entre os filhotes
machos. Quando comparado os filhotes machos e fémeas, também né&o foi
observado diferenga significativa entre os grupos (Grafico 30).
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Grafico 30 — Expresséo génica de Sirtl no tecido adiposo branco
(TAB) dos filhotes machos e fémeas dos trés grupos de
tratamento: deficiente (D), controle (C) e suplementado (S) em
acido folico. *p= 0,01; **p= 0,04.

Observou-se menor expressao do gene Pparg (p= 0,00) nos filhotes
fémeas do GD comparado ao GC. Ja entre os filhotes machos, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos. Quando comparou-se filhotes machos e

fémeas, foi observado que os filhotes fémeas do GD apresentou
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significativamente (p= 0,00) menor expressao de Pparg comparado aos filhotes
machos do GC (Gréfico 31).
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Gréfico 31 — Expressdo génica de Pparg no tecido adiposo
branco (TAB) dos filhotes machos e fémeas dos trés grupos de
tratamento: deficiente (D), controle (C) e suplementado (S) em
acido félico. *p= 0,00.

A expresséao génica de Foxol foi maior (p= 0,01) nos filhotes fémeas do
GS comparado com o GD. Ainda, observou-se maior expressao de Foxol (p=
0,01) nos filhotes machos dos GS e GD comparado ao GC. Quando comparado
os filhotes machos e fémeas, foi observado que os filhotes machos dos GD e GS
apresentaram significativamente (p= 0,01) maior expressdo do que os filhotes
fémeas do GD e GC (Grafico 32).
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Gréafico 32 — Expressdo génica de Foxol no tecido adiposo
branco (TAB) dos filhotes machos e fémeas dos trés grupos de
tratamento: deficiente (D), controle (C) e suplementado (S) em
acido félico. *p= 0,01; **p= 0,00.

TECIDO ADIPOSO MARROM
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No TAM, entre os filhotes machos, fémeas e quando machos e fémeas
foram analisados juntos, ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas

na expressao génica de 116 (Grafico 33) e Tnf-a (Grafico 34) entre 0s grupos.
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Grafico 33 — Expresséo génica de 1l6 no tecido adiposo marrom
(TAM) dos filhotes machos e fémeas dos trés grupos de
tratamento: deficiente (D), controle (C) e suplementado (S) em

acido fdlico.
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Gréfico 34 — Expressao génica de Tnf-a no tecido adiposo
marrom (TAM) dos filhotes machos e fémeas dos trés grupos de
tratamento: deficiente (D), controle (C) e suplementado (S) em
acido folico.

A expressao de ll11-8 no TAM foi significativamente maior (p= 0,02) nos
filhotes fémeas do GD comparado ao GC. Entre os filhotes machos, a expressao

de 111-8 foi significativamente maior no GS comparado ao GC (p= 0,01) e ao GD
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(p= 0,00). Quando comparado os filhotes machos e fémeas foi observado que
os filhotes fémeas do GD e do GS apresentaram maior expressao de Il1-8
comparados aos filhotes machos do GC (p= 0,01) e GD (p= 0,00) (Grafico 35).
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Gréfico 35 — Expresséao génica de ll11-8 no tecido adiposo marrom
(TAM) dos filhotes machos e fémeas dos trés grupos de
tratamento: deficiente (D), controle (C) e suplementado (S) em
acido fdlico. *p= 0,00; **p= 0,01.

Entre os filhotes fémeas, a expressdo do gene Sirtl no TAM nao
apresentou diferenca estatistica significativa. Entre os filhotes machos, foi
observado maior (p= 0,00) expressédo génica no GD comparado ao GC e GS.
Quando comparado os filhotes machos e fémeas, foi observado que os filhotes
machos do GD apresentaram significativamente (p= 0,00) maior expressao
génica do que os filhotes fémeas do GC, GD e GS (Gréfico 36).
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Gréfico 36 — Expressdo génica de Sirtl no tecido adiposo
marrom (TAM) dos filhotes machos e fémeas dos trés grupos
de tratamento: deficiente (D), controle (C) e suplementado (S)
em acido folico. *p= 0,00.

A expressao génica de Pparg no TAM apresentou-se significativamente
menor no GD (p= 0,00) e no GS (p= 0,03) dos filhotes fémeas comparada ao
GC. Entre os filhotes machos ndo houve diferenca estatistica significativa.
Quando comparado os filhotes machos e fémeas, foi observado que os filhotes
fémeas do GD apresentaram menor (p= 0,04) expressao génica do que o GC

dos filhotes machos (Grafico 37).
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Gréafico 37 — Expressdo génica de Pparg no tecido adiposo
marrom (TAM) dos filhotes machos e fémeas dos trés grupos de
tratamento: deficiente (D), controle (C) e suplementado (S) em
acido fdlico. *p= 0,00; **p= 0,03; **p= 0,04.

A expresséao de Foxol no TAM entre os filhotes machos, fémeas e quando
machos e fémeas foram analisados juntos, ndo apresentam diferenca estatistica

significativa entre os grupos do estudo (Grafico 38).
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Gréfico 38 — Expressdo génica de Foxol no tecido adiposo
marrom (TAM) dos filhotes machos e fémeas dos trés grupos de
tratamento: deficiente (D), controle (C) e suplementado (S) em
acido fdlico.

EXPRESSAO PROTEICA — WESTERN BLOTTING
FIGADO

No figado, ndo houve diferenca significativa da expresséo proteica de 116

entre os filhotes machos e fémeas nos grupos do estudo (Grafico 39).
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Gréafico 39 — Expressao proteica de 116 no figado dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em acido félico.

Entre os filhotes machos, a expressdo proteica de Tnf-a foi
significativamente (p= 0,00) maior no GS comparado com os GC e GD. Entre as

fémeas, a expressao proteica foi maior (p= 0,01) no GS do que no GC, e maior
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(p= 0,01) no GD comparado com os GC e GS. Quando comparado machos e
fémeas, foi observado que os filhotes fémeas do GD apresentaram maior (p=
0,00) expressao proteica de Tnf-a do que os machos dos GC e GD. A expresséo
proteica nas fémeas do GS foi maior (p= 0,02) do que nos machos do GC, e os
machos do GS apresentaram maior (p=0,00) expressao proteica do que as
fémeas dos GC e GS (Grafico 40).
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Gréfico 40 — Expressao proteica de Tnf-a no figado dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em acido félico. *p= 0,00; **p=
0,01; ***p=0,02.

A expressao proteica de 1l11-f no figado foi significativamente (p= 0,00)
maior nos machos do GD comparado com os machos do GC e GS e com as
fémeas de todos os grupos (GD, GC e GS). Entre as fémeas nao foi observado

diferenca estatistica significativa (Gréafico 41).
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Gréfico 41 — Expressao proteica de 111-f no figado dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em &cido félico. *p= 0,00.

A expressao proteica de Sirtl, entre as fémeas foi significativamente (p=
0,02) maior no GS comparado com o GC. Entre os filhotes machos, e quando
fémeas e machos foram comparados, ndo apresentaram diferencas

significativas entre os grupos do estudo (Grafico 42).
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Grafico 42 — Expresséao proteica de Sirtl no figado dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em &cido félico. *p= 0,02.

Entre os filhotes machos, foi observado que a expressdo proteica de
Pparg nos machos dos GD e GS foram significativamente (p= 0,00) maiores do
que os do GC. Entre as fémeas, a expressédo proteica foi maior (p= 0,00)
naquelas do GD e GS, comparadas com as do GC. Ainda, a expressao proteica
nas fémeas do GS foi maior (p=0,00) do que no GD. Quando comparado machos

e fémeas, foi observado que os filhotes machos do GD e GS apresentaram maior

69



(p= 0,00) expressao proteica que as fémeas do GC. Os machos do GS foram
maiores (p= 0,00) do que as fémeas do GD. As fémeas do GS foram maiores
(p=0,00) do que os machos do GC. E por fim, os machos do GS foram maiores
(p=0,00) do que as fémeas do GS (Grafico 43).
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Grafico 43 — Expresséao proteica de Pparg no figado dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em acido félico. *p= 0,00.

A expressdo proteica de Foxol, entre os filhotes machos foi
significativamente (p= 0,01) menor nos machos do GS comparados aos GD e
GC. Entres as fémeas, ndo houve diferenca estatistica significativa. Ja& quando
comparado macho e fémea, foi observado que as fémeas do GD apresentaram

menor (p= 0,04) expressao proteica do que os machos do GC (Gréfico 44).
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Gréfico 44 — Expresséo proteica de Foxol no figado dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em acido fdlico. *p= 0,01; **p=
0,04.

TECIDO ADIPOSO BRANCO

No TAB, foi observado que, entre os filhotes machos, a expressao proteica
de 116 foi significativamente (p= 0,03) maior nos machos do GS comparado aos
do GD. Entre as fémeas, a expressao proteica foi menor (p= 0,02) nas do GS do
gue os GD e GC. Quando comparado machos e fémeas, foi observado maior (p=
0,00) expressdao nos machos do GS do que nas fémeas do mesmo grupo
(Grafico 45).
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Grafico 45 — Expresséo proteica de IL6 no TAB dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em &cido félico. *p= 0,00; **p=
0,02; ***p=0,03.

A expresséao proteica de Tnf-a foi significativamente (p= 0,01) maior nas
fémeas do GS comparado ao GC. Entre os machos e em compara¢cdo machos
e fémeas, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos do estudo
(Grafico 46).
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Grafico 46 — Expresséao proteica de Tnf-a no TAB dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em acido félico. *p= 0,01.

Em relacdo a expressao proteica de II1-B foi observado que, os machos
do GD expressaram significativamente (p= 0,00) mais comparado ao GS. Entre
as fémeas, ndo apresentou diferenca estatistica significativa. Quando
comparado machos e fémeas, foi observado que os machos do GD
apresentaram significativamente (p= 0,00) maior expressdo proteica que as
fémeas do GD e DS (Gréfico 47).
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Grafico 47 — Expressao proteica de 111-f no TAB dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em acido félico. *p= 0,00.

Entre os filhotes machos e fémeas, e em comparagdo de machos e
fémeas, ndo houve diferenca estatistica significativa na expressao proteica de

Sirtl entre os grupos do estudo (Grafico 48).
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Gréfico 48 — Expressédo proteica de Sirtl no TAB dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em é&cido félico.

Entre os filhotes machos e fémeas ndo houve diferenca estatistica
significativa na expressao proteica de Pparg no TAB. No entanto, quando 0s
machos e fémeas foram comparados, foi observado que as fémeas do GD e GS
apresentaram significativamente (p= 0,00) maior expressao proteica do que 0s
machos de todos os grupos (C, D e S). Ainda, os machos dos GD e GS foram
menores (p= 0,01) do que as fémeas do GC (Grafico 49).
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Grafico 49 — Expresséao proteica de Pparg no TAB dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em &cido folico. *p= 0,00; **p=
0,01.

Entre os filhotes machos e fémeas, e em comparacdo de machos e
fémeas, ndo houve diferenca estatistica significativa na expressao proteica de
Foxol entre os grupos do estudo (Grafico 50).
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Gréfico 50 — Expressao proteica de Foxol no TAB dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em acido félico.

TECIDO ADIPOSO MARROM

No TAM, néo foi observada diferenca estatistica significativa na expressao
proteica de 116 (Gréfico 51), Tnf-a (Gréafico 52) I11-B (Grafico 53), entre os filhotes

machos e fémeas, e quando machos e fémeas foram comparados.
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Gréfico 51 — Expressao proteica de IL6 no TAM dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em &cido félico.
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Grafico 52 — Expressao proteica de Tnf-a no TAM dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em acido félico.
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Gréfico 53 — Expressao proteica de 1l11-8 no TAM dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em &cido félico.

A expressao proteica de Sirtl, entre os filhotes machos, foi
significativamente (p= 0,00) maior no GD comparado aos GC e GS. Entre o0s
filhotes fémeas, ndo houve diferenca significativa entre os grupos do estudo.
Quando comparado machos e fémeas, foi observado que os machos do GD
apresentaram maior (p= 0,00) expressao proteica do que as fémeas dos GC, GD
e GS (Grafico 54).
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Gréfico 54 — Expressao proteica de Sirtl no TAM dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em &cido félico. *p= 0,00.

A expressao proteica de Pparg, entre os filhotes machos, ndo apresentou
diferenca estatistica significativa entre os grupos. Entre as fémeas, foi observado
gue as fémeas dos GD e GS apresentaram menor (p= 0,00) expresséo proteica
comparadas as do GC. Quando comparado machos e fémeas foi observado que
0os machos dos GC, GD e GS foram menos (p= 0,00) expressos do que as
fémeas do GC (Gréfico 55).
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Grafico 55 — Expressao proteica de Pparg no TAM dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em &cido félico. *p= 0,00.

A expressdo proteica de Foxol ndo apresentou diferenca estatistica

significativa entre os filhotes machos e fémeas, e quando machos e fémeas
foram comparados (Grafico 56).
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Gréfico 56 — Expresséao proteica de Foxol no TAM dos filhotes
machos e fémeas dos trés grupos de tratamento: deficiente (D),
controle (C) e suplementado (S) em &cido félico.

RESUMO DOS RESULTADOS

Para facilitar e ficar mais compreensivo 0s resultados,

realizou-se

resumos dos resultados de metilagdo do DNA, expressédo génica e expressao

proteica, dos machos e fémeas, e entre 0os géneros, como mostrado a seguir.

METILACAO DO DNA - llhas juntas

Machos e Fémeas

TECIDOS FIGADO TAB TAM
GENES Machos | Fémeas Machos | Fémeas| Machos| Fémeas
Nao Nao S<CebD S<C Nao Nao
Foxol houve # houve # houve # | houve #
Nao Nao Néao D<C Nao Nao
Pparg houve # houve # houve # houve # | houve #

Quadro 4 — Resumo dos resultados de metilacdo do DNA

Legenda:

N&o houve #: ndo houve diferenga estatistica significativa
C: grupo controle

D: grupo deficiente

S: grupo suplementado
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Analise entre machos e fémeas

GENES FIGADO TAB TAM
Machos e FEmeas Machos e FEmeas Machos e FEmeas
Foxo1l Nao houve # MS < FC Nao houve #
Pparg N&o houve # MS <FC MS < FC

Quadro 5 — Resumo dos resultados de metilagdo do DNA. Analise entre machos e
fémeas

Legenda:

Nao houve #: ndo houve diferenca estatistica significativa

FC: Filhotes fémeas do grupo controle

FD: Filhotes fémeas do grupo deficiente

FS: Filhotes fémeas do grupo suplementado

MC: Filhotes machos do grupo controle

MD: Filhotes machos do grupo deficiente

MS: Filhotes machos do grupo suplementado

EXPRESSAO GENICA

Machos e Fémeas

TECIDOS FIGADO TAB TAM
GENES Machos | Fémeas Machos | Fémeas| Machos| FEmeas
Nao Nao S >CeD [Nao houve Nao Nao
116 houve # houve # # houve # | houve #
S>CeD|DeS>C Né&o DeS>C| Naéao Né&o
Tnf-a houve # houve # | houve #
D>S Nao D>S S>C S>Ce D>C
1-B houve # D
. Nao houve| S>CeD Nao S>D D>CeS Nao
Sirtl 4 howe# | D<C houve #
S>CeD| S>CeD Nao D<C Nao SeD<
Pparg D<C houve # houve # C
Néao houve Nao SeD>C S>D Nao Nao
Foxo1l # houve # houve # | houve
#
Quadro 6 — Resumo dos resultados de expressao génica
Legenda:
Nao houve #: ndo houve diferenga estatistica significativa
C: grupo controle
D: grupo deficiente
S: grupo suplementado
Andalise entre machos e fémeas
GENES FiGADOA TAB TAM
Machos e Fémeas Machos e Fémeas Machos e Fémeas
16 Nao houve # Nao houve # Nao houve #
FDe FS>MCeMD |FDeFS > MC/MD/ MS Nao houve #
Tnf-a MS > FC
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N&o houve #: ndo houve diferenga estatistica significativa
FC: Filhotes fémeas do grupo controle
FD: Filhotes fémeas do grupo deficiente
FS: Filhotes fémeas do grupo suplementado
MC: Filhotes machos do grupo controle
MD: Filhotes machos do grupo deficiente
MS: Filhotes machos do grupo suplementado

EXPRESSAO PROTEICA

Machos e FEmeas

FD e FS > MS FS >MC e MS FSeFD>MCe
11-B FD > MS MD
Sirtl FS > MC/ MD/ MS N&o houve # MD > FC/ FD/ FS
FS>MCe MD FD <MC FD <MC
Pparg MS > FC e FD
Foxol Nao houve # MDe MS >FDeFC N&o houve #
Quadro 7 — Resumo dos resultados de expressdo génica. Analise entre machos e
fémeas
Legenda:

TECIDOS FIGADO TAB TAM
GENES Machos | Fémeas Machos | Fémeas| Machos| FéEmeas
Nao houve Nao S>D S<DeC Nao Nao
6 # houve # houve # | houve #
S>CeD S>C N&o S>C Nao Nao
Tnf-a D>SeC | houve# houve # | houve #
I1-B D>CeS N&o D>S |N&ohouve| Né&o Né&o
houve # # houve # | houve #
. Nao houve S>C Nao Nao D>CeS Nao
Sirtl # houve # houve # houve #
SeD>C| SeD>C Nao Nao Nao DeS<
Pparg S>D houve # houve # | houve # C
S<DeC Nao Nao Nao Nao Nao
Foxol houve # houve # | houve # | houve # | houve
#
Quadro 8 — Resumo dos resultados de expressao proteica
Legenda:
Nao houve #: ndao houve diferenga estatistica significativa
C: grupo controle
D: grupo deficiente
S: grupo suplementado
Analise entre machos e fémeas
GENES FIGADO TAB TAM
Machos e FEmeas Machos e FEmeas Machos e FEmeas
16 Nao houve # MS > FS Nao houve #
FD > MC e MD N&o houve # N&o houve #
Tnf-a FS > MC
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MS>FCeFS
l11-8 MD > FC/ FD/ FS MD >FCeFS Nao houve #
Sirtl Nao houve # N&o houve # MD > FC/ FD/ FS
MS e MD > FC FD e FS > MC/ MD/ MD/ MC/ MS < FC
MS > FD MS
Pparg FS > MC MD e MS < FC
MS > FS
Foxol FD <MC N&o houve # Nao houve #
Quadro 9 — Resumo dos resultados de expressao proteica. Andlise entre machos e
fémeas
Legenda:

N&o houve #: ndo houve diferenga estatistica significativa

FC: Filhotes fémeas do grupo controle
FD: Filhotes fémeas do grupo deficiente

FS: Filhotes fémeas do grupo suplementado

MC: Filhotes machos do grupo controle

MD: Filhotes machos do grupo deficiente
MS: Filhotes machos do grupo suplementado
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6 DISCUSSAO

O atual estudo mostrou que os resultados de peso corporal, consumo
alimentar, metilagdo do DNA, expressao génica e expressao proteica obtidos,
foram alterados quando expostos as diferentes concentra¢cdes de acido félico da
dieta, e diferiram em seus efeitos na inflamacéo e no metabolismo energético,
nos tecidos propostos e no género dos animais.

Em referéncia ao peso corporeo e consumo alimentar dos filhotes do
presente estudo, foi observado que os machos que se alimentaram de dieta
deficiente e as fémeas que se alimentaram de dieta suplementada com acido
félico, comeram e pesaram mais do que 0s seus respectivos grupos controle.
Esses resultados, referente aos filhotes machos, corroboram, em parte, com os
resultados do trabalho de Cho et al. [34] visto que, filhotes machos que
mantiveram o consumo da mesma dieta (suplementada com acido félico) que
suas respectivas maes, mostraram reducdo de 7% da ingestdo alimentar e 9%
do peso corp6reo em relagdo ao grupo controle, na vigésima nona semana pos
desmame.

Outro trabalho que também concorda com nosso achado foi o de Jadaviji
et al. [57], que também mostraram que os filhotes machos de maes alimentadas
com dieta deficiente em &cido félico (0,3 mg/kg) consumiram e pesaram
significativamente a mais que aqueles de méaes alimentadas com dieta controle
(2 mg de acido folico/kg).

Ja Cho et al. [58] mostraram que filhotes machos de mées que receberam
dieta contendo dez vezes mais a quantidade do mix multivitaminico (contendo
acido félico) durante a gestacdo e desmamados com dieta rica em gordura,
apresentaram reducéo de 5% da ingestdo da dieta e reducédo de 4% do peso
corpéreo comparados aos filhotes de mées que consumiram a dieta contendo
dez vezes mais a quantidade do mix multivitaminico (sem acido félico) e também
desmamados com dieta rica em gordura. Sugerindo que a suplementacdo de
acido folico durante gestacdo na prole apresenta efeito protetor do fenotipo
obesogénico, mostrando dessa forma a plasticidade epigenética do hipotdlamo
em relacdo a resposta da dieta suplementada com acido folico [58].

No entanto, observou-se que 0 peso corporeo e consumo alimentar, entre

os filhotes fémeas, ndo apresentou este efeito protetor do acido folico, visto que
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os filhotes que receberam dieta suplementada em acido folico na gestacao e no
pés desmame apresentaram maior consumo e maior ganho de peso. Todavia,
o estudo de Penalilillo et al. [59] mostrou que filhotes fémeas de maes
alimentadas com dieta suplementada com acido folico (8mg/kg) tiveram peso
corpoOreo ao nascer de 6% a mais do que aquelas que receberam dieta controle.

E de grande relevancia notar que o fenétipo da prole ndo depende apenas
da dieta materna durante o periodo gestacional, mas também no pos-desmame,
através da propria dieta do filhote. Todavia, ainda ndo esta claro o motivo da
diferenca entre os sexos. Os resultados de metilacdo do DNA, expresséo génica
e expressao proteica do atual estudo também apresentaram algumas respostas
divergentes em relagcéo ao género dos filhotes.

Os padrbes de metilacdo sdo estabelecidos durante a embriogéneses,
logo apds a implantacéo, e desta forma, neste periodo, o feto esta susceptivel a
passar por modificacdes neste processo através da dieta materna durante a
gestacdo [60]. O acido fdlico fornece grupos metil para metilacdo do DNA e de
outras moléculas, e assim, a suplementacéo desta vitamina pode influenciar na
metilacdo de regides promotoras de determinados genes, levando ao aumento
da expressdo génica, se a regido nao estiver metilada, ocasionando,
consequentemente, o aumento da expressdo proteica; da mesma forma, se o
gene estiver metilado, leva a diminuicAo da expressdo génica e
consequentemente a diminui¢cdo da expressao proteica [10,61,62].

Em relacdo aos dois genes, Foxol e Pparg analisados e que foram
realizados os mecanismos completos de metilacdo do DNA, expresséo génica e
expressao proteica, foram obtidos resultados satisfatérios. No TAB, Foxol regula
a homeostase de nutrientes e energia, ja no TAM tem a funcdo de promover o
gasto de energia, aumentando a expressdo de genes envolvidos na
termogénese, como Pparg e Ucpl [40,63]. Em nosso estudo, observou-se que
no TAB Foxol se apresentou da mesma maneira tanto entre as fémeas, como
entre os machos, o qual houve uma menor metilagéo nos filhotes que receberam
dieta suplementada com acido félico comparado com os que receberam dieta
controle, e em resposta, maior expressao génica. JaA no TAM e no figado, no
atual trabalho, ndo se obteve diferencas estatisticas significativas entre machos
e fémeas para esse gene, exceto para as analises de expressao proteica, a qual

houve menor expressdo nos machos que receberam dieta suplementada
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comparado com os que receberam dieta deficiente e controle.

O Pparg € um gene altamente expresso no tecido adiposo, envolvido
principalmente na sintese lipidica [64]. No entanto, também €& amplamente
expresso em muitos outros tecidos, incluindo figado [39]. Em nosso estudo, no
figado, o gene Pparg ndo apresentou diferenca estatistica significativa na
metilacdo do DNA, no entanto, houve maior expressdo génica nos filhotes
(machos e fémeas) que receberam dieta suplementada, e corroborando com
esse resultado, apresentaram também aumento na expressao proteica
comparado ao grupo controle. Ainda, entre as fémeas, a expressao génica foi
maior naquelas que receberam dieta suplementada com &cido félico comparada
com as que receberam dieta controle e deficiente e, da mesma forma em
resposta a expressao proteica. Mesmo ndo apresentando diferenca estatistica
significativa na metilagcdo do DNA, € muito provavel que esse gene, para o grupo
suplementado, foi menos metilado no figado, em decorréncia dos resultados de
maior expressao génica e proteica. Como apresentado no estudo de Sie et al.
[50] foi observado que filhotes de ratas que foram expostas a dieta suplementada
com acido félico durante a gestacdo e lactacdo apresentaram diminuicdo
significativa na metilacdo global e especifica dos genes Pparg, ER-a, p53 e Apc
no figado.

O gene Pparg no figado, apés ser ligado por ligantes endégenos ou
sintéticos, heterodimeriza com outro receptor nuclear, o receptor X retindide alfa
(RXRa). O heterodimero se liga ao elemento de resposta PPAR (PPRE) nas
regides promotoras dos genes alvo e induz ou reprime a transcricdo génica,
dependendo da interven¢do, como mostrado em nosso estudo. A ativacao total
de Pparg pode estimular a lipogénese hepéatica. Por outro lado, a ativagéo parcial
do Pparg ou, mesmo, sua expressao reduzida, esta ligada a lipogénese
diminuida. Pparg diminuida, diminui SREBP-1c e, consequentemente diminui a
lipogéneses [39,65]. Nesse sentido, foi observado que os filhotes que receberam
a dieta suplementada se beneficiaram em relagcédo a esse mecanismo.

No entanto, a expressao génica de Pparg nos filhotes pode se comportar
de maneiras distintas, dependendo da dieta materna nos periodos de gestacao
e lactacdo, e do tecido em analise. Em um estudo, foi observado que a
suplementacdo materna com acido folico resultou em alteracdo significativa na

expressao génica de Pparg também no figado da prole, todavia, esta mudanca
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nNao ocorreu no cérebro, rim e colo [66]. Em nosso estudo, foi observado que no
TAM, a resposta de Pparg também foi diferente da que foi encontrada do figado,
visto que, entre os filhotes fémeas a expressdo génica e expressao proteica
foram menores naquelas que receberam dieta suplementada e deficiente
comparado ao controle. Ainda, no TAB e TAM, esse gene nao apresentou
diferenca estatistica significativa em nenhum mecanismo de metilacdo do DNA,
expressdo génica e expressdo proteica entre as intervencdes dietéticas nos
filhotes machos. No estudo de Penailillo et al. [59] também encontraram
diferencas com relacdo ao género da prole ja na placenta, no qual foi observado
que a suplementacéo de acido félico (8 mg/ kg), a mesma quantidade utilizada
em nosso estudo, durante a gravidez, foi capaz de modificar a expressao e a
metilacdo do gene 11B-hidroxisterdide desidrogenase tipo 2 (11-HSD2) na
placenta, de maneira dependente do sexo, sugerindo que dietas maternas
suplementadas com acido félico, podem induzir respostas precoces especificas
do sexo.

Ainda em relacdo aos genes envolvidos com o metabolismo energético,
observou-se em nosso estudo que, entre as fémeas, a dieta suplementada com
acido félico foi capaz de aumentar significativamente a expressao do gene Sirt1,
comparada as que receberam dieta controle e deficiente, no figado e no TAB, e
esse mesmo resultado também corrobora com as analises de expressdo
proteica. A SIRT1 desempenha um papel critico na salude metabdlica por
desacetilar muitas proteinas alvo e na regulacdo da transcricdo de genes em
varios tecidos, incluindo figado, musculo, tecido adiposo, coracédo e endotélio. O
figado € um dos principais érgdos no qual a SIRT1 esta envolvida na regulacéo
do metabolismo de glicose e lipidios [67,68]. No TAB, o aumento da atividade da
SIRT1 é capaz de reduzir a diferenciacéo dos adipdcitos [42,67].

No entanto, entre os filhotes machos, ndo foi observado diferenca
significativa na expressao génica, nem proteica de Sirtl no figado e no TAB. Em
um experimento animal, com diferente intervencao nutricional do nosso estudo,
o qual analisaram filhotes machos de ratas que foram submetidas a dieta com
restricdo energética durante o periodo gestacional, foi observado menor
expressao génica de SIRT1, em amostras de TAB e figado, quando comparados
com o grupo controle. Sugerindo que ha uma predisposi¢cao desses animais ao

desenvolvimento de obesidade na vida adulta [46].
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Ja no TAM, foi observado que as fémeas ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa para esse gene, na expressdo génica e expressao
proteica. Entretanto, entre os filhotes machos, a expressao génica e proteica de
Sirtl, para esse tecido, foi significativamente maior naqueles filhotes que
receberam dieta deficiente do que o0s que receberam dieta controle e
suplementada. Vale ressaltar que a expressdo aumentada do gene Sirtl é
descrita como benéfica, pois tem a funcdo de ativar as atividades de vias
metabdlicas e aumentar a longevidade [45].

Com relacédo aos genes envolvidos na inflamacédo do atual estudo, vale
destacar que o TAB produz de 100 a 1.000 vezes mais citocinas pro-inflamatoria,
como 16, Tnf-a e l11-B quando comparado com o figado, em resposta a algumas
alteracdes metabdlicas, como a obesidade. Ja o figado é um dos principais alvo
de mediadores derivados do tecido adiposo, e este desequilibrio metabdlico
resulta em dano hepético [29,69]. Além disso, essas trés citocinas pro-
inflamatorias, participam de complexos mecanismos, 0S quais regulam
negativamente a sinalizacdo da insulina no proprio tecido adiposo, além de
musculo e figado [28].

Em nosso estudo, foi observado que no TAB, a expressao génica e proteica
de 116 apresentaram respostas divergentes entre machos e fémeas. Nos machos,
a dieta suplementada com &cido félico foi capaz de ocasionar maior expressao
génica e proteica de 1l6 comparado aos que receberam dieta controle e
deficiente. Enquanto que as fémeas que receberam dieta deficiente foram mais
expressas do que as que receberam dieta suplementada. Nesse sentido, como
observado em um estudo in vitro, a deficiéncia de folato pdde ocasionar aumento
na resposta inflamatoéria por macrofagos, visto que houve um aumento de 2 a 3
vezes na expressdao de RNAm e de proteinas dos mediadores inflamatérios IL-
18, TNF-a e IL-6, sugerindo um aumento do risco do desenvolvimento de
doencas vasculares [35].

No figado, entre os filhotes machos, a expressdo génica de Tnf-a foi
significativamente maior nos que receberam dieta suplementada com &acido
félico comparado com os que receberam dieta controle e deficiente,
corroborando igualmente com as analises de expressao proteica. Entre os
filhotes fémeas, a expressao génica de Tnf- a foi maior naquelas que receberam

dieta deficiente e suplementada do que as que receberam dieta controle.
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Entretanto, a expressado proteica foi maior naquelas que receberam dieta
suplementada comparadas as que receberam dieta controle, e as que
receberam dieta deficiente foi maior do que as que receberam dieta
suplementada e controle. Com similaridade parcial, no estudo de Kumar et al.
[36] com a prole de ratas alimentadas com dieta deficiente em vitamina B12 e
folato, foi observado que os niveis de Tnf-a e II-6 foram significativamente
aumentados em comparacao aos que receberam dieta controle. Todavia, em
nosso estudo, esse aumento da expressao de Tnf-a, além de ser observado na
dieta deficiente em &cido folico, também ocorreu nos filhotes fémeas que
receberam dieta suplementada.

No TAB, a expresséo de Tnf-a entre os filhotes machos, ndo apresentou
diferenca estatistica significativa. No entanto, entre as fémeas, esse resultado foi
similar ao encontrado no figado, onde a expressdo génica foi maior nas que
receberam dieta suplementada e deficiente comparadas as que receberam dieta
controle, o que corrobora com os dados de expressao proteica, a qual
apresentou maior expressao nas que receberam dieta suplementada do que as
gue receberam dieta controle.

Entre machos e fémeas, a expressao génica e proteica de 116 no figado e
TAM, e a expressao génica e proteica de Tnf-a no TAM, ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas entre os grupos do estudo.

Com relacao a expressao génica e proteica de 1l11-8 no figado e no TAB,
foi observada maior expressdo nos filhotes machos que receberam deita
deficiente comparado com 0s que receberam deita suplementada. Entretanto,
entre as fémeas, no figado, essa expresséo nao apresentou diferenca estatistica
significativa entre os grupos. Enquanto que no TAB a expresséao de II1-f foi maior
nas que receberam dieta suplementada do que nas que receberam dieta
controle. No TAM, entre os filhotes machos, observou-se que os que receberam
dieta suplementada com acido folico apresentou maior expresséo génica de Il1-
B do que os que receberam dieta controle e deficiente. Todavia, entre as fémeas,
essa expressao foi significativamente maior nas que receberam dieta deficiente
comparado com as que receberam dieta controle. Assim, em um estudo, porém
em células de linhagem monocitica humana (THP-1), mostrou-se que essas

células tratadas com acido folico e expostas a hipdxia para causar inflamacéao,
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ocasionou diminuicdo dos niveis de proteina e expressao de IL-18 e Tnf-q,
destacando o efeito anti-inflamatorio deste micronutriente nessas condic¢des [70].

Na literatura se destaca o efeito benéfico da suplementacdo de &cido
félico, como encontrado no atual estudo para determinados genes e tecidos. No
entanto, em um estudo de reviséo foi mostrado que niveis elevados de vitaminas
envolvidas no metabolismo do carbono 1, como a vitamina B12 e acido folico,
tem sido correlacionada com disfungdo imunoldgica, cancer e aumento da
mortalidade [71]. Nesse sentido, ha a necessidade de mais estudos para a
melhor compreensdo da quantidade ofertada, com o intuito de fornecer saude

para prole.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, conclui-se que diferentes
concentracdes de acido folico na dieta materna, bem como durante a lactacao e
pés-desmame, apresentam respostas divergentes entres os filhotes machos e
fémeas, capazes de modular o peso corporeo, consumo alimentar, metilacdo do
DNA, expressédo génica e expressao proteica tanto dos genes envolvidos na
inflamacé&o, quanto dos envolvidos no metabolismo energético na prole. De
modo geral, a dieta suplementada com &cido félico foi capaz de modular os
genes, dependendo do sexo e do tecido analisado, de forma benéfica, visto que
esses genes fazem parte de complexos mecanismos capazes de prevenir
diversas patologias, como a obesidade, diabetes mellitus tipo 2, sindrome
metabdlica, doencas cardiovasculares e doencas hepaticas. No entanto, ha a
necessidade de mais estudos para fornecer melhor compreensdo dos
mecanismos moleculares relacionados a reprogramacao epigenética fetal dos
genes da inflamacéo e do metabolismo energético, bem como para o adequado
fornecimento de acido félico durante o periodo de desenvolvimento

embrionério/fetal e no pés-desmame.
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