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Resumo

Diversos estudos mostram que a presenca do diabete e de condi¢des nutricionais
inadequadas no organismo materno podem levar a alteragdes nas fungdes reprodutivas
dos descendentes. No entanto, os efeitos da associacdo de ambos os fatores maternos na
reproducao dos descendentes ainda nao foram explorados. Além disso, a leptina tem um
papel fundamental na modulacdo da funcdo reprodutiva e seus niveis séricos estdo
alterados na presenca de alteragdes metabodlicas e nutricionais maternas. No entanto,
também nao ha estudos na literatura sobre os efeitos da leptina no comportamento sexual
e trato reprodutor de descendentes de ratas com hiperglicemia moderada associada a
nutricdo inadequada durante a prenhez e a lactagdo. Dessa maneira, nosso objetivo foi
avaliar os efeitos da infusdo central cronica de leptina em parametros reprodutivos de
descendentes machos de ratas com hiperglicemia moderada com nutri¢do inadequada
durante a prenhez e a lactagdo. Para isso foram utilizadas fémeas Sprague-Dawley
distribuidas em dois grupos no dia de prenhez (DP) 0: Controle, que recebeu dieta padrao,
e Dieta que, além da dieta padrao, recebeu snacks (batata chips e solugdao de sacarose
1,5% com sabor artificial de frutas vermelhas do DP 0 ao dia de lactagdo (DL) 14. No DP
7, a hiperglicemia moderada durante a prenhez foi induzida por meio da administragao
intraperitoneal de 35 mg/ kg de streptozotocin diluido em tampao citrato 0,1 M e pH 4,5
em parte das fémeas prenhes que compunham os dois grupos. Dessa forma, formaram-se
os grupos: Controle, Controle-Dieta, STZ e STZ-Dieta. Por volta do DP 21, as fémeas
pariram e as ninhadas foram padronizadas para 4 machos e 4 fémeas no dia p6s-natal
(DPN) 1. Por volta do DPN 82, dois machos de cada ninhada passaram pela cirurgia de
estereotaxia para implantagdo de uma canula no ventriculo lateral cerebral conectada a
uma bomba osmdtica para liberacdo de salina ou leptina (1 pg/dia) durante 7 dias
consecutivos. Dessa forma, os grupos experimentais dos descendentes foram formados
de acordo com o metabolismo materno (normo ou hiperglicémica), nutricio materna
(dieta padrdo ou dieta padrao + snacks) e tratamento (salina ou leptina). Apds o fim da
infusdo ICV crénica, os animais foram submetidos aos testes de preferéncia sexual com
um macho e uma fémea receptiva, seguido pelo protocolo com uma fémea receptiva e
uma nao-receptiva. No dia seguinte, foi realizado o comportamento sexual dos animais.
Apos o fim das avaliagdes comportamentais, os animais foram anestesiados € mortos para

a coleta das estruturas do trato reprodutor. Todos os procedimentos foram aprovados pela



Comisséo de Etica no Uso de Animais CEUA- IBB (protocolo 1134). Nossos resultados
mostraram que a presenca da hiperglicemia materna e a dieta inadequada foram capazes
de modificar o trato reprodutor e comportamento sexual dos descendentes machos. No
entanto, nao houve maiores repercussdoes da associacdo da hiperglicemia a dieta
inadequada nos parametros avaliados. Além disso, apesar de o tratamento central com
leptina também ter modificado parametros do trato reprodutor e ter causado alteragdes na
preferéncia sexual, ndo houve interacdo da infusdo central de leptina com o estado
metabolico ou nutricional materno. Em conclusdo, ao contrario da hipdtese inicial, a
associacao da hiperglicemia materna moderada com a nutricao inadequada ndo refletiu
em maiores repercussdes na reproducdo dos descendentes, sejam comportamentais ou
morfologicas. Tanto a hiperglicemia materna quanto a dieta modificaram aspectos do
comportamento sexual e dos 6rgaos do trato reprodutor dos descendentes, sem modificar
a preferéncia sexual. A agdo central da leptina ocorreu de forma independente dos fatores
maternos estudados, ndo estando sua agdo associada a melhora, ou ndo, das alteragdes
reprodutivas de descendentes de maes hiperglicémicas ou que ingeriram uma dieta
inadequada durante a prenhez e lactagdo. Cabe ressaltar que diferentes amostras
bioldgicas foram coletadas e armazenadas durante o presente estudo para futura avaliagdo
dos niveis séricos de testosterona, analise da histologia testicular e contagem espermatica.
Essas avaliagdes podem evidenciar alteracdes e auxiliar na compreensdo de forma mais

completa das repercussdes dos fatores estudados para a reprodugdo dos descendentes.
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Abstract

Several studies show that the presence of maternal diabetes and inadequate nutritional
conditions can lead to changes in the offspring reproductive functions. However, the
effects of the association of both maternal factors in the offspring reproduction has not
vet been explored. Furthermore, leptin has a fundamental role in the modulation of the
reproductive function and its serum levels are altered in the presence of maternal
metabolic and nutritional impairments. However, there are no studies in the literature
regarding the effects of leptin on the sexual behavior and reproductive tract of offspring
of dams with hyperglycemia and inadequate diet during pregnancy and lactation. Thus,
our aim was to evaluate the effects of chronic central leptin infusion on the male offspring
reproductive parameters of dams with mild hyperglycemia and inadequate nutrition
during pregnancy and lactation. To do so, pregnant Sprague-Dawley female rats were
divided into two groups on pregnancy day (PD) 0: Control, which received standard diet,
and Diet which, in addition to the standard diet, received snacks (potato chips and 1.5%
sucrose solution with artificial red fruit flavor from PD 0 to lactation day (LD) 14. On
PD 7, mild hyperglycemia was induced by intraperitoneal administration of 35 mg/ kg of
streptozotocin (STZ) diluted in 0.1 M citrate buffer and pH 4.5 in part females from both
experimental groups. Thus, the following groups were formed: Control, Control-Diet,
STZ and STZ-Diet. Around PD 21, the females gave birth and, on postnatal day (PND) 1
the litters were culled to 4 males and 4 females. Around DPN 82, two males from each
litter underwent stereotaxic surgery for implantation of a cannula in the lateral cerebral
ventricle connected to an osmotic pump releasing saline or leptin (1 ug/day) for 7
consecutive days. Thus, offspring were divided into experimental groups according to
maternal metabolism (normal or hyperglycemic), maternal nutrition (standard diet or
standard diet + snacks) and treatment (saline or leptin). The day following the end of the
chronic ICV infusion, the sexual preference test was conducted with a receptive male and
a receptive female, followed by the protocol with one receptive and one non-receptive
female. The next day, the sexual behavior analysis was performed. After the end of the
behavioral assessments, the animals were anesthetized, killed and the reproductive tract
was evaluated. All procedures were approved by the Ethics Committee on Animal Use
CEUA-IBB (protocol 1134). Our results showed that the presence of maternal

hyperglycemia and inadequate nutrition were able to modify the reproductive tract and



sexual behavior of male offspring. However, there were no major repercussions of the
association of maternal hyperglycemia with inadequate nutrition in the evaluated
parameters. Furthermore, although central leptin treatment modified some aspects of the
reproductive tract and changed the sexual preference, there were no further effects
associated with maternal metabolic or nutritional status. In conclusion, contrary to the
initial hypothesis, the association of maternal mild hyperglycemia and inadequate
nutrition did lead to further impairments offspring behavioral or morphological
reproductive aspects. Both maternal hyperglycemia and nutrition changes some aspects
of offspring sexual behavior and reproductive tract, without affecting sexual preference.
Plus, those changes were not modulated by leptin central treatment. It is noteworthy that
several biological samples were collected and stored during the present study for future
assessment of serum testosterone levels, testicular histological analysis and sperm count.
The results obtained with the evaluation of those parameters can help to provide a
broader view of the effects of the studied maternal factors and central leptin to offspring

reproduction.
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Introducao

A fisiologia e o comportamento reprodutivo requerem o desenvolvimento
adequado dos oOrgdos reprodutivos e de substratos neurais especificos regulados por
hormonios (MOLENDA et al., 2003). Assim, a integragdo adequada de processos
sensoriais, neurais ¢ hormonais possibilitam a percepg¢ao de estimulos sexuais (MOLINA-
JIMENEZ et al., 2019). A importancia das influéncias hormonais no desenvolvimento do
comportamento reprodutivo pode ser exemplificada pelo o que ocorre no
desenvolvimento do nucleo sexualmente dimorfico da area pré-optica medial (mPOA) no
hipotalamo, envolvido no controle do comportamento sexual em roedores. Estudos
revelam que ocorre a masculinizacdo da regido a partir da conversao de testosterona em
estradiol pela enzima aromatase durante o desenvolvimento. O estradiol, entdo, atua nessa
regido, resultando no aumento do volume e da densidade celular, que chega a ser de trés
a quatro vezes maior em machos (MOLENDA et al., 2003). Isso mostra que hormdnios
esteroides, como androgenos e estrogenos, possuem um papel essencial no desempenho
do comportamento sexual masculino e também em seu componente motivacional
(MOLINA-JIMENEZ et al., 2019).

Os hormonios esteroides exercem efeitos tanto na reprodugdo quanto no
desenvolvimento e crescimento do organismo. Esses efeitos podem ser organizacionais,
ocorrendo antes ou logo apds o nascimento, como o desenvolvimento da mPOA; ou
ativadores, como acontece no inicio da puberdade (MOLENDA et al., 2003). Durante a
puberdade, ocorrem diversas alteracdes no organismo, principalmente relacionadas a
maturacao dos oOrgdos reprodutivos € mudangas fisicas causadas pelos hormodnios
esteroides, que culminam no estabelecimento da capacidade reprodutiva e da maturidade
sexual (DONATO et al., 2011). Além disso, um fator chave para o inicio da puberdade
¢ a condi¢do nutricional do organismo, principalmente com relagdo aos estoques
energéticos disponiveis, j& que muitas fungdes reprodutivas sdo energicamente
dependentes (ELIAS; PUROHIT, 2013).

Assim, a nutricdo e a disponibilidade de reservas energéticas de um organismo
estdo diretamente relacionadas a seu estado metabdlico e sua capacidade reprodutiva. O
balanco energético ¢ coordenado predominantemente pelo sistema nervoso central, que
integra informagdes do sistema periférico a fim de manter a homeostasia (MARTINEZ-

SANCHEZ, 2020). Algumas dessas informagdes periféricas compreendem horménios,



como a leptina, e exercem efeitos diretos ou indiretos na modulacao do eixo reprodutivo,
assim como sobre o metabolismo e a ingestdo alimentar (CROWN; CLIFTON;
STEINER, 2007).

A leptina € um hormdnio proteico de 167 aminoacidos produzido e secretado
principalmente pelo tecido adiposo branco (CUNNINGHAM; CLIFTON; STEINER,
1999; MALIK; DURAIRAJANAYAGAM; SINGH, 2019), que circula no plasma em
concentragdes proporcionais a adiposidade do organismo (CUNNINGHAM; CLIFTON;
STEINER, 1999), exercendo seus efeitos no sistema nervoso central e em Orgaos
periféricos (MARTINEZ-SANCHEZ, 2020). Logo apés sua descoberta, seu papel na
homeostase energética e na modulagdo de outros eixos neuroenddcrinos foi evidenciado.
Dentre seus efeitos, destacam-se seu papel na regulacdo da ingestdo alimentar e do peso
corporal, modulagao do eixo hipotalamo-hipoéfise-tireoide (MALIK;
DURAIRAJANAYAGAM; SINGH, 2019), atuagdo como fator de crescimento (TENA-
SEMPERE; BARREIRO, 2002), e suas a¢des na funcao reprodutiva (CHEHAB, 2014;
GUZMAN et al., 2019), através da modulagdo do eixo hipotalamo-hipofise-gonadas
(HHG) (CHILDS et al., 2021).

O eixo HHG compreende o hipotdlamo, hipdfise anterior e as gonadas,
representadas pelos testiculos no sexo masculino. O controle da reprodugao e da ingestao
alimentar ¢ feito pelo hipotalamo, que atua como centro de integracdo de informacdes
para a regulagio da homeostase (GUZMAN et al., 2019), sendo um elemento-chave para
ambas as fungdes e o principal alvo de acdo da leptina no sistema nervoso central(TENA-
SEMPERE; BARREIRO, 2002). O receptor de leptina (LEPR) ¢ um receptor da familia
de citocinas encontrado em 6 isoformas (ELIAS; PUROHIT, 2013), expresso em nucleos
hipotaldmicos especificos (TENA-SEMPERE; BARREIRO, 2002), como o ntcleo
arqueado (ARC), nucleo pré-mamilar ventral (PMV) (CHILDS et al., 2021) e o ntcleo
ventromedial (VMN) (CUNNINGHAM; CLIFTON; STEINER, 1999); e também ao
longo do eixo HHG (CUNNINGHAM; CLIFTON; STEINER, 1999). A isoforma LEPRb
possui uma conformagdo caracteristica essencial para a acdo da leptina no hipotalamo
(MARTINEZ-SANCHEZ, 2020) e, no contexto da reprodugdo, a leptina exerce seus
efeitos através da estimulagdo indireta de neurénios do hormoénio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) localizados no ARC (GUZMAN et al., 2019), local onde se inicia
a ativacao do eixo HHG (KHODAMORADI et al., 2020).

A estimulagdo de neurdnios GnRH no hipotdlamo passa a ocorrer de maneira

pulsatil a partir da puberdade (CLAVIJO; HSIAO, 2018) e, como essa estimulagdo ocorre



de maneira indireta (CHILDS et al., 2021), foi proposta a atuagdo de neurdnios
kisspeptina, que expressam LEPRb (MALIK; DURAIRAJANAYAGAM; SINGH, 2019)
e participam da ativacao do eixo HHG. Hoje em dia, sabe-se que o sistema kisspeptina
atua como modulador positivo de neurénios GnRH e exerce papel na sinalizacdo da
disponibilidade de energia, uma vez que ¢ local de acdo da leptina, integrando tanto as
informacdes de estoque energético quanto de capacidade reprodutiva do organismo
(MECCARIELLO; FASANO; PIERANTONI, 2020). Dessa maneira, a leptina estimula
neurdnios kisspeptina que, por sua vez, estimulam os neurénios GnRH (MALIK;
DURAIRAJANAYAGAM; SINGH, 2019).

Uma vez secretado, o GnRH alcanca o sistema porta-hipofisario, um sistema de
capilares sanguineos responsavel pela comunicacdo entre o hipotdlamo e a hipofise
anterior, e estimula a hipofise anterior a secretar duas gonadotrofinas, o hormdnio
foliculo-estimulante (FSH) e o hormdnio luteinizante (LH), além de outros hormdnios
como a prolactina, o hormonio do crescimento e o hormonio estimulador da tireoide
(CLAVIJO; HSIAO, 2018). O LH e FSH exercem seus efeitos principalmente em dois
tipos especificos de células testiculares: as células de Leydig e as células de Sertoli,
respectivamente. As cé€lulas de Sertoli sofrem ac¢do principal do FSH, que estimula a
produgdo de espermatozoides. Ja as células de Leydig, estimuladas pelo LH, sdo
responsdveis pela conversio da molécula de colesterol em testosterona
(KHODAMORADI et al., 2020). Ambas as gonadotrofinas atuam na hipofise anterior e
no hipotalamo através de feedback negativo, para controlar a libera¢do de gonadotrofinas,
modulando o funcionamento do eixo HHG.

Dessa maneira, o sucesso reprodutivo de um organismo depende de um eixo HHG
funcional (MOLENDA et al., 2003) sintonizado com o meio ambiente e o suprimento de
nutrientes disponiveis (SHARPE, 2018). Diversos estudos mostram que varias fungdes
reprodutivas podem ser alteradas sob influéncia de variagdes no ambiente pré-natal
(GERARDIN et al., 2005; EASTON; REGNAULT, 2020). A exposi¢cdo materna a
desreguladores endocrinos, por exemplo o bisfenol-A, leva a uma diminui¢do na
contagem espermatica, reducdo na area de tibulos seminiferos e de células intersticiais,
além de diminuir a concentracdo plasmatica de testosterona dos descendentes (ULLAH
et al., 2019). A exposi¢cao do organismo materno ao estresse também foi apontada como
um fator que diminui o numero de células germinativas na prole masculina (BERNHARD

et al., 2020). Assim, o desenvolvimento adequado do eixo reprodutivo pode ser



comprometido quando hd um desequilibrio das funcdes fisioldgicas do organismo
materno.

Além dos fatores de exposi¢cdo ambiental citados, a homeostasia do organismo
materno € essencial para o correto desenvolvimento do concepto, sendo que desordens
metabolicas podem afetar o desenvolvimento intrauterino. A hipertensdo materna, por
exemplo, foi associada a presenca de hipospadia (SHERIFF et al., 2019) e de
malformagdes cardiacas congénitas (RAMAKRISHNAN et al.,, 2015) na prole. A
obesidade, por sua vez, foi descrita como um preditor para o desenvolvimento da
sindrome metabolica nos descendentes (POWER; SCHULKIN, 2012). Além delas, o
diabete (TURK et al., 2018) e alteracdes nutricionais devido & ma alimentagdo
(DEARDEN; BOURET; OZANNE, 2018) também sao descritos como fatores que levam
a modificagdes no organismo materno que impactam o desenvolvimento dos
descendentes.

O diabete ¢ uma desordem metabolica que afeta varios 6rgaos, caracterizada por
hiperglicemia resultante de alteragdes na secre¢cdo e/ou na acao da insulina. Dentre os
diversos tipos descritos de diabete, os mais comuns s3o o diabete mellitus (DM) tipo 1,
tipo 2 e o gestacional. O DM 1 ocorre devido a uma destruicdo autoimune das células -
pancreaticas, o que geralmente leva a um quadro de deficiéncia absoluta de insulina e
acomete de 5 a 10% da populagado diabética. (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2019). Ja o0 DM 2 ¢ responsavel por 90 a 95% dos casos de diabete, sendo caracterizado
por um quadro de resisténcia a a¢do da insulina e, em alguns pacientes, perda progressiva
da func¢do das células B-pancreaticas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2019),
aumentando a sintese de insulina pelas restantes para manter a homeostase glicémica
(KAHN; COOPER; DEL PRATO, 2014; STUMVOLL; GOLDSTEIN; VAN
HAEFTEN, 2005).

Quando presente durante a gestacdo, o diabete leva a uma série de consequéncias
para os descendentes, tanto a curto quanto a longo prazo (AERTS; VAN ASSCHE, 2006;
BURLINA; DALFRA; LAPOLLA, 2019). O diabete durante a gestagdo pode estar
presente na forma de diabete clinico, quando o DM1 ou DM2 ja estava presente no
organismo previamente, ou surgir como consequéncia dos ajustes do organismo materno
a gestacdo, denominado diabetes mellitus gestacional (DMG). Durante a gestacao, ha
uma diminui¢ao fisiologica da sensibilidade a insulina no organismo materno, mediada
por hormdnios produzidos pela placenta (BAEYENS et al., 2016), como o lactogénio

placentario e o hormdnio de crescimento variante (HILL, 2018), que aumentam a



quantidade de glicose circulante direcionada para suprir as necessidades energéticas do
feto em desenvolvimento (NGUYEN-NGO et al., 2019). No entanto, se esse aumento da
resisténcia insulinica for exacerbado, as células B-pancredticas ndo conseguem suprir a
demanda por insulina do organismo e déa-se inicio ao quadro de DMG. Esse tipo de
diabete ¢ diagnosticado através do teste de tolerancia oral a glicose entre a 24* ¢ 28*
semana, em mulheres que ndo apresentam outro quadro de diabete antes da gestacdo
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2019). O diagndstico e tratamento adequado
do DMG ¢ importante, pois esse disturbio traz consequéncias para o descendente tanto
no nascimento, como macrossomia (YANG et al., 2019), aumento da adiposidade
neonatal (MAHAJAN et al., 2019), hiperglicemia e hiperleptinemia (PLAGEMANN,
2011); bem como na vida adulta, como tendéncia a obesidade, intolerancia a glicose e
resisténcia a insulina (FERNANDEZ-TWINN et al., 2019; PERNG; OKEN; DABELEA,
2019).

Diversos modelos animais s3o utilizados para estudar as consequéncias do diabete
durante a gestacao, possibilitando entender seus efeitos tanto na mae quanto na prole. Em
roedores, o modelo de administracao de streptozocin (STZ) se destaca. Sua administracao
induz a ablagao das células B-pancreaticas (LENZEN, 2008) e, por ter uma relagao dose-
dependente, que pode ser modificada de acordo com o periodo da vida do animal, essa
ablacdo pode ser total ou parcial, levando a um quadro de hiperglicemia grave ou
moderada, respectivamente (CI KISS et al., 2009). Modelos de hiperglicemia grave sdo
caracterizado por glicemia de jejum acima de 300 mg/ dl (CI KISS et al., 2009), quadro
que raramente ocorre em humanos. Modelos de hiperglicemia moderada, com glicemia
entre 120 e 300 mg/ dl, reproduzem o quadro glicémico mais comumente encontrado nos
pacientes diabéticos (KISS et al., 2012). Quando o STZ ¢ administrado no final da
primeira semana de prenhez, leva ao aparecimento de hiperglicemia moderada (OH;
GELARDI; CHA, 1988), semelhante, em intensidade e periodo de surgimento ao de
gestantes com DMG, sendo um bom modelo para o quadro hiperglicémico desse estado
patologico.

Os modelos de hiperglicemia grave e moderada levam a alteragcdes materno-fetais,
que contribuem para o comprometimento do desempenho reprodutivo de descendentes
de maes hiperglicémicas (CAMARGO et al., 2017), além de resisténcia hipotalamica a
leptina e a insulina do descendentes, principalmente no ARC (PLAGEMANN, 2011).
Dentre as alteracdes reprodutivas, a presenca da hiperglicemia materna pode

comprometer o peso, estrutura e a fungdo testicular (ARENDT et al., 2018), bem como



reduzir os hormdnios envolvidos no eixo reprodutivo, como testosterona, FSH ¢ LH
(TURK et al., 2018). Também foi relatado diminuicdo na quantidade e na motilidade de
espermatozoides ¢ em enzimas antioxidantes testiculares; aumento de espermatozoides
com morfologia anormal e da apoptose de células germinativas (BAL et al., 2011). Outras
estruturas do trato reprodutivo também sdo afetadas pelo diabete materno, como o
epididimo e glandulas acessorias sexuais, que sofrem reducio do peso absoluto (TURK
et al., 2018), além da prostata, que ¢ afetada negativamente em relacdo a sua maturagdo
e sua atividade secretora (CAMARGO et al., 2017).

Além do metabolismo, as condi¢gdes nutricionais maternas também possuem um
importante papel no desenvolvimento dos descendentes (ALFARADHI; OZANNE,
2011; DEARDEN; BOURET; OZANNE, 2018) ¢ em sua funcdo reprodutiva (JACOBS
et al., 2014; SABAU; FERKIN, 2014). Dessa forma, a nutri¢ao inadequada durante a
gestacao pode agravar as consequéncias do diabete gestacional para maes e descendentes.
Sao diversos os modelos empregados para investigar o efeito da nutricdo inadequada
durante o periodo gestacional, e qual o seu impacto na vida e reproducdo dos
descendentes. Estudos feitos com humanos € modelos animais mostram que tanto
desnutricdo quanto supernutri¢do, durante a gestacdo, impactam negativamente a saiude
da prole (PLAGEMANN, 2011; PERNG; OKEN; DABELEA, 2019).

Diversos estudos demonstram os efeitos a longo prazo da desnutri¢do materna
para os descendentes. Estudos epidemiologicos que observaram descendentes de
gestantes durante o Inverno da Fome na Holanda, em 1944, e que tinham acesso a uma
quantidade muito baixa de calorias por dia mostraram que a desnutrigdo materna,
dependendo do momento da gestagdo em que o organismo materno se encontrava, foi
associada a maior incidéncia de obesidade na vida adulta (STEIN et al., 2019). Em relagdo
a fertilidade dos descendentes, as mulheres tiveram maior incidéncia de filhos gémeos
em relacdo as filhas de maes que ndo foram submetidas a fome, mas a fertilidade dos
filhos homens parece nao ter sido comprometida (DUPONT et al., 2012).

Baker et al também desenvolveram estudos associando a desnutricdo materna ao
desenvolvimento de doengas cardiovasculares € DM2 na vida adulta dos descendentes
(BARKER et al., 1993; HALES; BARKER, 1992). A teoria do fen6tipo econdmico foi
posteriormente concebida para explicar esses achados. Ela propde que a desnutrigdao
durante a gestacdo induz ajustes no organismo fetal de forma a prepard-lo para um
ambiente pos-natal com escassez de nutrientes e, dessa forma, aumentar suas chances de

sobrevivéncia (HALES; BARKER, 2001; BARNES; OZANNE, 2011). Esses achados



serviram como base para a teoria da Origem Desenvolvimentista da Saiude e da Doenca
(DOHabD), que postula a associa¢do de doencas metabdlicas na vida adulta a alteragdes
que ocorreram no ambiente intrauterino durante o desenvolvimento (FERNANDEZ-
TWINN et al., 2019; HALES; BARKER, 1992).

Para compreender melhor esses achados, foram desenvolvidos diversos modelos
animais que mimetizam os efeitos da nutricdo materna, a fim de se observar seus impactos
no desenvolvimento e na saude dos descendentes. O uso de modelos animais, nos quais
pode-se induzir distirbios durante a prenhez e, posteriormente, monitorar os resultados
fetais e pds-natais, sao essenciais (LOPEZ-TELLO et al., 2019). Modelos de desnutri¢ao
materna compostos por desnutricdo global, restricdo proteica e restricdo de crescimento
uterino sdo bem descritos na literatura (CHAVATTE-PALMER; TARRADE;
ROUSSEAU-RALLIARD, 2016).

Diversos trabalhos experimentais de modelos de subnutricdo materna foram
realizados ao longo dos anos, como uma maneira de induzir restri¢do de crescimento fetal
(REYNOLDS et al., 2015). Essa abordagem possibilitou a identificagdo do papel dos
nutrientes e dos mecanismos subjacentes envolvidos nos principais efeitos da restri¢do
alimentar materna. Em modelos animais, a desnutricdo materna durante a prenhez, além
de estar associada ao desenvolvimento de doengas metabolicas na vida adulta, também
afeta o desenvolvimento do eixo HHG. Dependendo do momento e grau de desnutrigdo,
a resposta da hipofise ao GnRH ¢ alterada, impactando o desenvolvimento e a fungdo
gonadal (DUPONT et al., 2012). Refor¢ando esses achados, Liang et al também
mostraram que descendentes expostos a desnutricdo materna possuiam gonadas menores
e concentragdes mais baixas de hormonios esteroidais (LIANG; ZHANG; ZHANG,
2004).

No entanto, nos dias atuais, o consumo de dietas de alto valor energético vem
aumentando na populacdo (REES, 2019). A Organizagdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econdmico (OCDE) relatou que, ap6s a crise financeira global de 2008,
houve um aumento na ingestao de alimentos ndo-saudaveis e altamente caldricos, que sdo
mais acessiveis e contribuem para o aumento da prevaléncia de obesidade, sendo que um
dos grupos mais atingidos foram as mulheres em idade reprodutiva (WAHLQVIST et al.,
2015). Compreender as consequéncias do consumo de dietas ndo-saudaveis para a satde
materna e de seus descendentes tornou-se um desafio para a ciéncia nutricional, ja que

tanto a supernutricdo quanto a desnutri¢do podem coexistir (REES, 2019), além de ambas



possuirem mecanismos comuns de programagao de vias neurais (WAHLQVIST et al.,
2015).

Portanto, ¢ necessario uma ingestdo adequada de nutrientes para o
desenvolvimento saudavel do feto, ja que, assim como a desnutri¢do, a supernutri¢ao
pode predispor os descendentes a desenvolverem diversas alteragdes metabolicas
(MCMILLEN et al., 2008; SANLI; KABARAN, 2019) e reprodutivas (ZAMBRANO et
al., 2014).

A ingestao materna excessiva de nutrientes durante o periodo fetal € capaz de levar
ao crescimento e desenvolvimento fetal anormal, alteragdes na adipogénese (MAHIZIR
et al., 2016), macrossomia (OPIE; NEFF; TIERNEY, 2016; WALKER et al., 2018),
hiperinsulinemia e hiperleptinemia perinatal (PLAGEMANN, 2011), além de alterar vias
centrais de controle do apetite nos descendentes, com efeitos no comportamento
alimentar, resultando em um aumento do apetite, da ingestdo energética e adiposidade,
alteracdo das preferéncias alimentares (SANLI; KABARAN, 2019) e desenvolvimento
de diabete na vida adulta (HIGGINS; MCAULIFFE, 2018).

Modelos animais facilitam o entendimento dos efeitos da supernutricdo materno-
fetal (RIBAROFF et al., 2017). Muitos modelos mimetizam um ambiente materno e
neonatal supernutrido e as possiveis consequéncias no balango energético da prole
(REYNOLDS 2015). Dentre eles, hd modelos de dietas com alto teor de gordura, do
inglés high-fat diet (HFD), dietas com alta palatabilidade e densidade calorica, as
chamadas dieta de cafeteria e, mais recentemente, dietas compostas por snacks, com
pouco efeito sobre saciedade, mas que sao consumidos em adi¢do a dieta padrao, levando
a um aumento da ingestao calorica total.

Utiliza-se o termo high-fat diet (HFD) para designar dietas com proporcao de
gordura de 30 a 85%. Dependendo do protocolo experimental, a gordura pode substituir
os carboidratos e proteinas ou pode ser adicionada a uma ragdo padrao (PINHEIRO-
CASTRO et al., 2019). Esta bem estabelecido que a ingestdao materna de HFD pode
contribuir para o desenvolvimento de distirbios metabdlicos na prole (ZHENG et al.,
2020), pois cria um ambiente uterino desfavoravel ao desenvolvimento fetal (ELSAKR
etal., 2019), com impacto no desenvolvimento e na fun¢do placentaria (SHARPE, 2018).
Como consequéncia, o descendente pode apresentar aumento de peso ao nascimento € ao
longo da vida, aumento na adiposidade, nos niveis séricos de triglicérides, colesterol e
insulina (RIBAROFF et al., 2017); e desenvolvimento de obesidade, intolerancia a

glicose, resisténcia a insulina (ZHENG et al., 2020), além de hiperfagia (AINGE et al.,



2011) e sindrome metabolica (SHARPE, 2018) na vida adulta. Saben ef al mostraram que
metabolitos associados a esse tipo de dieta também sdo transferidos diretamente para a
prole por meio de alteragdes na qualidade e/ ou quantidade de leite durante a lactacdo
(SABEN et al., 2014). Além dessas alteracdes, descendentes de maes alimentadas com
HFD durante a prenhez e lactagdo possuem um inicio precoce da puberdade, sdao
hiperleptinémicos e obesos quando adultos, mesmo sem acesso a dieta HFD apds o
desmame (CONNOR et al., 2012).

Em contrapartida, um tipo de modelo experimental mais proximo a dieta ao que ¢
consumida na sociedade ocidental foi desenvolvido, a chamada dieta de cafeteria. Essa
dieta possui alta palatabilidade e densidade calodrica, envolvendo a ingestdo de alimentos
processados como acucares, laticinios, chocolate, manteiga de amendoim, biscoitos, leite
condensado, salsicha e refrigerantes (DE MACEDO; DE FREITAS; DA SILVA
TORRES, 2016; PINHEIRO-CASTRO et al., 2019), dentre outros. Por conterem alta
quantidade de sal, actcares e especiarias, esses alimentos sdo altamente palataveis (DE
MACEDO; DE FREITAS; DA SILVA TORRES, 2016) e, como ja demonstrado, seu
consumo leva a hiperfagia, através da ingestdo hedonica (PINHEIRO-CASTRO et al.,
2019). Uma vez que a nutri¢do materna impacta diretamente o desenvolvimento dos
descendentes, o consumo desse tipo de dieta também esté relacionado a hiperfagia na vida
adulta, aumento de niveis séricos de insulina, leptina (JACOBS et al., 2014),
triglicerideos e de estresse oxidativo (GUEDINE et al., 2020). Existem impactos além
dos metabdlicos, como alteragdes comportamentais na prole, com efeitos ansiogénicos
(GUEDINE et al., 2020) e déficits na memoria (RIBEIRO et al., 2018), além de alteracdes
em parametros reprodutivos (JACOBS et al., 2014). A ingestdo materna da dieta de
cafeteria durante a prenhez possui impacto direto no desenvolvimento do eixo
reprodutivo enddcrino. Jacobs ef al mostraram que esses descendentes apresentam
redugdo nas concentragdes plasmaticas de testosterona, LH e FSH, além menor
frequéncia de intromissdes e diminui¢do da porcentagem de animais que demonstraram
tal parametro no comportamento sexual (JACOBS et al., 2014).

Um modelo alternativo a dieta de cafeteria que tem sido implementado ¢ o de
snacks. O modelo de snacks mimetiza a ingestdo de alimentos ou bebidas entre as
refeicdes regulares, independentemente de serem uma opcao saudavel ou nao (HESS;
JONNALAGADDA; SLAVIN, 2016). Porém, o consumo de snacks pobres em nutrientes
e com alto teor calorico € considerado prejudicial para o organismo (NJIKE et al., 2016).

E importante ressaltar que o modelo de oferecimento de snacks impde uma escolha



influenciada por uma infinidade de fatores, como a capacidade de determinar se os
alimentos sdo ou nao saudaveis (NJIKE et al., 2016).

Nas sociedades ocidentais, o padrao alimentar ¢ comumente composto por café da
manha, almoco e jantar, refeigdes socialmente estruturadas que ocorrem comumente em
periodos especificos do dia (BELLISLE, 2014). Porém, entre uma refei¢ao e outra, podem
ocorrer outros eventos alimentares que afetam o balango energético corporal (BELLISLE,
2014). Os snacks sdo frequentemente definidos como alimentos consumidos entre as
refeicoes regulares (NJIKE et al., 2016), induzindo um consumo nao-homeostatico de
energia, que leva a hiperfagia hedonica, ou seja, a ingestao alimentar independente de
saciedade (HOCH; PISCHETSRIEDER; HESS, 2014). Contudo, ocorreu uma mudanca
no padrdo de ingestao alimentar baseada em refei¢des, na qual o consumo de snacks vem
se tornando comum (HOCH; PISCHETSRIEDER; HESS, 2014).

Alguns alimentos sdo geralmente mais associados a snacks, como bolos, biscoitos,
batata chips, dentre outros produtos, que sdo ricos em gordura e carboidratos, com baixo
teor de proteinas (WHYBROW et al., 2007). As escolhas alimentares que se baseiam no
consumo de snacks sdo preocupantes, ja que a ingestdo de snacks leva a um aumento da
ingestdo calérica, com o aumento da prevaléncia de obesidade (BERTEUS FORSLUND
et al., 2005). Um estudo em roedores envolvendo o modelo de duas escolhas, com o
oferecimento de ragcdo padrao ou batata chips, mostrou que a ingestdo dos snacks foi
capaz de modular circuitos cerebrais que sao envolvidos com mecanismos de recompensa
e saciedade (HOCH et al., 2013). Assim, esse paradigma parece oferecer uma alternativa
para exploracdo dos componentes alimentares relacionados a ingestao nao-homeostatica
de alimentos (HOCH; PISCHETSRIEDER; HESS, 2014), além de mimetizar uma
nutricdo inadequada, baseada na alta ingestdo caldrica entre o periodo das refeigdes
socialmente regulares.

Os estudos citados mostram claramente os efeitos deletérios de alteragdes no
metabolismo, nutrigdo materna e balango energético da prole. Além disso, esses efeitos
ndo estdo restritos somente ao metabolismo, podendo impactar também a reprodugdo
desses descendentes. Sabe-se que durante o desenvolvimento intrauterino, alteracdes
maternas podem impactar de forma direta ou indireta (por exemplo, através de alteragdes
metabolicas), o desenvolvimento reprodutivo da prole, potencializando o efeito
transgeracional de transmissao dessas alteragoes (KASPAR et al., 2020; ZAMBRANO et
al., 2005). Dessa forma, investigar os aspectos reprodutivos desses descendentes para

melhor compreender o impacto dessas alteragdes € relevante.



Tanto a hiperglicemia quanto a nutricdo inadequada materna podem levar a
alteragdes na reproducao dos descendentes. No entanto, os efeitos da associagdo de ambos
os fatores maternos ainda nao foram explorados. Além disso, a leptina tem um papel
fundamental na modulagdo da fungao reprodutiva e seus niveis séricos estao alterados em
descendentes de maes com alteragdes metabolicas e nutricionais. No entanto, também nao
ha estudos na literatura sobre os efeitos da leptina na reproducdo desses descendentes.
Sendo assim, nosso objetivo ¢ avaliar os efeitos da infus@o central cronica de leptina em
parametros reprodutivos de descendentes machos de ratas com hiperglicemia moderada
e nutri¢do inadequada durante a prenhez e a lactagao.

Nossa hipodtese € que a hiperglicemia materna associada a nutri¢ao inadequada ira
modificar a fungdo reprodutiva dos descendentes machos de maneira mais pronunciada
do que as ja vistas para modelos experimentais de hiperglicemia materna ou dieta
hipercaldrica isolados. Além disso, esperamos que a infusdo central cronica de leptina

contribua para modular os efeitos deletérios ja conhecidos na reprodugdo desses animais.



Conclusoes

Tanto a hiperglicemia materna quanto a dieta modificaram aspectos do
comportamento sexual e dos 6rgaos do trato reprodutor dos descendentes, sem
modificagdo na preferéncia sexual.

Ao contrario da hipdtese inicial, a associacdo da hiperglicemia materna
moderada com a nutri¢do inadequada ndo refletiu em maiores repercussoes na
reproducdo dos descendentes, sejam comportamentais ou morfologicas.

A acdo central da leptina ocorreu de forma independente dos fatores maternos
estudados, nao estando sua a¢do associada a melhora, ou nao, das alteracoes
reprodutivas de descendentes de maes hiperglicémicas ou que ingeriram uma

dieta inadequada durante a prenhez e lactagao.
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