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Resumo

Estudos mostram que descendentes de maies diabéticas apresentam alteracdes na
estrutura e funcdo de sistemas envolvidos na regulacdo do balango energético. Além
do metabolismo materno, sabe-se que a nutri¢do materna também pode comprometer
esses parametros na prole. No entanto, os efeitos da associacdo de ambos os fatores
maternos na ingestao alimentar dos descendentes ainda nao foram explorados. Assim,
o objetivo deste estudo foi avaliar a ingestdo alimentar de descendentes machos e
fémeas de ratas com hiperglicemia moderada e nutrigdo inadequada durante a prenhez
e lactagdo antes e ap6s a infusdo central cronica de leptina. Ratas Sprague-Dawley
foram acasaladas e, no dia de prenhez (DP) 0, foram divididas aleatoriamente em 2
grupos experimentais: dieta padrdo ou dieta padrdo + petiscos, compostos por batata
chips e solucdo de sacarose 1,5% com sabor artificial de frutas vermelhas. No DP 7,
ambos os grupos experimentais foram subdivididos em maes normoglicémicas e maes
hiperglicémicas, pela administracdo de streptozotocina (STZ, 35mg/kg, i.p.). No dia
pos-natal (DPN) 75, 2 machos e 2 fémeas de cada ninhada foram utilizados e cada um
recebeu um tratamento diferente (solucdo salina ou leptina). Assim, os grupos
experimentais foram formados de acordo com o metabolismo materno
(normoglicémico ou hiperglicémico), dieta materna (ra¢do padrao ou ra¢do padrdo mais
petiscos), sexo (masculino ou feminino) e tratamento (solucdo salina ou leptina). No
DPN 82, os animais foram submetidos a cirurgia de estereotaxia para implantagdo de
uma canula no ventriculo lateral cerebral anexada a uma bomba osmética (Alzet®
modelo 2001) que liberou solugdo salina 0,9% ou leptina (1 pg de leptina por dia a uma
taxa de 1 pl / hora por 7 dias consecutivos). O peso corporal e a ingestdo alimentar
foram monitorados diariamente por 7 dias antes e 7 dias apds a cirurgia. No DPN 89,
os ratos foram mortos e a implantacao da canula foi avaliada. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo comité de ética local (Protocolo 1134). O
agravamento do quadro de hiperglicemia materna pelo consumo de petiscos modificou
o padrdo de ingestao alimentar dos descendentes. A presenca da hiperglicemia materna
durante a prenhez aumentou a ingestdo alimentar, sendo que esse aumento foi
exacerbado nos descendentes de maes com dieta materna inadequada. A infuséo central

cronica de leptina reduziu a ingestdo alimentar e o peso corpdreo dos animais, sendo



que o efeito anorético foi mais acentuado nos descendentes machos. O metabolismo
materno alterado acentuou o efeito da leptina na reducdo na ingestdo alimentar,
enquanto o padréo de redugdo no peso corpdreo dos descendentes foi influenciado pela
dieta materna. E importante ressaltar que mesmo um modelo experimental com niveis
glicémicos moderados, associado a um modelo com uma discreta alteracdo nutricional,
resultou em alteracbes na ingestdo alimentar dos descendentes, reforcando a
importancia do controle glicémico e nutricional das gestantes para prevenir alteragdes
nos descendentes e, com isso, 0 efeito transgeracional da obesidade e doencas

relacionadas.

Palavras-chave: hiperglicemia; leptina; ingestdo alimentar; descendente; nutri¢do

inadequada.



Abstract

There is evidence that offspring from diabetic dams show impairments in the structure
and function of the main systems involved in the regulation of energy balance. Besides
maternal metabolism, maternal nutrition can also compromise these parameters in the
offspring. However, the effects of the association of both maternal factors on offspring
food intake have not been explored yet. Thus, the aim of this study was to evaluate the
effects of chronic central leptin infusion on food intake of male and female offspring of
dams with mild hyperglycemia and snack intake during pregnancy and lactation.
Sprague-Dawley rats were mated and on pregnancy day (PD) 0 were randomly divided
into 2 experimental groups: standard diet or standard diet + snacks, comprised of
potato chips and a red fruit-flavored sucrose syrup (1,5%). On PD 7, both experimental
groups were then subdivided into normoglycemic dams and dams that were rendered
hyperglycemic by streptozotocin administration (STZ, 35mg/kg, i.p.). On postnatal day
(PND) 75, 2 males and 2 females from each litter were used and each received a
different treatment (saline solution or leptin). Thus, the offspring experimental groups
were formed according to maternal metabolism (normoglycemic or hyperglycemic),
maternal diet (standard chow or standard chow plus snacks), sex (male or female) and
treatment (saline or leptin). On PND 82, animals underwent a stereotaxy surgery for
cannula implantation in the lateral cerebral ventricle attached to an osmotic pump
(Alzet® model 2001) that released 0.9% saline solution or leptin (1 pg of leptin per
day at a rate of 1 ul / hour for 7 consecutive days). Body weight and food intake were
monitored daily for 7 days before and 7 days after surgery. On PND 89, rats were
killed, and cannula placement was evaluated. All experimental procedures were
approved by the local ethics committee (Protocol 1134). Snack intake aggravated the
glucose intolerance of hyperglycemic dams and changed the food intake pattern of the
offspring. Maternal hyperglycemia during pregnancy increased offspring food intake,
and this increase was more pronounced in the offspring of dams fed with snacks. Leptin
chronic central infusion reduced offspring food intake and body weight, and the
anorectic effect was more pronounced in males. Leptin effects on offspring food intake
were modified by maternal metabolism, with offspring from hyperglycemic dams

showing a more pronounced reduction on food intake, while effects on body weight



were influenced by maternal diet. It is important to emphasize that even an
experimental model of mild hyperglycemia, associated with a model with a slight
nutritional change, resulted in changes in the offspring’s food intake, reinforcing the
importance of glycemic and nutritional control of pregnant women to prevent
metabolic changes in the offspring and, with this, the transgenerational effect of obesity

and related diseases.

Key words: hyperglycemia; leptin; food intake; offspring; snack intake.
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Introducao

O balanco energético é o estado alcangado pelo organismo quando a ingestéo
energética é equivalente ao seu gasto (Hill et al., 2013) e tem como componentes

bésicos a obtencdo, o gasto e o armazenamento de energia (Hill et al., 2012).

Dada sua grande importancia para sobrevivéncia, a obtencdo de energia e
nutrientes depende de um sistema complexo de controle. Os principais componentes
desse sistema sdo sensores, do meio externo e interno, que convém informacdes sobre
a disponibilidade e aparéncia dos alimentos, sabor e cheiro, e estado nutricional do
organismo para o sistema nervoso central (SNC) que, por sua vez, as associa ao estado
emocional e as preferéncias alimentares do individuo (Zheng & Berthoud, 2008). A
ingestdo alimentar € o resultado da integracdo de informacdes sensoriais e motoras no
SNC, visando ao equilibrio entre a disponibilidade ambiental e as necessidades internas
do organismo (Ren & Tao, 2020; Zheng & Berthoud, 2008). O padréo de ingestdo
alimentar e a quantidade de calorias ingeridas varia ainda de acordo com o sexo do
individuo (Klump et al., 2017; Simerly, 2002), sendo que as variacbes ciclicas
caracteristicas do ciclo reprodutivo feminino interferem nesse controle (Asarian &
Geary, 2013).

Em animais homeotérmicos endotérmicos, o gasto energético compreende
principalmente a taxa metabdlica de repouso (TMR), a sintese de tecidos e o gasto de
energia relacionado a execucdo das atividades do organismo. A TMR corresponde ao
metabolismo de um individuo que ndo esta em atividade e que suporta a manutencao
da temperatura corpérea e o funcionamento dos varios sistemas e processos celulares
de um organismo (Boron, Walter F., 2016). A energia ndo direcionada & manutencao
bésica do organismo, pode ser utilizada para sintese de tecidos e armazenamento de
reservas energeticas (Bear, 2017). As demais atividades do individuo, como obtencéo
do alimento, busca de parceiros sexuais, entre outros, também respondem por grande

parte do gasto energético diario (Hill et al., 2012).

Quando o organismo se encontra no estado alimentado, a energia é armazenada
de duas principais formas: glicogénio e triacilglicerois. As reservas de glicogénio sdo
encontradas principalmente no figado e no musculo esquelético, enquanto as reservas

de triacilglicerdis sdo encontradas no tecido adiposo, na forma de gordura. Durante o
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jejum entre as refeicGes, o glicogénio e os triacilglicerdis sdo degradados para fornecer

ao corpo um suprimento continuo de nutrientes (Bear, 2017).

Diversos hormonios advindos da periferia do organismo fornecem sinais
importantes a respeito dos estoques energéticos para 0 SNC, como, por exemplo,
insulina, leptina e grelina (Air et al., 2002; Belgardt & Briining, 2010). Alteracdes no
balancgo energético levam a flutuacdo na secrecao desses hormonios (Galicia-Garcia et
al., 2020), fornecendo informagdes sobre o estado nutricional a curto e longo prazo,
relacionadas ao metabolismo e equilibrio energético (Air et al., 2002). Portanto, 0 SNC
é responsavel pela regulacdo desse balanco energético, integrando sinais quimicos e
neurais advindos da periferia do organismo, a respeito dos estoques energéticos, e

sinais eferentes, que modulam a ingestéo e o gasto de energia (Sandoval et al., 2008).

Esse sistema esta em equilibrio quando as reservas energéticas sdo restituidas
na mesma velocidade em que sdo utilizadas (Bear, 2017; Hill et al., 2012). Caso a
ingestdo e o armazenamento de energia excedam sua utilizacdo, a quantidade de
gordura corporal aumenta, e tal processo pode ser denominado balango energético
positivo. Entretanto, se a ingestdo energética ndo alcancar as demandas corporais
adequadas, ocorre perda do tecido adiposo, processo denominado balanco energético
negativo (Boron, Walter F., 2016). O equilibrio energético € tipicamente retratado de
maneira estatica, indicando que reducBes na ingestdo e aumento no gasto energeético
levariam, automaticamente, ao déficit de energia e, portanto, a perda de peso.
Entretanto, essa abordagem é simplista, ja que a regulacao do balanco energético ocorre
de forma mais complexa (Hopkins & Blundell, 2016), e o comprometimento desse
sistema pode provocar diversos distirbios metabdlicos, tais como o diabete (Roden &
Shulman, 2019).

Habitos de vida de um individuo, como a ingestdo excessiva de alimentos,
combinada com a falta de exercicios, podem ser as causas de distirbios no balango
energético (Hill et al., 2012; Reynolds et al., 2015). Por exemplo, o consumo de
alimentos densos em calorias, altamente palataveis e ultraprocessados, que aumentou
consideravelmente nos Ultimos anos, pode desregular o balanco energético, levando ao

ganho excessivo de peso (Zeltser, 2018).

Além dos habitos de vida, o periodo perinatal de um individuo é crucial para o

funcionamento adequado dos sistemas de controle do balanco energético (Alfaradhi &
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Ozanne, 2011). A teoria das origens desenvolvimentistas da salde e da doenca
(DOHaD) sugere que exposi¢des intrauterinas a um ambiente alterado por fatores como
disturbios metabolicos e/ou nutricionais, estresse e infeccBes estdo associadas a um
risco aumentado de doencas metabolicas na vida adulta (Alfaradhi & Ozanne, 2011;
Gawli et al., 2020). Tais influéncias durante o desenvolvimento perinatal também
podem causar mudancas estruturais permanentes nos individuos, como em circuitos
neurais e periféricos responsaveis pela manutencdo do balanco energético (Zeltser,
2018). Estudos epidemioldgicos indicam que a exposic¢do intrauterina a condigdes
metabolicas adversas, como uma nutricdio materna inadequada ou distdrbios
metabolicos, como o diabete mellitus gestacional (DMG), podem levar a perturbacoes
na regulacdo do equilibrio energético do descendente (Agarwal et al., 2018; Spencer,
2012; Taylor & Poston, 2005; Zeltser, 2018).

Dentre os principais distarbios metabdlicos do periodo perinatal, podemos citar
o diabete, caracterizado por um quadro de hiperglicemia, seja porque a quantidade de
insulina produzida € insuficiente ou porque o organismo nédo responde adequadamente
a esse hormonio (Edgerton et al., 2017). De acordo com a Associagdo Americana de
Diabete (ADA), o diabete mellitus (DM) pode ser classificado em diferentes categorias
e, dentre os diversos tipos descritos na literatura, se destacam o DM tipo 1 (DM1), DM
tipo 2 (DM2) e o DMG. O DM1 ocorre devido & destruicdo das células beta
pancreaticas, geralmente levando a deficiéncia absoluta de insulina. J4 0 DM2 ocorre,
principalmente, devido a resisténcia a insulina dos tecidos muscular e adiposo, podendo
também ocasionar uma reducao progressiva de sua secre¢do (ADA, 2018). Durante a
gestacdo, o diabete pode estar presente de duas formas: como diabete clinico, em
gestantes ja diagnosticadas com DM1 ou 2 antes da gestagdo, ou DMG, que se
manifesta somente durante a gestacdo e é diagnosticado no segundo ou terceiro
trimestre da gravidez (ADA, 2018).

A etiologia do DMG esta relacionada a uma alteracdo patologica de mudancas
fisiolégicas que ocorrem no organismo materno durante a gestacdo para atender as
demandas energéticas do feto em crescimento. No inicio da gestacdo, a sensibilidade a
insulina aumenta, promovendo a captacdo de glicose pelo tecido adiposo e, assim,
preparando o organismo para as demandas energeticas da gestacdo (Cianni et al., 2003).
No entanto, a medida em que a gravidez avanca, a elevacdo no nivel de hormonios

sistémicos e placentarios, como estrogeno, progesterona, leptina, cortisol, lactogénio
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placentario e hormonio de crescimento placentario, promovem um estado de resisténcia
a insulina (Catalano et al., 1991). Como resultado, a glicemia é levemente elevada, e a
glicose é prontamente transportada através da placenta para favorecer o crescimento
fetal. Porém, em algumas gestantes, essa resisténcia a insulina é exacerbada, levando a

elevacao da glicemia e resultando no DMG (Plows et al., 2018).

Embora o DMG comumente se resolva com o parto, ele pode ter consequéncias
duradouras tanto para a salide materna, como maior risco de desenvolver DM2, doencas
cardiovasculares (DCV) e obesidade (Alfaradhi & Ozanne, 2011), quanto para a salde
do descendente, acarretando impactos a curto e longo prazo. Devido ao quadro de
hiperglicemia materna, a glicose atravessa livremente a placenta e induz o pancreas
fetal a produzir insulina em excesso. A combina¢do de hiperinsulinemia fetal e
hiperglicemia materna leva ao aumento dos estoques de gordura e proteina fetal, que
podem causar macrossomia ao nascimento (Muhlhausler et al., 2015). A producdo em
excesso de insulina fetal também pode alterar a funcdo das células beta pancreéaticas
em desenvolvimento (Fetita, 2014). A longo prazo, os descendentes de maes com DMG
tém maior risco de desenvolver obesidade, DM2, DCV e sindromes metabdlicas
associadas, o que contribui para um ciclo transgeracional vicioso de obesidade e diabete

que afeta a satde da populacdo como um todo (Plows et al., 2018).

Com o objetivo de melhorar a compreensdo do impacto do DMG nas maes e
seus descendentes, diversos modelos animais foram desenvolvidos (Kiss, 2009). Para
induzir hiperglicemia em roedores, sdo utilizados agentes beta-citotdxicos, como a
streptozotocina (STZ). De acordo com a dose, via ou linhagem animal utilizada, a
administracdo de STZ pode resultar em quadros de hiperglicemia grave ou moderada
nos animais (Kiss, 2009). A hiperglicemia caracteristica do quadro de DMG pode ser
reproduzida em roedores pela administracdo de STZ durante a prenhez (Gelardi, 1988),
sendo que, na vida adulta, os animais apresentam glicemia entre 120 e 300 mg/dL,
caracterizando um quadro de hiperglicemia moderada (Kiss, 2009). A hiperglicemia
moderada observada nesse modelo experimental se correlaciona melhor ao quadro
hiperglicémico que acomete mulheres com DMG e, portanto, pode facilitar a translagdo

dos achados experimentais a clinica (Jawerbaum & White, 2017).

Entretanto, nem todos os efeitos do diabete em gestantes s@o replicados em
modelos animais. A presenca de macrossomia, por exemplo, € uma alteragdo comum

em recéem-nascidos de mulheres com diabete gestacional (Muhlhausler et al., 2015).
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No entanto, os estudos experimentais divergem, com alguns obtendo um quadro
semelhante aos estudos clinicos (Merzouk, H., 2000, 2001; Merzouk, Hafida, 2002), e
outros nos quais ndo ha aumento expressivo de recém-nascidos grandes para a idade de
prenhez (Kervran et al., 1978; Kiss, 2012). Esses achados evidenciam a relevancia do
estudo de modelos experimentais de diabete no periodo gestacional, para conhecer os
pontos de semelhanca e divergéncia com os achados da clinica, além de possibilitar a
melhor compreensdo dos seus impactos sobre a prole e possiveis translagdes para a
populagdo humana.

O diabete materno também pode alterar a ingestdo alimentar dos descendentes
(Steculorum & Bouret, 2011b). Plagemann (Andreas Plagemann, 2004) coloca que,
quando hormonios como leptina e insulina estdo presentes em concentragcdes nao
fisiolégicas durante periodos criticos do desenvolvimento, eles podem causar
alteracBes no desenvolvimento hipotalamico do descendente. Sabe-se que o diabete
gestacional altera o desenvolvimento de circuitos hipotalamicos que controlam a
ingestdo alimentar, afetando ndo apenas o nimero de neurdnios hipotalamicos dos
descendentes, mas também a densidade das projecBes neurais envolvidas na regulacao
da ingestdo alimentar, podendo levar a hiperfagia (Garcia-Vargas et al., 2012;
Steculorum & Bouret, 2011b).

A presenga de hiperglicemia grave durante a prenhez pode aumentar a
expressdo de neuropeptideo Y (NPY) e peptideo relacionado a agouti (AgRP) no
hipotdlamo dos descendentes e, com isso, contribuir para a hiperfagia (Franke et al.,
2005). Outros estudos mostram que descendentes de mées hiperglicémicas apresentam
alteracfes na densidade de neurdnios AgRP e aumento do nimero de neurbnios que
produzem proopiomelanocortina (POMC) (Steculorum & Bouret, 2011b), mostrando
que a presenca de hiperglicemia materna pode alterar permanentemente os sistemas

neurais responsaveis pela ingestdo alimentar.

Além das alteracbes metabolicas maternas, a nutricdo inadequada durante a
gestacdo também pode agravar as consequéncias a longo prazo para a saude do
individuo. Durante esse periodo critico de desenvolvimento, tanto desnutricdo quanto
supernutricdo materna podem causar alteracbes permanentes no organismo do
descendente (Barnes & Ozanne, 2011). A desnutricdo materna pode levar a restri¢éo
do crescimento intrauterino e, portanto, baixo peso ao nascimento, que também esta

associado ao desenvolvimento de doengas metabdlicas na vida adulta, como o DM2
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(Hales & Barker, 2013). No entanto, nos ultimos anos, os estudos tém se voltado cada
vez mais para o estudo do impacto da exposi¢do ao excesso de nutrientes durante a

gestacgéo e lactagédo (Muhlhausler, Beverly S., 2013).

Apesar de haver um aumento na demanda energética durante a gestacdo, as
gestantes devem consumir uma dieta balanceada, sendo que o aumento na ingestdo
alimentar ndo deve estar 10% acima da ingestao energética recomendada para mulheres
ndo gravidas (Koletzko et al., 2019). No entanto, € comum que a alimentacdo de
mulheres em idade reprodutiva inclua uma alta quantidade de "junk food", ou seja,
alimentos com alta densidade energética, mas pobres em nutrientes, além do consumo
de carnes processadas, “fast foods” e refrigerantes. Tais comportamentos alimentares
podem contribuir para o0 sobrepeso e obesidade e s&o prejudiciais para 0 organismo
materno e desenvolvimento fetal (Wen et al., 2009).

Além dos problemas estruturais que podem ser causados por conta do diabete
materno, estudos experimentais mostram que animais nascidos de maes que tiveram
acesso a uma dieta rica em agucar ou gordura também apresentam alteracdes nas vias
hipotalamicas responsaveis pela ingestdo alimentar (Kirk et al., 2009). A exposi¢do
fetal a um suprimento caloérico elevado, seja de glicose ou gordura, durante janelas
criticas de desenvolvimento, resulta em alteracdes permanentes na estrutura e funcéo
dos principais sistemas envolvidos na regulacdo do balango energético e da ingestdo
alimentar (Armitage et al., 2004; Mcmillen et al., 2008; Muhlhausler, B., & Smith,
2009; Muhlhausler, Beverly S., 2013). A supernutricdo durante o periodo fetal pode
levar ao crescimento fetal anormal, alteracbes na adipogénese (Mahizir et al., 2016),
hiperinsulinemia e hiperleptinemia perinatal (Plagemann, A. 2011), promovendo
também alteragBes nas vias centrais de controle da ingestdo alimentar dos
descendentes, resultando em aumento do apetite, da ingestdo energética e adiposidade
(Ezgi & Kabaran, 2019). Nesse contexto, os modelos animais desempenham um papel
fundamental para que sejam esclarecidos os efeitos de alteragdes nutricionais maternas,
identificando janelas criticas de desenvolvimento, com o intuito de desenvolver
estratégias de prevencdo através de intervengfes nutricionais para mées e seus
descendentes (Hsu, C. N., & Tain, 2019).

Dentre os diversos modelos animais de supernutricdo descritos, o0 modelo de
“high-fat diet” (HFD), com 30-85% das calorias derivadas da gordura, € o mais

utilizado (Pinheiro-Castro et al., 2019). Existem diferengas marcantes na composi¢ao
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das HFD utilizadas, sendo que a quantidade de micro e macronutrientes pode variar,
assim como a de gorduras saturadas, o que resulta numa variabilidade significativa
entre os estudos. Portanto, o resultado fenotipico de uma prole de mées expostas a HFD
durante a prenhez varia com base na composicédo, tempo e duracdo do consumo da dieta
(Islam & Wilson, 2012; Stott & Marino, 2020).

Por exemplo, descendentes de médes que consomem HFD podem nascer
pequenos ou grandes para a idade de prenhez (Jones et al., 2009; Mark et al., 2011),
sendo que ambas as condi¢cBes podem desencadear distdrbios metabolicos na vida
adulta. Evidéncias indicam que a exposi¢cdo materna a HFD durante o periodo de
prenhez ou lactacdo também pode desencadear disturbios metabélicos na prole a longo
prazo, como obesidade, intolerdncia a glicose, resisténcia a insulina, aumento da
adiposidade e dos niveis séricos de triglicerideos (Armitage et al., 2004; Ashino et al.,
2012; Lemes et al., 2018; Mathias et al., 2014; Lyda Williams et al., 2014). Além disso,
condi¢des maternas associadas, como o diabete, podem agravar o fenétipo observado
na prole (L. Williams et al., 2014).

Além da HFD, existem outros modelos de dietas hipercaléricas, tais como a
dieta de cafeteria e dietas “junk food”. A dieta de cafeteria consiste no oferecimento de
uma selecdo de alimentos com alta densidade energética e alto teor de gordura e acucar,
que séo regularmente consumidos na populacdo humana, como bolos, biscoitos, batatas
fritas e carnes processadas. Esse modelo tem grande relevancia, por refletir os habitos
alimentares da sociedade ocidental (Small et al., 2018; Lyda Williams et al., 2014;
Zeeni et al., 2015). Os descendentes de ratas que consomem uma dieta de cafeteria
normalmente sdo hiperfagicos, resistentes a insulina, hipertensos e intolerantes a
glicose na vida adulta (Nivoit et al., 2009; A. Samuelsson et al., 2015). J& o consumo
materno de dietas “junk food”, ou seja, alimentos com alta densidade energética e
palatabilidade, leva ao aumento do peso dos descendentes pds-desmame, com efeitos
similares ao da dieta de cafeteria, como hiperfagia (Bayol et al., 2007). Em modelos
experimentais, a exposi¢cdo a dietas com alto teor de gordura ou dietas de cafeteria
resulta em efeitos deletérios para a prole, incluindo hiperfagia, aumento da adiposidade
corporal, niveis elevados de triglicerideos, hiperglicemia e resisténcia a insulina
(Ainge et al., 2011; Sampey et al., 2009; Tsan et al., 2021).

Na mesma linha do modelo de dieta de cafeteria, 0 modelo de petiscos tem

chamado atencdo atualmente (Hoch et al., 2014), tendo em vista que a ingestdo de
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petiscos aumentou nas ultimas décadas (Slining et al., 2013) e esse modelo mimetiza o
habito da populacdo humana de ingerir alimentos ou bebidas de alta densidade calorica

além das refeicGes regulares (Hess et al., 2016).

Os petiscos tém um fraco efeito sobre a saciedade e, na popula¢do humana, ndo
resultam na reducdo compensatoria da ingestdo caldrica em refeicdes regulares
(Chapelot, 2011; Whybrow et al., 2007). Seu consumo normalmente se refere a
alimentos ricos em energia e pobres em nutrientes, com alto teor de sédio, agtcar e/ou
gordura (Bellisle, 2014; O’Connor et al., 2015), e que SA0 responsaveis por aumentar a
ingestdo total de energia (Slining et al., 2013). O consumo de petiscos pode
desencadear uma ingestdo alimentar hedonica, ou seja, 0 comer na auséncia de fome, o
que pode anular o balanco energético homeostatico, e, portanto, levar a hiperfagia, a
ingestdo alimentar além da saciedade (Hans-Rudolf Berthoud, 2011).

Estudos do nosso grupo de pesquisa mostram que ratas hiperglicémicas que
consomem petiscos durante a prenhez e lactagcdo apresentam agravamento do quadro
de intolerancia a glicose (Martins et al., 2021a). Descendentes de mées que receberam
petiscos tém menor quantidade de gordura visceral e peso ao nascer e no desmame,
mas ndo apresentam diferencas no peso corporeo durante a adolescéncia, apresentando,
portanto, um fendmeno conhecido como “catch-up growth” (Ong et al., 2000). Outras
alteracdes sdo observadas, tais como, redu¢do no comportamento de ansiedade da prole
feminina, alteracBGes na funcdo reprodutiva da prole masculina e menor preferéncia a
sacarose (Martins et al., 2021a). No entanto, os efeitos no balanco energético e na
ingestdo alimentar dos descendentes ainda ndo foram investigados nesse modelo

experimental.

O balango energético é controlado principalmente pelo hipotalamo, uma regido
do SNC que estd intimamente associada a regulagdo de fungbes bésicas como
reproducdo, temperatura, regulacdo hormonal e ritmos bioldgicos (Wilson & Enriori,
2015). Em particular, o nacleo arqueado do hipotdlamo (ARC) e critico para regulacao
da alimentacdo e do metabolismo (Myers & Olson, 2012; Timper & Briining, 2017),
sendo que a regulagdo da homeostase energética envolve uma rede neural
interconectada que contém neurbnios especializados localizados no ARC, no nucleo
ventromedial (VMH), nucleo dorsomedial (DMH), nucleo paraventricular (PVN) e na
area hipotalamica lateral (LHA) (Bouret, 2017).
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Existem dois tipos de populacdes neuronais no ARC responsaveis pela
integracdo de sinais metabdlicos hormonais e nutricionais da periferia do organismo.
A populacdo neuronal orexigena, responsavel pela estimulacdo da ingestdo alimentar,
é composta por neurdnios que sintetizam NPY e AgRP, enquanto a populagéo neuronal
anorexigena, responsavel pela diminui¢do da ingestdo alimentar, € representada por
neurdnios produtores de POMC e o transcrito regulado por anfetamina e cocaina
(CART) (Timper & Briining, 2017).

Esses neurdnios recebem sinais da periferia do organismo através de diversos
horménios, como a leptina. A leptina é produzida principalmente no tecido adiposo,
mas também pode ser sintetizada em uma variedade de tecidos, incluindo placenta,
glandula maméria, ovario, musculo esquelético, estbmago e tecido linfoide (Margetic
etal., 2002; Park, H. K., & Ahima, 2014). Seus niveis circulantes estdo correlacionados
a quantidade de gordura corporal do organismo, refletindo o estado dos estoques
energéticos de longo prazo, que podem variar de acordo com mudancas na ingestao
calorica (Chan et al., 2003; Park, H. K., & Ahima, 2014).

Os efeitos da leptina podem ser exercidos por meio de sua ligagdo a receptores
alimentar e, portanto, regulando o peso corporeo e a homeostase energética (Ahima &
Osei, 2004). No ARC, a leptina interage com um circuito neural complexo para
controlar a ingestdo alimentar, ativando popula¢des neuronais anorexigenas (POMC e
CART) e inibindo populacdes orexigenas (AgRP e NPY) (Park, H. K., & Ahima,
2014). A queda nos niveis plasmaticos de leptina estimula a expressao de AgRP e NPY
e suprime a de POMC e CART, aumentando, assim, a ingestdo alimentar e diminuindo
0 gasto energético (Cowley et al., 2001). Quando roedores sao tratados com leptina,
tanto a administracdo intracerebroventricular (ICV) quanto intraperitoneal reduzem a
ingestdo alimentar (Clegg et al., 2003; Kanoski et al., 2011; Riedman, 1997; Seeley, R.
J., 1996; Wetzler et al., 2005). Descendentes de maes hiperglicémicas (Ortega-
Senovilla et al., 2011) e com acesso a diversos tipos de dietas, como cafeteria, HFD e
outras, apresentam alteracGes nos niveis de leptina (Glavas et al., 2010). No entanto,
nédo se sabe se essas alteragcOes podem modificar o controle da ingestdo alimentar em
um modelo experimental no qual ambos os fatores maternos estdo presentes.

Apesar de varios estudos mostrarem o impacto do diabete materno e da dieta

materna inadequada para os descendentes em uma série de parametros, os efeitos da
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combinacdo de ambos no controle da ingestdo alimentar dos descendentes ainda nao
foram explorados. Como ja colocado anteriormente, evidéncias mostram que tanto a
hiperglicemia quanto a nutricdo materna inadequada podem levar a alteragdes nos
circuitos neurais responsaveis pela ingestdo alimentar dos descendentes (Gawli et al.,
2020), e essa alteracdo pode estar diretamente relacionada a maior incidéncia de
obesidade e doencas metabdlicas na prole (Dearden & Ozanne, 2015). Além disso,
estudos do nosso grupo de pesquisa mostram que a infusé@o central cronica de insulina
reduz a ingestdo alimentar em descendentes de ratas com hiperglicemia moderada de
forma mais acentuada que em descendentes de maes normoglicémicas (Oliveira et al.,
2018), sugerindo que a resposta central a outros horménios, como a leptina, também
possa estar alterada.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a ingestdo alimentar de
descendentes machos e fémeas de ratas com hiperglicemia moderada e nutricdo
inadequada durante a prenhez e lactacdo, antes e ap6s a infusdo central crénica de
leptina. Nossa hipétese é que o agravamento do quadro de hiperglicemia materna,
proporcionado pelo consumo de petiscos, ira modificar o padrdo de ingestdo alimentar
dos descendentes de maneira mais pronunciada do que o observado até 0 momento nos
estudos nos quais os fatores maternos foram estudados de forma isolada. Além disso,
esperamos que a infusdo central de leptina reduza a ingestdo alimentar em todos 0s
animais, mas que essa resposta anorética seja mais acentuada nos descendentes de mées
hiperglicémicas com dieta inadequada, e que machos e fémeas respondam de maneira

distinta.
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Objetivo

Avaliar a ingestdo alimentar de descendentes machos e fémeas de ratas com
hiperglicemia moderada e nutrigdo inadequada durante a prenhez e lactacdo, antes e

apos a infusdo central cronica de leptina.
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Materiais e Métodos

Foram utilizados ratos machos e fémeas da linhagem Sprague-Dawley
mantidos sob condic¢Oes controladas de temperatura (22 + 2° C), umidade (50 + 10%),
ciclo claro/escuro de 12/12 horas (luzes acesas as 7 horas), e agua e racdo a vontade. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica local (Protocolo CEUA N° 1134).

O modelo experimental de oferecimento de petiscos, associado ao modelo de
indugéo de hiperglicemia moderada durante a prenhez, foi empregado para estudar a
ingestdo alimentar de descendentes machos e fémeas antes e ap0s a infusdo central
cronica de leptina. Os grupos experimentais foram formados de acordo com a presenca
ou ndo da hiperglicemia materna e com o oferecimento ou ndo de petiscos.
Posteriormente, os descendentes de ambos os sexos foram subdivididos em grupos

tratados com salina ou leptina.

Obtencéo dos descendentes de méaes hiperglicémicas que ingeriram petiscos

Os procedimentos experimentais dessa etapa estao ilustrados na Figura 1. Para
obtencdo dos descendentes, ratas fémeas adultas (n=55) foram acasaladas com machos
controle, sendo a presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal considerada o dia
0 de prenhez (DP 0). No DP 0, as ratas foram aleatoriamente divididas em 2 grupos
experimentais: méaes com dieta padrdo (382,5 kcal/100 g) ad libitum (n=28) e méaes
com dieta padrdo + petiscos (n=27).

O oferecimento de petiscos, composto por batata chips (556 kcal/100 g) e
solugdo de sacarose 1,5% com sabor artificial de frutas vermelhas (Bacana®, 44
kcal/100 mL), ocorreu do DP 0 até o dia de lactagdo (DL) 14 (Martins et al., 2021a). A
partir desse momento, os filhotes comecam a se alimentar de maneira independente
(Woodside et al., 2012), portanto, o oferecimento dos petiscos foi encerrado para
garantir que eles ndo tivessem acesso direto a dieta materna.

A hiperglicemia moderada materna foi induzida durante a prenhez. No DP 7,
metade das ratas dos grupos dieta padrdo (n=13) e dieta padrdo + petiscos (n=13)
receberam uma injecdo intraperitoneal de 35 mg/kg de STZ (SIGMA Chemical
Company, St. Louis, Millstone), diluido em tampdo citrato 0,1 M e pH 4,5, enquanto

as demais fémeas (n=29) receberam tampao citrato (0,1 M, pH 4,5) via intraperitoneal,
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no mesmo volume e dia de prenhez (adaptado de Gelardi, 1988). Sendo assim, apds a
administracao de STZ, 4 grupos experimentais foram formados: médes normoglicémicas
com dieta padréo (C, n=15), médes normoglicémicas com dieta padrdo + petiscos (CP,
n=14), maes hiperglicémicas com dieta padréo (S, n=13), e maes hiperglicémicas com
dieta padrédo + petiscos (SP, n=13).

Apenas ratas prenhes com hiperglicemia moderada (120-300 mg/dL) foram
incluidas nos grupos de maes hiperglicémicas com dieta padrdo ou dieta padrdo +
petiscos. Ratas com glicemia de jejum acima de 300 mg/dL foram excluidas do
experimento, ja que tal perfil glicémico se enquadra em um quadro de diabete grave,
que ndo era o foco do presente estudo. Ja foi demonstrado que o oferecimento de
petiscos durante a prenhez e lactacdo agrava o quadro de hiperglicemia materna
(Martins et al., 2021a).

Por volta do DP 21, as ratas pariram naturalmente e as ninhadas foram
padronizadas para 4 machos e 4 fémeas no dia pds-natal (DPN) 1, para garantir a
uniformidade na alimentacdo e cuidado dos descendentes. Os filhotes permaneceram
com suas mées até o desmame. Para todas as anélises realizadas, a ninhada foi a unidade

experimental, sendo utilizados 4 descendentes de cada ninhada: 2 fémeas e 2 machos.

Prenhez Lactacio

DPN 1: padronizagio
daninhada@4e 4

Acasalamento . .
DP 7: Indugio DPZI- DL21:
da hi . . Nascimento dos Desmame dos
hiperglicemia descendentes descendentes
moderada
(35mg'kg de
STZ)
| J
|
DPO0 ao DL 14:
Oferecunento de Grupos experimentais
petiscos C (n=15)
CP (n=14)
S (n=13)
SP (n=13)

Figura 1: Obtencéo dos descendentes. DP = Dia de prenhez; DPN = Dia p0s-natal; DL
= Dia de lactacdo; C = Maes normoglicémicas com dieta padrdo; CP = Maes
normoglicémicas com dieta padrdo + petiscos; S = Maes hiperglicémicas com dieta

padrdo; SP = Maes hiperglicémicas com dieta padrdo + petiscos.
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Avaliacao da ingestdo alimentar dos descendentes antes e apés infusdo central de

leptina

Os procedimentos experimentais dessa etapa estdo ilustrados na Figura 2. A
ingestdo alimentar de descendentes machos e fémeas de mées normoglicémicas e
hiperglicémicas com acesso ou ndo a petiscos durante a prenhez e lactagéo foi avaliada
antes e apos a infuséo central cronica de leptina.

Antes do inicio dos procedimentos, por volta do DPN 60, todas as descendentes
fémeas foram castradas para evitar influéncias decorrentes das variacdes hormonais do
ciclo estral nos dados da ingestéo alimentar (Asarian & Geary, 2013; Massa, M. G., &
Correa, 2020). Diversos ajustes metodoldgicos sdo possiveis para contornar as
alteracdes decorrentes do ciclo estral, como o0 acompanhamento da fase do ciclo em
fémeas intactas ou até mesmo a reposicao hormonal controlada de fémeas castradas.
Nosso grupo de pesquisa testou essas alternativas em um estudo prévio, e a
metodologia que se mostrou mais efetiva, e que resultou em menor variabilidade no
estudo da ingestdo alimentar, foi a de castracdo das fémeas apos a puberdade (Oliveira
et al., 2018). Cabe ressaltar que a castracdo é realizada apds a puberdade, momento no
qual os circuitos hipotalamicos ja se desenvolveram sob influéncia dos hormonios
reprodutivos circulantes (Massa & Correa, 2020).

Para realizacdo da castracdo, as ratas foram anestesiadas com isoflurano
(Isoforine®), com taxa de 4% a 0,7 L por 5 minutos para inducio e, posteriormente,
manutenc¢do a 2,7% a 0,7 L durante o procedimento cirargico. Com a fémea anestesiada
e em decubito lateral, incisdes foram feitas em cada flanco, os ovarios foram removidos
e as incisdes suturadas (Martins et al., 2021a). Apds o procedimento cirargico, foi
administrado anti-inflamatdrio via intraperitoneal (Meloxinew® 3%) para o controle da
dor e inflamacao no periodo pos-operatorio.

Quando os descendentes (fémeas e machos) atingiram o DPN 75, foi iniciado o
acompanhamento didrio da ingestdo alimentar e do peso corpéreo por 7 dias
consecutivos. Para melhor quantificar o consumo, a ragéo padréo (382,5 kcal/100 g)
foi oferecida na forma de pd para os animais, dentro da caixa-moradia. O recipiente
contendo a racdo era colocado dentro de outro recipiente maior, permitindo que

qualquer perda de racdo pudesse ser quantificada. Além do mais, no momento da
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pesagem, a racao era peneirada com o intuito de separar a racdo de outros materiais,
como a maravalha da caixa. O acompanhamento de consumo de racdo e do peso
corporeo foi realizado sempre no mesmo horario durante a manha, se iniciando por
volta das 10 h.

Apls o término do consumo pré-cirurgia (DPN 82), os animais foram
anestesiados por anestesia inalatoria, como previamente descrito para a ovariectomia,
e passaram por uma cirurgia de estereotaxia para implantacdo de uma céanula no
ventriculo lateral cerebral. Na cirurgia de estereotaxia, foi realizada tricotomia do local,
seguida de assepsia com iodo, uma incisdo de aproximadamente 3 cm e afastamento da
pele com auxilio de pingcas hemostaticas. Os demais tecidos foram removidos para
visualizagdo das suturas cerebrais, seguido de perfuracdo do cranio com auxilio de um
micromotor de bancada. Apos esses procedimentos, uma cénula foi ancorada no cranio
por dois parafusos de aco inoxidavel e acrilico dental autopolimerizante, e conectada
por um tubo de polietileno a uma bomba osmética (Alzet® modelo 2001), inserida via
subcutanea (s.c.) na regido dorsal do animal. A céanula foi implantada no ventriculo
lateral cerebral seguindo as seguintes coordenadas: anteroposterior -0,8; lateral -1,4; e
ventral 4,0, sendo o bregma a referéncia utilizada (Paxinos & Watson, 2007). As
bombas osmoticas liberaram salina estéril (NaCl 0,9%) (grupos +Sa) ou leptina diluida
em soro bovino fetal 0,1% (leptina murina recombinante, PeproTech®, Cranbury, NJ,
EUA) (grupos +L). As bombas osméticas liberaram salina ou 1 pg de leptina por dia,
aumataxade 1 pl/h, durante 7 dias consecutivos (Abizaid et al., 2004). Apés a cirurgia,
também foi administrado anti-inflamatério via intraperitoneal, como descrito
anteriormente. A ingestdo alimentar e o peso corpdreo foram registrados diariamente
nos 7 dias consecutivos a cirurgia.

Para andlise dos dados obtidos, as médias aritméticas referentes aos trés ultimos
dias de consumo alimentar e peso corporeo pré-cirurgia foram calculadas. Para
avaliacdo do consumo e do peso apds infusdo de leptina ou salina, foi realizada a
subtracdo do consumo e peso corpéreo em cada dia pds-cirurgia pelo valor da média
calculada pré-cirurgia.

No DPN 90, ap6s o acompanhamento do consumo alimentar e peso corpéreo,
0s animais foram eutanasiados com o intuito de averiguar o posicionamento correto da
canula. Os animais foram novamente anestesiados com anestesia inalatoria e

decapitados em seguida. A implantacdo da canula foi avaliada atraves da injecdo de
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corante no tubo de polietileno. Apenas animais que apresentaram implantacao correta

da canula foram incluidos nas analises.

DPN 60: DPN 75 DPN 82: Cirurgia de DPN 89 DPN 90
Castragio 2 estereotaxia e inicio Morte dos
da infusdo cronica de animais

salina ou leptina

|
DPN 75 ao DPN 89: Acompanhamento ingestdo alimentar e peso

corporeo
Grupos experimentais
C+Sa(13%e12d) StSa (122¢e 10 %)
CHL(13%e13 ) S+tL(13 Qe 11 )
CP+Sa (1399 43) SP+Sa(11 2e93)
CP+L(11Qe12J) SP+L (12 2e 11 )

Figura 2: Desenho experimental para avaliagdo da ingestdo alimentar nos
descendentes. DPN= Dia pos-natal; C= Filhos de mées normoglicémicas com dieta
padrdo; CP= Filhos de maes normoglicémicas com dieta padrdo + petiscos; S= Filhos
de maes hiperglicémicas com dieta padrdo; SP= Filhos de mées hiperglicémicas com

dieta padrédo + petiscos; +Sa= Salina; +L= Leptina.

Analise estatistica

Todos os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).
Para avaliacdo do consumo alimentar diario e do peso corpéreo, o z score dos dados
foi calculado para detectar animais outliers, sendo que animais com scores abaixo de -
3 e acima de 3 em um parametro foram considerados outliers e excluidos da analise de
todos os parametros. Apés exclusdo desses animais, o total de animais em cada grupo
experimental foi: C+Sa (13 @, 12 @); C+L (13 2, 13 &); CP+Sa (13 2, 9 &); CP+L
(112,12 3); S+Sa (12 2,10 &); S+L (13 @, 11 &); SP+Sa (11 2,9 &); SP+L (12 9,
11 3).

Os dados foram analisados com ANOVA de medida repetida de 5 vias com
tempo como medida repetida, e metabolismo materno (mae normoglicémica ou
hiperglicémica), dieta materna (dieta padrdo ou dieta + petiscos), sexo (macho ou

fémea) e tratamento (salina ou leptina) como fatores. Também foi realizada uma
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ANOVA univariada para analise da ingestao alimentar e peso corpdreo médio antes da
cirurgia para infusao central crénica de leptina.

Foi estabelecido o limite minimo de significancia de 95% (p < 0,05) e os valores
de F, p e n (eta square) estdo descritos para todas as andlises. Todas as analises

estatisticas foram realizadas com o software JASP.
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Resultados

Os dados de ingestdo alimentar e peso corpéreo dos descendentes foram
coletados para todos o0s grupos experimentais. Os dados obtidos com o
acompanhamento diério da ingestdo alimentar nos 3 dias anteriores a cirurgia foram
utilizados para o célculo da média de consumo de racdo pré-cirurgia. Esses valores
foram comparados entre 0s grupos para observarmos a existéncia de diferencas
relacionadas a hiperglicemia ou nutricdo materna antes do tratamento com leptina. Em
seguida, o consumo de ragdo por 7 dias consecutivos apés a implantacdo de bomba
osmotica para infusdo cronica central de leptina foi avaliado utilizando como base a
média de consumo preé-cirurgia, ou seja, a diferenca entre 0 consumo de racdo para cada
dia pos-cirurgia e a média pré-cirurgia, para visualizarmos como o tratamento com
leptina modificou a ingestdo alimentar ao longo do tempo. O mesmo procedimento foi
realizado para 0 peso corporeo.

Os resultados referentes a esses procedimentos estdo detalhados a seguir.
Somente diferencas significativas serdo descritas e representadas nos gréficos. Sendo
assim, de acordo com a presenca ou auséncia de diferenca significativa em determinada
andlise, os dados podem ser representados de forma colapsada, nos quais dois ou mais
grupos experimentais foram agrupados, para melhor interpretacdo e visualizacdo dos
achados do estudo. Dessa forma, mais de um grafico pode ser apresentado para o
mesmo parametro, facilitando a visualizag@o dos efeitos significativos encontrados.

No periodo pré-cirurgia, a analise do consumo médio de racdo (Figura 3)
mostrou que machos ingeriram mais racdo do que fémeas (Figura 3A). Descendentes
de mées hiperglicémicas ingeriram mais racdo do que os de mées normoglicémicas
(Figura 3B), efeito que foi exacerbado quando as maes hiperglicémicas ingeriram
petiscos (Figura 3C). Além disso, como esperado, machos apresentaram peso corpéreo
maior do que fémeas (Figura 3D).

ApOs a cirurgia, ocorreu uma reducdo na ingestdo alimentar em todos o0s
animais, o que ja é esperado. Apds a recuperacdo da cirurgia de estereotaxia, a ingestdo
alimentar dos descendentes aumentou com o tempo (Figura 4A-F). A ingestdo
alimentar dos machos foi maior do que a das fémeas (Figura 4A). Descendentes de

mées hiperglicémicas apresentaram uma tendéncia a ingerirem mais racdo do que 0s
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de mées normoglicémicas (Figura 4B), sendo que esse efeito foi mais pronunciado nas
fémeas (Figura 4C). Como esperado, o0 tratamento com leptina reduziu a ingestdo
alimentar (Figura 4D), especialmente nos machos (Figura 4E). Apesar do tratamento
com leptina ter reduzido a ingestdo alimentar ao mesmo patamar nos descendentes de
méaes normoglicémicas e hiperglicémicas, como descendentes de maes hiperglicémicas
apresentam um maior consumo de racao, essa reducao foi mais exacerbada nesse grupo
(Figura 4F).

Com relacéo ao peso corporeo diario dos descendentes, de forma geral, houve
reducdo do peso corpdreo dos descendentes apés a cirurgia (Figura 5A-G), sendo que
machos apresentaram maior peso corporeo do que as fémeas, como esperado (Figura
5A). Descendentes de mées hiperglicémicas apresentaram maior peso corporeo do que
os de maes normoglicémicas (Figura 5B), com diferenca especialmente nas fémeas
(Figura 5C). O tratamento com leptina reduziu o peso corpéreo (Figura 5D), sendo que
essa reducdo foi mais exacerbada em machos (Figura 5E), especialmente nos
descendentes de mées normoglicémicas que ingeriram petiscos (Figura 5F), do que em
fémeas (Figura 5G).

LEGENDAS E FIGURAS

Figura 3. Média do consumo de racdo diario (g) pré-cirurgia (média dos 3 dias
anteriores ao procedimento). ANOVA univariada com metabolismo materno
(normoglicémica ou hiperglicémica), dieta materna (dieta padrdo ou petiscos),
tratamento (salina ou leptina) e sexo (macho ou fémea) como fatores. Machos
ingeriram mais racdo do que fémeas (A, efeito de sexo, F(1,169) 5.845, p < 0.05, n =
0.030). Descendentes de maes hiperglicémicas ingeriram mais racdo do que de maes
normoglicémicas (B, efeito de metabolismo, F(1,169) = 6.304, p < 0.05, n = 0.032),
efeito que foi exacerbado quando as maes hiperglicémicas ingeriram petiscos (C,
interacdo metabolismo e dieta, F(1,169) = 7.738, p < 0.05, n = 0.040). Média do peso
corporeo diario (g) pré-cirurgia (média dos 3 dias anteriores ao procedimento).
ANOVA univariada com metabolismo materno (normoglicémica ou hiperglicémica),
dieta materna (dieta padréo ou petiscos), tratamento (salina ou leptina) e sexo (macho
ou fémea) como fatores. Machos apresentaram peso corporeo maior do que fémeas (D,
efeito de sexo, F(1,169) = 258.661, p < 0.05, n = 0.595).
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Figura 4. Ingestdo alimentar diaria (g) dos descendentes ap6s inicio do tratamento com
salina ou leptina. Dados apresentados como diferenga no consumo de ragédo diario (g)
com relacdo a média do consumo de ragdo dos 3 dias anteriores ao inicio do tratamento.
ANOVA de medidas repetidas (tempo) com metabolismo materno (normoglicémica ou
hiperglicémica), dieta materna (dieta padréo ou petiscos), tratamento (salina ou leptina)
e sexo (macho ou fémea) como fatores. A ingestdo alimentar dos descendentes
aumentou com o tempo (Todas as figuras, efeito de tempo, F(6,1014) = 42.508, p <
0.05, n = 0.057). Machos ingeriram mais racdo do que fémeas (A, interacdo tempo e
sexo, F(6,1014) = 16.005, p < 0.05, n = 0.021, e efeito de sexo, F(1,169) = 46.051, p <
0.05, n = 0.078). Descendentes de mées hiperglicémicas apresentaram uma tendéncia
a ingerirem mais ragdo do que de maes normoglicémicas (B, efeito de metabolismo,
F(1,169) = 4.336, p < 0.05, n = 0.007, tendéncia a interacdo tempo e metabolismo,
F(6,1014) = 1.784, p = 0.099, n = 0.002), efeito que foi mais pronunciado nas
descendentes fémeas (C, interacdo metabolismo e sexo, F(1,169) = 7.155, p < 0.05, n
= 0.012). O tratamento com leptina reduziu a ingestdo alimentar (D, efeito de
tratamento, F(1,169) = 132.379, p < 0.05, n = 0.224, e interagcdo tempo e tratamento,
F(6,1014) = 17.915, p < 0.05, n = 0.024), sendo que essa reducdo foi mais exacerbada
em machos (E, efeito de tratamento e sexo, F(1,169) = 16.633, p < 0.05, n = 0.028, e
interagcdo tempo, tratamento e sexo, F(6,1014) = 2.071, p = 0.054, n = 0.003), e em
descendentes de mades hiperglicémicas (F, efeito de metabolismo e tratamento,
F(1,169) = 3.843, p = 0.052, n = 0.006).

Figura 5. Peso corporeo diario (g) dos descendentes apds inicio do tratamento com
salina ou leptina. Dados apresentados como diferenga no peso corpéreo diario (g) com
relacdo a média do peso corpdreo dos 3 dias anteriores ao inicio do tratamento ANOVA
de medidas repetidas (tempo) com metabolismo materno (normoglicémica ou
hiperglicémica), dieta materna (dieta padréo ou petiscos), tratamento (salina ou leptina)
e sexo (macho ou fémea) como fatores. De forma geral houve reducéo do peso corporeo
dos descendentes apds a cirurgia (Todas as figuras, efeito de tempo, F(6,1014) =
332.108, p < 0.05, n = 0.283). Machos apresentaram maior peso corpdreo do que as
fémeas (A, efeito de sexo, F(1,169) = 30.803, p < 0.05, n = 0.045, e interacdo tempo e
sexo, F(6,1014) = 30.096, p < 0.05, n = 0.026). Descendentes de maes hiperglicémicas



37

apresentaram maior peso corpéreo do que de maes normoglicémicas (B, tendéncia a
efeito de metabolismo, F(1,169) = 3.599, p = 0.060, n = 0.05, e interacdo tempo e
metabolismo, F(6,1014) = 8.563, p <0.05, n =0.007), efeito que foi mais pronunciado
nas descendentes fémeas (C, tendéncia a interacdo metabolismo e sexo, F(1,169) =
3.210, p = 0.075, n = 0.005, e tendéncia a interagdo tempo, metabolismo e sexo,
F(6,1014) = 2.078, p = 0.053, n = 0.002). O tratamento com leptina reduziu 0 peso
corporeo (D, efeito de tratamento, F(1,169) = 96.858, p < 0.05, n = 0.142, e interacao
tempo e tratamento, F(6,1014) = 64.538, p < 0.05, n = 0.055), sendo que essa reducéo
foi mais exacerbada em machos (E, interacdo tratamento e sexo, F(1,169) = 12.674, p
< 0.05,n=0.019, e interagdo tempo, tratamento e sexo, F(6,1014) = 4.982, p < 0.05, 1
= 0.004), efeito mais evidente nos machos descendentes de maes normoglicémicas
tratadas com petiscos (F, interagdo metabolismo, dieta, tratamento e sexo, F(1,169) =
4.504, p <0.05, n =0.007) do que do que em fémeas (G).
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Figura 5
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Discussao

No presente estudo, avaliamos os efeitos da infuséo central cronica de leptina
na ingestdo alimentar de descendentes fémeas e machos de maes hiperglicémicas com
nutricdo inadequada durante a prenhez e lactacéo. A presenca da hiperglicemia materna
durante a prenhez aumentou a ingestdo alimentar dos descendentes, sendo que esse
aumento foi exacerbado nos descendentes de mées com dieta materna inadequada. A
infusdo central crénica de leptina reduziu a ingestdo alimentar e o peso corpéreo dos
animais, sendo que o efeito anorético foi mais acentuado nos descendentes machos. O
metabolismo materno alterado acentuou o efeito da leptina na redugdo na ingestao
alimentar, enquanto o padrdo de reducdo no peso corpdreo dos descendentes foi
influenciado pela dieta materna.

Nossos resultados mostraram que os descendentes de maes hiperglicémicas
apresentaram maior ingestdo alimentar e maior peso corpéreo, e que esse efeito foi
mais pronunciado em descendentes machos. Diversos estudos em modelos animais e
na populacdo humana demonstram que a exposicdo perinatal a condigdes metabdlicas
adversas, seja pela presenca de uma dieta inadequada ou de disturbios metabolicos,
como o diabete, resulta na predisposicao dos descendentes a desenvolver obesidade na
vida adulta (Dearden & Ozanne, 2015), e que 0s sistemas neurais responsaveis pela
regulacdo do balanco energético e da ingestdo alimentar podem ser modificados
permanentemente durante esse periodo (Zeltser, 2018). Dessa forma, 0 aumento na
ingestdo alimentar pode estar diretamente relacionado & maior incidéncia de obesidade
e doencas metabdlicas ao longo da vida.

O ambiente perinatal alterado pela hiperglicemia pode ter impactado a
expressdo de neuropeptidios hipotalamicos, alterando vias anorexigenas e orexigenas
e modificando o controle da ingestdo alimentar, o que pode explicar a hiperfagia
observada nesses descendentes (Dearden & Ozanne, 2015). Estudos mostram que
descendentes de maes hiperglicémicas apresentam maior densidade de neurénios
hipotalamicos que expressam NPY, neuropeptideo que promove 0 aumento da ingestao
alimentar (Franke et al., 2005; Andreas Plagemann et al., 1998). Apesar de nao termos
avaliado a expressdo de neuropeptidios hipotalamicos relacionados ao controle da

ingestdo alimentar, podemos sugerir, com base no aumento da ingestdo alimentar
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observado, que uma alteracao semelhante pode ter ocorrido com os animais do presente
estudo.

A hiperfagia observada nos descendentes de maes hiperglicémicas foi
exacerbada quando essas mées receberam petiscos durante a prenhez e a lactacdo.
Estudos da literatura mostram que descendentes de mées que consumiram uma dieta
de alto teor caldrico séo hiperfagicos (Nivoit et al., 2009; A. Samuelsson et al., 2015).
No entanto, no presente estudo, os filhos de mées normoglicémicas que ingeriram
petiscos ndo apresentaram aumento na ingestao alimentar. Sendo assim, sugerimos que
a hiperfagia exacerbada nos descendentes de maes hiperglicémicas que ingeriram
petiscos pode estar relacionada ao agravamento da intolerancia a glicose materna,
levando a alteracfes mais drasticas nos circuitos de controle de ingestdo alimentar.
Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa, utilizando o0 mesmo modelo experimental,
mostraram que o oferecimento de petiscos leva ao agravamento da intolerancia a
glicose materna de ratas previamente hiperglicémicas (Martins et al., 2021b). Cabe
ressaltar que o presente estudo emprega um modelo experimental de hiperglicemia
moderada (Kiss, 2009), e que os estudos citados anteriormente sobre hiperfagia e
alteracdes no controle da ingestdo alimentar dos descendentes de maes hiperglicémicas
utilizam animais com niveis glicémicos mais elevados (Fahrenkrog et al., 2004; Franke
et al., 2005), corroborando nossa hipétese. Estudos futuros do nosso grupo de pesquisa
irdo avaliar a expressdo de neuropeptidios relacionados a ingestdo alimentar nesses
animais.

As alteracBes na ingestdo alimentar observadas em descendentes de maes
hiperglicémicas foram mais pronunciadas em machos. Apesar de a maioria dos estudos
ainda ignorar os efeitos de sexo, trabalhos sugerem que as respostas da prole ao
ambiente intrauterino alterado por distarbios metabdlicos e/ou variagfes na nutri¢do
materna sdo diferentes entre 0s sexos, e que isso pode ocorrer devido as diferencas
sexuais inerentes ao desenvolvimento hipotalamico ou a especificidade de cada sexo
aos desafios ambientais (Mela et al., 2012; A. M. Samuelsson et al., 2013; Vickers et
al.,, 2011), corroborando nossos resultados. Um estudo realizado com ratas que
receberam dieta hipercalorica durante a prenhez e lactagdo mostra que tanto a prole
feminina quanto a masculina séo vulneraveis a perturbacao nutricional do organismo
materno e que ambos 0s sexos estdo acima do peso no momento do desmame. Porém,

apenas as fémeas mantém o feno6tipo metabdlico alterado com o passar do tempo,
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indicando que a resposta dos sexos ao insulto ocorre de maneira diferente (Dearden &
Balthasar, 2014).

Apos a avaliagdo do padrdo de ingestdo alimentar basal dos descendentes, foi
avaliada a resposta a infusdo central cronica de leptina. Nossos resultados mostraram
que a administracdo ICV de leptina reduziu a ingestdo alimentar e o peso corporal em
todos os animais, corroborando estudos da literatura (Clegg et al., 2003; Kanoski et
al., 2011; Riedman, 1997; Seeley, R. J., 1996).

A reducdo no peso corporal durante o tratamento com leptina foi mais
exacerbada em filhos de mées normoglicémicas que receberam petiscos. A dieta
materna inadequada, seja ela uma HFD ou uma dieta rica em acgucar, esta associada a
hiperfagia e resisténcia a leptina nos descendentes (Glavas et al., 2010; Kirk et al.,
2009), o que modifica a expressao e regulacdo de neuropeptidios, tais como NPY e
AgRP (Chen et al., 2009). Esse quadro pode contribuir com o desenvolvimento da
obesidade (Kirk et al., 2009). No entanto, no presente estudo, houve uma resposta mais
exacerbada na reducdo do peso corporal nos descendentes de mées tratadas com
petiscos, sugerindo o oposto, ou seja, uma maior sensibilidade central a leptina. Essa
diferenca pode se dar pelo fato de que o modelo experimental de oferecimento de
petiscos difere em alguns aspectos das dietas de estudos da literatura que normalmente
utilizam dietas HF ou dietas ricas em agUcares (Chen et al., 2009; Glavas et al., 2010;
Kirk et al., 2009; Maria et al., 2012). Sabe-se que os efeitos da dieta materna para 0s
descendentes variam de acordo com o tipo de dieta oferecida e sua composic¢édo (Islam
& Wilson, 2012). Além disso, no presente estudo, o0 mesmo efeito ndo foi observado
em filhos de maes hiperglicémicas que ingeriram 0s petiscos, sugerindo que, na
presenca da hiperglicemia materna, esse efeito é atenuado. Como colocado
anteriormente, descendentes de mdes hiperglicémicas apresentam hiperfagia nesse
estudo e demais da literatura (Dearden & Ozanne, 2015), condi¢do pré-existente ao
tratamento com leptina, o que pode ter contribuido para o atual resultado.

Com relagdo a ingestdo alimentar, descendentes de mées hiperglicémicas
apresentaram uma reducdo mais dréstica na ingestdo alimentar apés infusdo de leptina
do que os descendentes de maes normoglicémicas. Efeito semelhante foi observado
com a insulina em um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, que revelou que
filhos de maes hiperglicémicas s&o mais sensiveis aos efeitos anoréticos da infuséo

central cronica desse horménio (Oliveira et al., 2018). J& um estudo da literatura
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mostrou que recém-nascidos de maes hiperglicémicas apresentam reducdo na
capacidade da leptina de ativar as vias de sinalizacdo intracelular no nucleo arqueado
do hipotalamo, assim como uma reducdo no nimero de projecdes neurais do nucleo
arqueado para o nacleo paraventricular, sugerindo uma possivel resisténcia central a
leptina (Steculorum & Bouret, 2011) A diferenca na resposta dos descendentes pode
estar relacionada ao grau de hiperglicemia materna. Como ja colocado anteriormente,
as mées do presente estudo apresentam diabete moderado (Kiss, 2009), com niveis
glicémicos abaixo dos normalmente encontrados em trabalhos da literatura
(Fahrenkrog et al., 2004; Franke et al., 2005). Outras alteracbes observadas nos
descendentes de méaes hiperglicémicas ja foram relacionadas a intensidade da
hiperglicemia materna, como alteragdes no comportamento (Kiss, 2012). Sendo assim,
sugere-se que a sensibilidade a leptina pode estar relacionada aos niveis glicémicos
maternos.

Cabe ressaltar que os efeitos relacionados ao metabolismo materno observados
na resposta a leptina ndo sofreram influéncia da dieta materna. Trabalhos da literatura
mostram que descendentes de maes que tiveram acesso a HFD apresentam maior peso
corporeo, maior adiposidade, maiores concentracdes de leptina e uma tolerancia a
glicose diminuida no momento do desmame, bem como maior suscetibilidade a
obesidade na vida adulta (Tamashiro et al., 2009). Outros estudos mostram que 0
consumo materno de HFD aumenta a concentragdo de leptina plasmética na prole ja no
DPN 7, sugerindo a possibilidade de efeitos significativos no desenvolvimento
hipotaldamico dos filhotes e na sensibilidade a leptina (Sun et al., 2012). Outro estudo
revelou que fetos de mées que consumiram HFD durante a prenhez apresentam
aumento na expressdo de NPY e POMC no nucleo arqueado (Klein et al., 2018). No
entanto, no presente estudo ndo foi observado nenhum efeito significativo da dieta
materna na sensibilidade a leptina dos descendentes, o que pode estar relacionado ao
modelo empregado de oferecimento de petiscos, que é diferente do modelo de HFD
utilizado nos estudos citados (Hoch et al., 2014). Cabe ressaltar que esse é o primeiro
estudo no qual ambas as condigOes maternas, nutricdo inadequada e hiperglicemia,
foram estudadas de forma associada. Assim, mais avaliagcGes Sao necessarias para uma
compreensdo mais completa dos nossos achados, como a dos neuropeptidios
hipotalamicos, ja citadas anteriormente, além da dosagem dos niveis de hormonios

como leptina e insulina, que estdo atualmente em andamento.



46

Por fim, houve uma diferenca relacionada ao sexo na resposta a infusdo central
cronica de leptina, sendo que os machos responderam de maneira mais exacerbada. Um
estudo que também realizou administragdo ICV de leptina em machos e fémeas, mas
de forma aguda, encontrou resultados similares aos encontrados no presente estudo, no
qual machos respondem de maneira mais exacerbada aos efeitos anoréticos desse
horménio. Os autores sugerem que pode haver diferencas de expressdo do receptor de
leptina ou nas cascatas de sinalizagdo intracelular entre machos e fémeas, indicando
que os controles centrais sobre a homeostase energética diferem entre os sexos (Clegg
et al., 2003). A exposicdo materna a uma dieta com alto teor de gordura durante a
prenhez e lactacao resulta na diminuicdo da sensibilidade a leptina central em machos.
No entanto, na prole feminina, a exposi¢do somente durante a prenhez é suficiente para
diminuir a sensibilidade a leptina, revelando um dimorfismo sexual na programacéo da
sensibilidade a esse hormonio (Sun et al., 2012). Mais estudos precisam ser conduzidos
para a compreensdo dos efeitos do sexo do descendente nesses parametros. Sabe-se que
0s horménios sexuais desempenham um importante papel no controle metabolico do
organismo (Clegg et al., 2006; Massa & Correa, 2020). A dosagem de testosterona nos
descendentes machos do presente estudo esta atualmente em andamento e, juntamente
com as dosagens de insulina e leptina, poderdo auxiliar para uma melhor compreenséo
dos efeitos observados.

Concluindo, no presente estudo, observamos que o agravamento do quadro de
hiperglicemia materna proporcionado pelo consumo de petiscos (Martins et al., 2021b)
modificou o padrdo de ingestdo alimentar dos descendentes, corroborando nossa
hipotese inicial. Apesar de estudos da literatura indicarem uma resisténcia a leptina
periférica (Kahraman et al., 2014) e central (Steculorum & Bouret, 2011) em
descendentes de maes hiperglicémicas, em nosso estudo esses animais apresentaram
reducdo mais acentuada na ingestdo alimentar apds o tratamento central com leptina.
Cabe ressaltar que nesse estudo foi empregado um modelo de diabete moderado
durante a prenhez, com niveis glicémicos abaixo daqueles usualmente presentes em
outros trabalhos da literatura (Kiss, 2009), mas que, mesmo assim, os descendentes
apresentaram hiperfagia, mostrando que a hiperglicemia materna moderada é suficiente
para alterar a ingestdo alimentar dos descendentes. Além disso, esses animais
apresentaram uma resposta diferente a leptina daquela observada em estudos com

animais com hiperglicemia severa. No entanto, apesar de estudos na literatura
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mostrarem que a nutricdo materna inadequada altera neuropeptideos de controle da
ingestdo alimentar (Klein et al., 2018) e também o0s niveis séricos e vias de sinalizacéo
da leptina (Glavas et al., 2010), ndo foram observados efeitos significativos da dieta
materna na resposta a leptina, somente uma diferenca relacionada ao sexo. A auséncia
de diferencas relacionadas a dieta materna pode estar relacionada ao modelo
experimental de oferecimento de petiscos utilizado. O modelo empregado tem a
vantagem de ser mais préximo a realidade da populacdo humana, pois mimetiza a
ingestdo de alimentos hipercaldricos além da dieta usual, sendo que o individuo pode
modular sua ingestdo (Hoch et al., 2014). Ja os modelos de dieta materna usualmente
empregados, como HFD, levam a uma alteragdo nutricional mais pronunciada,
explicando a presenca de alteracfes mais drasticas nos descendentes. Por fim, é
importante ressaltar que mesmo um modelo experimental com niveis glicémicos
moderados, associado a um modelo com discreta alteracdo nutricional, resultou em
alteracBes na ingestdo alimentar dos descendentes, reforcando a importancia do
controle glicémico e nutricional das gestantes para prevenir alteragdes nos

descendentes e, com isso, o efeito transgeracional da obesidade e doengas relacionadas.
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Conclusoes

O agravamento do quadro de hiperglicemia materna pelo consumo de petiscos
modificou o padrdo de ingestdo alimentar dos descendentes.

A presenga da hiperglicemia materna durante a prenhez aumentou a ingestao
alimentar dos descendentes, sendo que esse aumento foi mais exacerbado nos
descendentes de maes com dieta materna inadequada.

A infusdo central cronica de leptina reduziu a ingestdo alimentar e o peso
corpdéreo dos animais, sendo que o efeito anorético foi mais acentuado nos
descendentes machos.

O metabolismo materno alterado acentuou o efeito da leptina na reducao na
ingestdo alimentar, enquanto o padrdo de redugcdo no peso corpdreo dos

descendentes foi influenciado pela dieta materna.
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