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RESUMO

A exposicdo materna a dieta hiperlipidica/hipercalérica (DHH) durante a gestacdo e lactagédo
estd associada a reducdo de conteudo de serotonina e prejuizo aos circuitos neuronais
hipotalamicos em prole adulta de ratos. Por outro lado, o aumento da disponibilidade sinaptica
de serotonina pela sua inibi¢cdo farmacolégica neonatal, através da fluoxetina, parece gerar
efeitos sobre a expressdo fenotipica da ingestdo alimentar e componentes centrais de controle
do balanco energético em prole de ratos. O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos da
inibicdo neonatal da recaptacdo da serotonina (INRS) sobre o comportamento alimentar e a
expressao proteica hipotalamicas em prole de ratos adultos provindos de nutrizes alimentadas
com DHH durante gestacdo e lactacdo. Ratas Wistar foram divididas aleatoriamente em dois
grupos experimentais, segundo o tipo de dieta recebida durante a gestacdo e lactacdo: Grupo
Dieta Controle (C, 3,11 kcal/g; 4,5% kcal de lipideos) e Grupo DHH (4,62 kcal/g; 51,0% kcal
de lipideos). Do 1° ao 21° dia p6s-natal (DPN), cada ninhada foi ajustada para 8 neonatos, onde
metade dos filhotes foi tratada com salina estéril (10ul/g) e outra metade com fluoxetina
(10mg/kg; 10ul/g, s.c), constituindo os seguintes subgrupos: Dieta Controle + Salina (C-S,
n=13); Dieta Controle + Fluoxetina (C-F, n=12); DHH + Salina (DHH-S, n=14) e DHH +
Fluoxetina (DHH-F, n=14). O n corresponde ao humero de ninhadas. No 55° DPN, o consumo
alimentar diario (CAD) foi avaliado por 3 dias consecutivos. No 60° DPN, um conjunto de
animais realizou a Sequéncia Comportamental de Saciedade (SCS). Na mesma idade, um outro
conjunto de animais foi eutanasiado por decapitacdo e os hipotdlamos foram armazenados para
posterior analise molecular. No 10° DPN, o grupo C-F apresentou menor peso corporal que o
grupo C-S e o grupo DHH-F apresentou menor peso corporal que o grupo DHH-S. Do 19° ao
21° DPN, o grupo C-S apresentou menor peso corporal que o grupo DHH-S e o grupo C-F
apresentou menor peso corporal em relagdo ao grupo DHH-F. Aos 30 e 60 dias, o grupo C-F
apresentou menor peso corporal que o grupo C-S e o grupo DHH-F apresentou menor peso
corporal que o grupo DHH-S. O peso dos encéfalos do grupo C-F foi maior que no grupo C-S.
Em termos de CAD, o grupo C-F apresentou maior consumo calorico relativo em relacdo ao
grupo C-S e o grupo DHH-F apresentou menor consumo calérico relativo que o grupo C-F. A
SCS demonstrou que o grupo C-F apresentou um atraso no ponto de saciedade em relacdo ao
grupo C-S e o grupo DHH-F apresentou atraso no ponto de saciedade em relagdo ao grupo
DHH-S. O grupo DHH-F apresentou maior taxa de alimentacdo que o grupo C-F. O uso
perinatal de DHH atrasou o ponto de saciedade na SCS e a INRS ndo reverteu essa alteracéo.
No entanto, a intervencao farmacoldgica neonatal foi capaz de promover menor peso corporal
desde a lactacdo até a vida adulta, mesmo diante de dieta com alto teor energético.
Adicionalmente, os resultados demonstram interacdo da dieta sobre a expressdo da proteina
ERK1/2 e tendéncia aos efeitos da intervencdo farmacolégica sobre a expressdo de IRS-1
hipotaldmica. Estes resultados ampliam o conhecimento da manipulacdo farmacoldgica e
nutricional durante o inicio da vida sobre o comportamento alimentar e a expressao proteica
hipotaldmica associada a via das melanocortinas em prole adulta jovem.

Palavras-chave: Fluoxetina. Serotonina. Ingestdo alimentar. Peso corporal. Plasticidade

fenotipica. Dieta hiperlipidica-hipercaldrica.



ABSTRACT

Maternal exposure to a high-fat/high-calorie diet (HHD) during pregnancy and lactation is
associated with reduction in serotonin content and damage to hypothalamic neuronal circuits in
adult rats. On the other hand, the increase synaptic availability of serotonin due to its neonatal
pharmacological inhibition, by fluoxetine, seems to generate effects on the phenotypic
expression of food intake and central components of energy balance control in rats. The aim of
this study was to investigate the effects of neonatal serotonin reuptake inhibition (NSRI) on
feeding behavior and hypothalamic protein expression in adult offspring of rats fed with
maternal HHD during during pregnancy and lactation. Wistar female rats were randomly
divided into two experimental groups, according to the type of diet received during pregnancy
and lactation: Control Diet Group (C, 3.11 kcal/g; 4.5% kcal from lipids) and HHD Group (4.62
kcal/g; 51.0% kcal from lipids). The litters were composed by the dam plus 8 pups. From the
1st until the 21st postnatal day (PND), in each littler, 4 pups were injected with sterile saline
(10ul/ g, s.c) and the another 4 pups received a subcutaneous shot of fluoxetine diluted in sterile
saline (10mg/kg; 10ul /g, s.c), constituting the following subgroups: Control Diet + Saline (C-
S, n = 13); Control Diet + Fluoxetine (C-F, n = 12); HHD + Saline (HHD-S, n = 14) and HHD
+ Fluoxetine (HHD-F, n = 14). The experimental “n” represents the number of litters. On the
55th PND, daily food consumption (DFI) was measured during 3 consecutive days. On the 60th
PND, a group of animals performed the Behavioral Satiety Sequence (BSS). At the same age,
another set of animals was euthanized by decapitation and the hypothalamic were stored for
further molecular analysis. On the 10th PND, the C-F group presented lower body weight (BW)
than the C-S group and the HHD-F showed lower BW than the HHD-S group. From the 19th
to the 21st PND, the BW of the C-S group was reduced when compared to the DHH-S group
and the C-F group had lower BW than the HHD-F group. With the age of 30 and 60 days, pups
from C-F group had lower body weight than the C-S group and pups from DHH-F group had
less BW when compared to the HHD-S group. The weight of the brains of the C-F group was
greater than this weight of the C-S group. In terms of DFI, the C-F group had a higher relative
caloric intake compared to the C-S group and the DHH-F group had a lower relative caloric
consumption than the C-F group. The BSS demonstrated that the C-F group showed a delay in
the satiety point in relation to the C-S group and the DHH-F group showed a delay in the satiety
point in relation to the DHH-S group. The DHH-F group had a higher feeding rate than the C-
F group. In a nutshell, the maternal consumption of HHD during gestation and lactation delayed
the satiety point in BSS and the NSRI did not reverse this change. However, the neonatal
pharmacological intervention was able to promote lower BW from lactation to adulthood, even
in the face of a high energy diet. Additionally, the results demonstrate interaction between
maternal HHD and the expression of hypothalamic the ERK1/2 protein of offspring. These
results expand the knowledge of pharmacological and nutritional manipulation during early life
on the feeding behavior and hypothalamic protein expression associated with the melanocortin
pathway in young adult offspring.

Key-words: Fluoxetine. Serotonin. Food intake. Body weight. Phenotypic plasticity.

Hyperlipidic-hypercaloric diet.
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1 APRESENTACAO

A obesidade é considerada um problema de saude global com crescimento prevalente
nas ultimas décadas (DIAS et al., 2017). No Brasil, a obesidade em adultos aumentou de 11,8%
em 2006 para 18,9% em 2016 (BRASIL, 2017), com estimativa de aumentar para 20% em 2025
(HU, 2008). A obesidade se deve, em parte, aos habitos alimentares inadequados e ao
comportamento sedentario (NURWANTI et al., 2018). O elevado consumo de gorduras durante
a gestacdo e lactacdo aumenta o risco de doengas cardiometabdlicas na vida adulta (RABASA
etal., 2016).

Além de altera¢cdes metabolicas, tem sido descrita a associacdo entre dieta hiperlipidica
e desregulacdo do sistema serotoninérgico. Estudos em modelos animais demonstraram que a
dieta hiperlipidica reduziu os niveis de serotonina (5-HT) no hipotdlamo em ratos Wistar
(HALEEM e MAHMOOD, 2019) e a expressdo da enzima sintese-limitante de serotonina, a
triptofano hidroxilase-2 (TPH2), em primatas ndo-humanos (THOMPSON et al., 2017).

Adicionalmente, estudos relacionaram os efeitos da dieta hiperlipidica materna sobre a
regulacdo do balango energético. Em roedores, a dieta hiperlipidica durante a gestacéo, lactacéo
e pés-desmame aumentou a expressdo dos peptideos orexigenos (neuropeptideo Y - NPY e
proteina relacionada ao Agouti - AgRP) e reduziu a expressao dos peptideos anorexigenos (pro-
opiomelanocortina - POMC e transcrito relacionado a cocaina e anfetamina - CART),
resultando no aumento da ingestdo alimentar (CHOI, 2018). Sabe-se que a via das
melanocortinas desempenha papel importante no controle da ingestdo alimentar e gasto
energético. Entretanto, os mecanismos moleculares que alteram a expressdo génica e afetam os
circuitos neuronais hipotalamicos envolvidos na homeostase energética ndo estdo bem
estabelecidos. A via da quinase regulada por sinal extracelular (ERK1/2) esta relacionada com
a ativacdo de POMC no nucleo arqueado hipotalamico (STAMM et al., 2017) e, desta forma,
parece atuar sobre a regulacdo do balan¢o energético.

A utilizacdo de Inibidores Seletivos da Recaptacdo da Serotonina (ISRS) e sua atuagédo
no transportador de serotonina (SERT) foi investigada. A fluoxetina, um potente ISRS prescrito
para o tratamento de depress@o em gestantes e lactantes, € capaz de aumentar a disponibilidade
sinaptica de 5-HT (NOORLANDER et al., 2008). Além disso, o farmaco pode passar para 0
feto ao atravessar a barreira hemato-placentaria (HENDRICK et al., 2003), bem como passar
para o neonato através do leite materno (BERLE e SPIGSET, 2011). Ratos submetidos a dieta
hiperlipidica e tratados com fluoxetina (10mg/kg; 10ul/g) apresentaram hipofagia na vida


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nurwanti%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29857537
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adulta (GALINDO et al., 2015). Adicionalmente, animais superalimentados que receberam o
tratamento com fluoxetina (10mg/kg) do 39° ao 59° dia pds-natal, apresentaram um aumento
na expressao de neuropeptidios saciogénicos (SILVA et al., 2019). Esses resultados
demonstram que o incremento dos niveis extracelulares de 5-HT pode atuar como modulador
da plasticidade fenotipica. Assim, este estudo tem como objetivo investigar os efeitos da
inibicdo da recaptacdo da serotonina durante a lactagéo sobre o comportamento alimentar e a
expressdo proteica de ERK1/2, AKT e IRS-1 em ratos adultos submetidos a dieta

hiperlipidica/hipercalérica (DHH) durante a gestagéo e lactacgéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nutricao e Plasticidade Fenotipica

O periodo de crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso é marcado por uma
sequéncia ordenada de eventos como proliferacdo, diferenciacédo celular, migracdo de neurénios
e células gliais, sinaptogénese, gliogénese, mielinizacdo (RICE e BARONE, 2000; MORGANE
et al., 2002) e apoptose (RICE e BARONE, 2000). O periodo critico para o desenvolvimento
do sistema nervoso é definido como uma janela de tempo limitada em que o individuo esta mais
sensivel as influéncias ambientais (KUH et al., 2003) e, com isso, 0s processos celulares e
organizacionais podem ser modificados ou interrompidos com mais facilidade (MORGANE et
al., 2002).

A hipdtese da Origem Desenvolvimentista da Salde e Doenca postula que fatores
ambientais adversos durante os periodos de vulnerabilidade podem ter impacto no
desenvolvimento fetal e na saide a longo prazo (FERNANDEZ-TWINN et al., 2015). Doencas
na vida adulta sdo induzidas por respostas adaptativas as modificacbes ambientais que resultam
em variagdes do fenotipo (WEST-EBERHARD, 2005; GLUCKMAN et al., 2008; WELLS,
2014). Em geral, se a exposicdo as condi¢bes adversas ocorre antes ou depois do
desenvolvimento de um érgdo, o risco de perturbacdes é menor do que quando ocorre durante
o desenvolvimento (RICE e BARONE, 2000).

As mudancas nutricionais no periodo intrauterino programam efeitos sobre uma série
de processos fisioldgicos, como alteraces na estrutura e fisiologia da prole, com repercussfes
na vida adulta (BARKER, 1995; GLUCKMAN et al., 2005). Assim, de acordo com a hipétese
do fendtipo poupador (thrifty phenotype hypothesis) proposta por Hales e Barker (1992),
guando o feto é exposto a um insulto nutricional, o organismo passa por um processo de
programacao fetal, o que resulta em adaptacédo fisioldgica e metabolica para garantir a sua
sobrevivéncia. Entretanto, quando o ambiente pds-natal possui maior disponibilidade de
nutrientes ha risco aumentado de ocorrerem doengas metabdlicas na vida adulta (HALES E
BARKER, 1992).

Ampliando as consideracOes desta hipotese, Gluckman e colaboradores (2005)
anunciaram a Resposta Adaptativa Preditiva (Predictive Adaptative Responses). Durante as
fases iniciais do desenvolvimento, o organismo prediz respostas ao ambiente do qual sera

exposto ao nascimento, através de sinais hormonais maternos e estimulos neuroquimicos
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(GLUCKMAN et al., 2005). Tais sinais geram uma resposta adaptativa em seu organismo e,
consequentemente, uma vantagem para enfrentar ambientes com restricdo nutricional e
aumento do gasto energético (GLUCKMAN et al., 2005). Assim, se o individuo for submetido
a um ambiente semelhante com o previsto (match) o risco de desenvolver doencas sera baixo e
a chance de sobrevivéncia sera maior (GLUCKMAN et al., 2005). Caso a previsdo nao seja
semelhante (mismatch) o risco de desenvolver doencas é aumentado (GLUCKMAN et al.,
2005).

A associacdo do baixo peso ao nascer com o aumento do risco de doencas cronicas
(GLUCKMAN et al., 2008; GLYNN e SANDMAN, 2011), como hipertensdo (STEIN et al.,
2006), doengas cardiacas (BARKER et al., 1989), diabetes mellitus tipo 2 (BURKE et al., 2004;
JORNAYVAZ et al., 2016, Ml et al., 2017) e obesidade (JORNAYVAZ et al., 2016) esta bem
elucidada. Todavia, a plasticidade atua desde a desnutricdo até ambientes nutricionais
excessivos (GLUCKMAN et al., 2009).

Com o processo de industrializacdo dos alimentos e de globalizacdo dos fast foods, a
alimentacdo da sociedade atual caracteriza-se pelo consumo de dietas ricas em gorduras (acidos
graxos saturados e trans) que, em excesso, causam prejuizos a saude (SHARMA e SHARMA,
2012). Isso é alarmante em termos de saude publica, pois a exposi¢do crbnica a dieta
hiperlipidica/hipercalérica durante a gestacdo e lactacdo vem sendo apontada como causa de
alteracbes no balanco energético que culminam em obesidade, doencas metabdlicas e
cardiovasculares em longo prazo, tanto em estudos observacionais em humanos (SCHACK-
NIELSEN et al., 2010) como nos pré-clinicos (experimentais) (PICONE et al., 2011; DESAI
etal., 2014).

Associacdes entre obesidade no periodo gestacional e alteracdes metabdlicas maternas
afetam o crescimento e o desenvolvimento da prole (WEST-EBERHARD, 1986; STEARNS et
al., 1991; WEST-EBERHARD, 2005). Adicionalmente, alteracfes nutricionais no ambiente
perinatal podem estar relacionadas ao aumento do risco da prole em desenvolver obesidade
(LAWLOR et al.,, 2007). Experimentalmente, a prole de ratas alimentadas com dieta
hiperlipidica durante a gestacdo e lactacdo apresentou menor peso ao nascer e maior peso
corporal durante o desenvolvimento pés-natal (OLIVEIRA et al., 2011). Ao desmame, houve
incremento no consumo alimentar e na adiposidade corporal bem como prejuizo no
desenvolvimento do musculo esquelético e alteracbes metabdlicas associadas a resisténcia a
insulina (OLIVEIRA et al., 2011). Em longo prazo, animais adultos demonstraram maior

consumo alimentar e peso corporal, hipercolesterolemia e glicemia elevada (OLIVEIRA et al.,
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2011). Assim, o ambiente nutricional inadequado no periodo inicial do desenvolvimento esta

associado as alteracbes metabdlicas e doencas cronico degenerativas ao longo da vida.

2.2 Controle Central do Balango Energético e Sistema Serotoninérgico.

A ingestdo alimentar, um dos processos de comportamento alimentar, é regulada por
uma complexa interacdo de mecanismos periféricos e centrais (YORK, 1999). Em conjunto,
estes mecanismos detectam e integram as informacGes provenientes dos estimulos externos e
internos ao organismo com a finalidade de gerar respostas mais apropriadas as necessidades do
mesmo (SCHWARTZ e ZELTSER, 2013). A quantidade e a qualidade de alimentos
consumida, bem como a frequéncia das refei¢cbes sdo reguladas pela homeostase energética
(WOODS et al., 1998). Tal homeostase é regulada por meio de sistemas neural, quimico e
hormonal altamente integrados (WOODS et al., 1998) que controlam a ingestdo de alimentos,
0 gasto e estoque energético (SCHWARTZ et al., 2000). O sistema nervoso central (SNC)
desempenha papel fundamental na regulacdo da homeostase energética do organismo
(MYERS-JUNIOR e OLSON, 2012).

O hipotadlamo representa um importante centro regulador da homeostase energética,
sendo subdividido em diversos nucleos interconectados, dentre eles: nicleo arqueado (ARC),
ndcleo paraventricular (NPV), nucleo ventromedial (NVM), nucleo dorsomedial (NDM) e area
hipotalamica lateral (AHL) (SIMPSON et al., 2009). Todavia, 0 ARC ¢ a principal area
envolvida no controle da ingestdo alimentar e do metabolismo energético (VALASSI et al.,
2008; MYERS-JUNIOR e OLSON, 2012). Anatomicamente, o0 ARC situa-se adjacente a
eminéncia mediana e o terceiro ventriculo (ROH et al., 2016). Pelo fato de ndo ser totalmente
isolado da circulacdo, varios sinais metabdlicos podem acessar facilmente este nicleo
(SIMPSON et al., 2009; ROH et al., 2016).

O ARC é constituido por dois grupos de neurdnios distintos, a saber, 0s que expressam
0s neuropeptideos anorexigenos POMC e CART, responsaveis pelo aumento do gasto
energético e diminuicdo da ingestdo alimentar, e 0s que expressam 0s nheuropeptideos
orexigenos AgRP e NPY, relacionados com a diminuigdo do gasto energético e aumento da
ingestdo alimentar (VALASSI et al., 2008; SIMPSON et al., 2009; MYERS-JUNIOR e
OLSON, 2012). Assim, em situacOes de jejum, a expressdo de NPY (MURPHY et al., 2009) e
AgRP (VARELA e HORVATH, 2012) é aumentada e os niveis de POMC sdo reduzidos,
enquanto o inverso ocorre no estado alimentado (VARELA e HORVATH, 2012). Projecdes
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neuronais dessas duas populag¢fes se comunicam com outras areas hipotalamicas envolvidas na
regulacdo do apetite, como o NPV, NDM e AHL (BOURET et al., 2004; VAN DER
KLAAUW, 2018), tronco cerebral, bem como areas mais amplas do cérebro, como o sistema
limbico, o nucleus accumbens e o cortex pré-frontal. Coletivamente, eles integram e respondem
aos sinais periféricos de horménios e nutrientes, alterando a ingestdo de alimentos e o gasto de
energia (VAN DER KLAAUW, 2018).

O sistema das melanocortinas € caracterizado por um conjunto de circuitos neurais
envolvidos na regulacdo da ingestdo alimentar (CONE, 2005; WATERSON e HORVATH,
2015). A clivagem de POMC produz o horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e os horménios
a, B e y- estimulantes de melandcitos (MSH) (SIMPSON et al., 2009). Os peptideos de
melanocortinas agem através da ligacdo com receptores de melanocortina (MC1R a MC5R)
acoplados a proteina G (CONE, 2005). Destes, apenas 0 MC3R e MCA4R sédo expressos no SNC
(KISHI et al., 2003). O a-MSH ¢é um agonista do receptor de melanocortina-3 (MC3R) e
receptor de melanocortina-4 (MC4R), o qual aumenta o gasto energético, diminui a ingestao de
alimentos e reduz as reservas de gordura corporal (BALTHASAR et al., 2005; CONE, 2005;
MYERS-JUNIOR e OLSON, 2012). Por outro lado, o AgRP é um agonista inverso da MC3R
e MC4R, contrario a acdo da melanocortina (MYERS-JUNIOR e OLSON, 2012). Assim, tanto
0 AgRP quanto o NPY reduzem o gasto de energia e aumentam a ingestao de alimentos (CONE,
2005; MYERS-JUNIOR e OLSON, 2012).

A 5-HT desempenha papel na regulacdo da ingestdo alimentar e gasto energético (XU
et al., 2008). A acdo da serotonina nos receptores 5-HT1g € 5-HTac, localizados nos neurénios
NPY/AgRP e POMC/CART, respectivamente, tem sido implicada na saciedade (HEISLER et
al., 2006). Adicionalmente, a 5-HT também esta envolvida na regulacdo de processos
comportamentais e fisioldgicos (TECOTT, 2007). Nos mamiferos, a serotonina do SNC ¢
sintetizada nos nucleos da rafe (DONOVAN e TECOTT, 2013). Os neurdnios serotoninérgicos
da rafe projetam-se ampla e extensivamente por todo o SNC (DONOVAN e TECOTT, 2013).
Estudos demonstraram que o aumento na disponibilidade de 5-HT na fenda sinaptica induziu
hipogafia (LEIBOWITZ e ALEXANDER, 1998; DONOVAN e TECOTT, 2013). Por outro lado,
o efeito oposto foi observado em eventos que reduzem a atividade de 5-HT e de seus receptores
(LEIBOWITZ e ALEXANDER, 1998). Além disso, a estimulagédo serotoninergica no NPV tem
mostrado aumentar o metabolismo energetico (SAKAGUCHI e BRAY, 1989) e,
especificamente, a oxidagdo lipidica, enquanto reduz a oxidacdo de carboidratos

(BOSCHMANN et al., 1996). Com isso, analogos de serotonina e farmacos que aumentam a
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atividade das vias serotoninérgicas centrais tém sido amplamente utilizados como inibidores de
apetite (BREISCH et al., 1976), do ganho de peso corporal (LEIBOWITZ e ALEXANDER, 1998)
e, consequentemente, no tratamento da obesidade (SCHWARTZ et al., 2000).

Varios subtipos de receptores de serotonina foram identificados, sendo o 5-HTg (LEE
et al., 2002) e 5-HT2c (LAM et al., 2008) os principais envolvidos na saciedade e balanco
energético. Os receptores 5-HT1g sdo expressos em neurdnios NPY/AgRP do nucleo arqueado,
enquanto os receptores 5-HT2c sdo co-expressos nas celulas que produzem a POMC/CART
(HEISLER et al., 2006). Através dos mecanismos mediados pelos receptores, a serotonina afeta
a atividade neuronal da POMC (QIU et al., 2007) e AgRP (HEISLER et al., 2006). A infuséo
prolongada de um agonista do receptor 5-HT2c em ratos obesos aumentou os niveis de mMRNA
de POMC no ARC, reduziu o peso corporal e a ingestdo alimentar (QIU et al., 2007; LAM et
al., 2008).

Os agonistas seletivos da 5-HT1g demonstraram efeitos anoréticos agudos em roedores
(KOE et al.,1992), que esta associado com a hiperpolarizacdo de neurdnios NPY/AgRP e uma
despolarizacdo de neurébnios POMC/CART no ARC (HEISLER et al., 2006). Esses efeitos
ocorrem pela ativagdo do a-MSH que atua sobre os MC4R (BALTHASAR et al., 2005), o que
demonstra o importante papel das vias de melanocortinas e de sua ativacdo pela serotonina na

regulacdao da homeostase energeética.

2.3 Dieta Hiperlipidica, Comportamento Alimentar e Inibicdo da Recaptagdo da

Serotonina

A obesidade é uma consequéncia do desequilibrio entre a ingestdo alimentar e o gasto
energético (WEI et al., 2015). Atualmente, na sociedade ocidental, a alimentacdo é
caracterizada pelo consumo excessivo de proteinas, gorduras e aglcares, com reduzida
ingestdo de fibras (DREHER, 2015). Assim, estudos dietéticos em modelos animais séo
importantes para avaliar os mecanismos envolvidos no ganho de peso excessivo (BAGNOL et
al., 2012) e o impacto no crescimento fetal (BRETT et al., 2014). Um método capaz de induzir
obesidade em animais experimentais € a exposic¢ao a dieta rica em gorduras (BOURET, 2012)
ou dietas de cafeteria (MACEDO et al.,, 2012). No entanto, a composi¢do das dietas
hiperlipidicas utilizadas em modelos de obesidade sdo altamente heterogéneas (BRIAUD et al.,
2002).
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Entre os diferentes nutrientes, os acidos graxos sdo importantes constituintes dos
fosfolipidios das membranas celulares (KABARAN e BESLER, 2015). Além disso, atuam
como sensores metabdlicos que participam da regulacdo dos genes envolvidos na oxidacao e
armazenamento de energia (KABARAN e BESLER, 2015). Alguns dos acidos graxos
presentes nos alimentos apresentam efeitos adversos & saude humana, como os saturados e 0s
trans (MORENGA e MONTEZ, 2017). O consumo de gordura vegetal hidrogenada, rica em
trans, e gordura saturada esta associado ao aumento do risco de doengas cardiovasculares
(IQBAL, 2014), dislipidemias (MORENGA e MONTEZ, 2017) e estresse oxidativo
(KABARAN e BESLER, 2015). De uma forma geral, os acidos graxos sdo transportados para
o feto através da placenta e, para o recém-nascido, atraves do leite materno (INNIS, 2005).
Assim, alteracGes dos componentes lipidicos por ingestdo dietética materna durante a gestacédo
e lactacdo podem gerar implicacdes no desenvolvimento pds-natal dos descendentes
(HERRERA e RAMOS, 2008).

A maturacao do sistema nervoso central inicia na gestacdo e perdura até a vida pds-natal
(GUPTA et al., 2009). Em humanos, esta fase ocorre no Gltimo trimestre de gestacdo até os
cinco anos de vida (MORGANE et al., 1978). Em roedores, continua até as trés primeiras
semanas apds o parto (MORGANE et al., 1978). Durante a lactacdo, ha a formacédo de redes
neuronais com a ontogénese das projecdes axonais e conexdes sinapticas (GRAYSON et al.,
2006). Desta forma, alteragdes na disponibilidade de nutrientes durante esses estagios resultam
em mudancas no desenvolvimento e fungdo do hipotalamo como, por exemplo, alteracdes na
expressao de neuropeptidios envolvidos na regulacédo do apetite (GUPTA et al., 2009).

Estudo randomizado com camundongos C57BL/6 evidenciou que o consumo de dieta
hiperlipidica (49% de gordura, sendo 32% provenientes de banha de porco e 17% de 6leo de
soja) durante a gestacdo e lactacdo resultou em aumento na ingestdo alimentar e consumo
caldrico, bem como maior expressdo de NPY no nucleo arqueado, em camundongos aos 3
meses de vida (ORNELLAS et al., 2016). Além disso, os descendentes de mées obesas também
apresentaram diminuicdo na expressdo de POMC e o-MSH (ORNELLAS et al., 2016).
Camundongos C57BI16/J machos com mais de 8 semanas de idade, alimentados com dieta
hiperlipidica (45% de gordura) por um periodo de 6 a 8 semanas, apresentaram ativacao de
neurdnios AgRP no nucleo arqueado e mudanca nas projecdes para o0 nucleo paraventricular
(WElI et al., 2015). Além disso, os autores evidenciaram gque a composicao da dieta exerce um
papel mais significativo na remodelacdo dos neurdnios AgRP/ NPY do que a quantidade de

calorias consumidas (WEI et al., 2015).
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Estudos prévios tém demonstrado os efeitos do consumo de dieta
hiperlipidica/hipercaldrica sobre a alteragdo de vias centrais de neurotransmissores, como 0
sistema serotoninérgico. A obesidade induzida pela exposicdo prolongada a dieta hiperlipidica
(60% de gordura) durante 8 semanas, contribuiu para a reducdo nos niveis plasmaticos de
serotonina em camundongos C57BL/6 com 35 a 42 dias de vida (KIM et al., 2013). Outro
estudo evidenciou que a dieta rica em gordura (45% de lipidios) durante 16 semanas, aumentou
a expressdo do auto receptor 5-HT:1a e, consequentemente, diminuiu dos niveis basais de
serotonina extracelular no hipocampo ventral em camundongos de 50 dias de vida (ZEMDEGS
etal., 2016). Adicionalmente, em modelo de primatas ndo-humanos, o uso de dieta hiperlipidica
(36,6% de gordura), durante a fase perinatal, contribuiu para reducéo na expressdo do mRNA
da enzima triptofano hidroxilase-2 (enzima sintese-limitante de 5-HT) nos ndcleos dorsal e
mediano da rafe (THOMPSON et al., 2017). O mesmo estudo verificou que o consumo pds-
natal de dieta rica em gordura diminuiu a imunorreatividade serotoninérgica no cortex pré-
frontal (THOMPSON et al., 2017). No geral, € necessario compreender as consequéncias das
praticas alimentares inadequadas e comportamento sedentario, bem como as respostas dos
descendentes aos estimulos maternos a curto e longo prazo.

Ao contrério da dieta hiperlipidica, farmacos que inibem a recaptacao de serotonina, por
exemplo, a fluoxetina, aumentam a disponibilidade sindptica deste neurotransmissor
(NOORLANDER et al., 2008). Scabia e colaboradores (2018) demonstraram que ratos
alimentados com dieta rica em gordura (36% de gordura) por 9 semanas e tratados com
fluoxetina (10,8 mg/kg/dia dissolvido em agua potavel) durante as 3 Ultimas semanas de
consumo dietético, apresentaram menor peso corporal, menor deposi¢do de tecido adiposo
branco, aumento da producdo de energia e diminuicdo nas concentragdes de leptina. Ratos
submetidos a inibicdo neonatal da receptacdo da serotonina, ao receberem dieta obesogénica na
vida adulta, apresentaram menor deposicdo de tecido adiposo branco abdominal, maior
expressao genica do receptor 5-HT2c e menor expressao génica de NPY, o que demonstra um
efeito tardio a exposicdo farmacoldgica neonatal (GALINDO et al., 2015). Outro estudo recente
mostrou uma reducdo nos indices murinométricos, no acimulo de tecido adiposo branco e nas
concentragOes sericas de glicose e lipidios, em modelo de superalimentacdo neonatal que
recebeu fluoxetina (10mg/kg) do 39° ao 59° dia pos-natal (SILVA et al., 2019). O mesmo
estudo ainda observou um aumento na expressao dos receptores 5-HT1g e 5-HT2c, aumento nos
niveis de POMC e CART, bem como uma diminuicdo na expressdo de NPY e AgRP (SILVA

et al., 2019). Esses resultados sugerem que os efeitos hipofagicos da inibicdo seletiva da
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receptacdo da serotonina, via fluoxetina, estdo associados com o sistema das melanocortinas.
Portanto, a diminuicdo do peso corporal e da ingestdo alimentar, mesmo na presenca de dietas
com alto teor energético, demonstra que a fluoxetina pode gerar efeitos duradouros sobre a
expressao fenotipica da ingestdo alimentar, da deposicdo adiposa e em componentes centrais

de controle do balanco energético.

2.4 Via de Sinalizacdo da Serotonina e Sistema das Melanocortinas

Os mecanismos moleculares serotoninérgicos desempenham papel chave no controle da
ingestdo alimentar e do gasto energético (HOPKINS e BLUNDELL, 2016). A 5-HT é derivada
do triptofano dietético (MILLAN et al., 2008) e sua sintese compreende duas etapas.
(MATTHES et al., 2019). Na primeira etapa, a enzima triptofano hidroxilase (TPH) catalisa a
hidroxilagdo do triptofano em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) (MATTHES et al., 2019). Em
seguida, 0 5-HTP é descarboxilado para 5-hidroxitriptamina (5-HT) pela enzima L-aminoacido
aromatico descarboxilase (MATTHES et al.,, 2019). Apds sintetizada, a serotonina €
armazenada em vesiculas pelo transportador de monoamina vesicular (VMAT) (BORUE et al.,
2007). Ap0s ser liberada na fenda sinaptica, a 5-HT pode se ligar a um dos seus receptores ou
ser removida do espaco extracelular atraves do transportador de serotonina (SERT) (BORUE
et al., 2007). Uma vez de volta ao neurbnio pré-sinaptico, a 5-HT pode ser novamente
armazenada em vesiculas ou degradada pela enzima mitocondrial monoamino oxidase A
(MAO) (BORUE et al., 2007) (Figura 1).
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Figura 1 - Sintese de serotonina e mecanismo de recaptacéo da serotonina extracelular.
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Abreviaturas: 5-HT = serotonina; 5HT1r = receptor de serotonina da classe 1; 5SHT2r = receptor de serotonina
da classe 2; 5HTsr = receptor de serotonina da classe 3; 5HT467r = receptor de serotonina das classes 4, 6 e 7;
5HTsg = receptor de serotonina da classe 5; VMAT = transportador de monoamina vesicular; SERT =
transportador de serotonina. Adaptado de DWARKASING et al., 2018.

A 5-HT desempenha papel em vérias funcBes fisiologicas devido a sua ampla
distribuicdo no SNC, além de possuir sete classes (5-HT1 a 5-HT7) e, pelo menos, 14 subtipos
diferentes de receptores (MASSON et al., 2012; STAMM et al., 2017). Ao contrario do receptor
5-HT3 que age como um subtipo ionotropico, todos 0s outros receptores s&o metabotropicos e
pertencem a superfamilia dos receptores acoplados a proteina G (HOYER et al., 2002).

De uma forma geral, o receptor 5-HT1g ¢ acoplado a subunidade a da proteina Gi, a qual
inibe a adenilil ciclase (AC) e, consequentemente, inibe o0 acimulo de adenosina monofosfato
ciclica (CAMP) (MASSON et al., 2012) (Figura 2). Além disso, a mesma subunidade, inibe a
abertura dos canais de calcio e estimula os canais de potassio (HAGAN et al., 2012). Ao ser
estimulado, o receptor 5-HT g facilita a translocacdo da ERK 1/2 fosforilada, por meio da via
RhoA/ROCK (MASSON et al., 2012) (Figura 2). Por outro lado, a atividade da proteina
ribossomal S6 (RPS6K) é estimulada através da via de sinalizagéo de fosfoinositideo-3-quinase
(PI3K) / serina-treonina proteina quinase ou proteina quinase B (AKT) / proteina alvo de
Rapamicina em mamiferos (MTOR) (KITAGISHI et al., 2012; HUANG et al., 2012) (Figura
2).
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Figura 2 - Via de sinalizagéo do receptor de serotonina 5-HT1s.

GIRK

ATP ML l Rho quinase

CAMP (ROCK)
mTORC1

®

Transcription
factors

|

Regulation of genes
expression

Abreviaturas: 5-HT = serotonina; 5HT1g = receptor de serotonina 5-HT1g; GIRK = canal de potassio acoplado a
proteina G; ATP = adenosina trifosfato; CAMP = adenosina monofosfato ciclica; PKA = proteina quinase A; PI3K
= fosfoinositideo 3-quinase; Akt = proteina quinase B; mTOR = proteina alvo de Rapamicina em mamiferos;
mMTORCL1 = proteina alvo de Rapamicina em mamiferos do complexo 1; RPS6K = proteina ribossomal S6; RhoA
= proteina transformadora RhoA; Rho quinase (ROCK) = proteina quinase associada a Rho; ERK = proteina
regulada por fator extracelular. Adaptado de MILLAN et al., 2008.

Figura 3 - Via de sinalizacdo do receptor de serotonina 5-HTzc.
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Abreviaturas: 5-HT = serotonina; 5HTc = receptor de serotonina 5-HT,c; GIRK = canal de potassio acoplado a
proteina G; ATP = adenosina trifosfato; CAMP = adenosina monofosfato ciclica; PKA = proteina quinase A;
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PI3K = fosfoinositideo 3-quinase; Akt = proteina quinase B; GSK3p = glicogénio sintase quinase 3 beta; mTOR
= proteina alvo de Rapamicina em mamiferos; mTORC1 = proteina alvo de Rapamicina em mamiferos do
complexo 1; RPS6K = proteina ribossomal S6; PLA2 = fosfolipase A2; AA = acido araquidénico; PLC =
fosfolipase C; RhoGEF = fatores de troca de nucleotideos guanina-Rho; RhoA = proteina transformadora RhoA;
PLD = fosfolipase D; PIP2 = fosfatidilinositol-4,5-bifosfato; DAG = diacilglicerol; IP3 = inositol trifosfato; PKC
= proteina quinase C; Raf-1 = proto-oncogene RAF serina / treonina-proteina quinase; MEK = quinase ativadora
da proteina quinase ativada por mitégeno; ERK = proteina regulada por fator extracelular; CaMK = proteina
quinase dependente de calmodulina. Adaptado de MILLAN et al., 2008.

O receptor 5-HT2c, acoplado a proteina Gag/Gu, ativa a via da fosfolipase C (PLC)
(MASSON et al., 2012) (Figura 3). Com isso, ocorre a hidrolise de fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato (P1P2) para formar o diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) (MASSON et al.,
2012). O IP3 atua no influxo de célcio extracelular, mobilizacao de calcio intracelular, enquanto
o diacilglicerol ativa a proteina quinase C (PKC) (LEYSEN, 2004; CHAGRAOUI et al., 2016;
STAMM et al., 2017). O acoplamento com a proteina Gai3 pode ativar a fosfolipase D (PLD)
(CHAGRAOUI et al., 2016). Assim, tanto a estimulacdo de PLC quanto a de PLD convergem
para a PKC, o que resulta na fosforilagdo da ERK 1/2 (MILLAN et al., 2008; MASSON et al.,
2012). Por outro lado, por meio do acoplamento com a proteina Gai/o ocorre ativagdo da via
de sinalizacdo de PISBK/AKT/mTOR/RPS6K (KITAGISHI et al., 2012; HUANG et al., 2012),
que atua em paralelo e de forma independente da cascata de MAPK/ERK (LIU e FANBURG,
2006). Entretanto, os receptores 5-HT2.c também ativam a ERK 1/2, independentemente do
acoplamento com a proteina G (LABASQUE et al., 2010).

A via das melanocortinas desempenha um papel critico na regulacdo do balanco
energético. Entretanto, a via de sinalizagdo dos neur6nios POMC/CART e NPY/AgRP ndo esta
bem elucidada. Sabe-se que a cascata de ERK 1/2, membro da superfamilia das vias de
sinalizacdo das proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPK), esta envolvida na regulacéo
de varias fungdes celulares, como proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia e mudancas
plasticas (CRUZ e CRUZ, 2007). Adicionalmente, a via de sinalizacdo PI3K/AKT também
parece desempenhar um papel na regulacdo da ingestdo de alimentos e no balango energético
através dos neurdnios hipotalamicos (DONATO-JUNIOR et al., 2010).

No ndcleo arqueado do hipotalamo, a serotonina atua no receptor 5-HT1g (HEISLER et
al., 2006). Com isso, inibe a atividade de AgRP — que antagoniza 0 MC4R, bem como reduz as
correntes pos-sinapticas inibitorias nos neurénios POMC (CHADHA et al., 2000; HEISLER et
al., 2006), através da liberagdo do acido y-aminobutirico (GABA) (OH et al., 2016). Por outro
lado, a serotonina ativa os neurdnios POMC/CART via receptor 5-HT2c (Figura 4) (HEISLER
et al., 2006). Assim, a via de sinalizacdo através do acoplamento com a Goag/i1 promove a
ativacdo de c-FOS, via ERK (Figura 5) (STAMM et al., 2017). A c-FOS ativa o promotor


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16195541
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fanburg%20BL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16195541
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POMC, que resulta na clivagem e formagdo de a-MSH (STAMM et al., 2017). Em seguida, o
a-MSH ativa os neurdnios que expressam o MC4R em multiplas regides centrais, como 0 NPV
do hipotdlamo (TODA et al., 2017). A acdo simultanea da serotonina de inibir neurénios
orexigenos e ativar neurbnios anorexigenos, através dos receptores 5-HTig e 5-HToc,

respectivamente, promove modulacgdo da ingestdo alimentar.

Figura 4 - Acdo da serotonina no nucleo arqueado do hipotalamo.
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Abreviaturas: 5-HT = serotonina; 5HT1g = receptor de serotonina 1B; 5HT.c = receptor de serotonina 2C; POMC
= proopiomelanocortina; CART = transcrito regulado por cocaina e anfetamina; NPY = neuropeptideo Y; AgRP
= peptideo relacionado ao agouti; GABA = 4cido y-aminobutirico; a-MSH = horménio a-estimulante de
melandcitos; MC4-R = receptor de melanocortina-4; cAMP = adenosina monofosfato ciclica; PKA = proteina
quinase A; TF = fator de transcri¢do. Adaptado de HEISLER et al., 2006.
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Figura 5 - Funcdo bioldgica da isoforma de 5-HTc.

MCR4

& &
"% ADAR
; lPOMC]
SNORD115

- Vb

MGH

anorexic
response

nucleus

5HT2C-
pre-mANA

paraventricular nucleus

arcuate nucleus

Sinalizacdo de 5HT,c em neurdnios POMC do nicleo arqueado. Abreviaturas: PLC = fosfolipase C; DAG =
diacilglicerol; IP3 = inositol trifosfato; PKC = proteina quinase C; IP6 = inositol hexafosfato; POMC =
proopiomelanocortina; a-MSH = a- estimulante de melanécitos; MC4-R = receptor de melanocortina-4; ADAR =
adenosina desaminase; SNORD115 = pequeno RNA nucleolar. Retirado de STAMM et al., 2017.

A insulina desempenha papel no metabolismo e balango energético através da ativagdo
das vias de sinalizacéo intracelulares (DODD et al., 2021). Tanto os neurdnios POMC quanto
os neurénios NPY/AgRP expressam receptores de insulina (IR) (TIMPER e BRUNING, 2017).
Assim, a insulina pode ativar neurénios POMC e inibir neurénios AgRP, resultando em redugéo
da ingestdo alimentar (TIMPER e BRUNING, 2017; DODD et al., 2021). A ligagéo da insulina
ao seu receptor induz a fosforilacdo de residuos de tirosina dos substratos do receptor de
insulina (IRS-1 e IRS-2) (DONATO-JUNIOR et al., 2010). Quando fosforiladas, as proteinas
IRS podem se ligar aos dominios de homologia Src (SH2) de moléculas sinalizadoras (MYERS-
JUNIOR et al., 1998), como a subunidade regulatéria p85 de PI3K (MYERS-JUNIOR et al.,
1992), resultando na ativacdo da via PI3SK/AKT (TANIGUCHI et al.,, 2006). Liu e
colaboradores (2015) evidenciaram uma reducdo na expressdo de IRS-1 no cérebro de
camundongos adultos expostos a dieta hiperlipidica (60% kcal de lipideos) durante 12 semanas.
Outro estudo também demonstrou que a dieta hiperlipidica materna promoveu uma diminuicao
na expressdo de IRS-1 no hipotadlamo de camundongos, durante estagio embrionario (E13)
(DEARDEN et al., 2020). Esses resultados sugerem que a exposicdo materna a dieta
hiperlipidica pode alterar vias de sinalizacdo, resultando em resisténcia a insulina no hipotalamo
em desenvolvimento e, consequentemente, desregulacao das vias de alimentacdo (DEARDEN
et al., 2020).

A mTOR, uma serina/treonina quinase (COTA et al., 2006), esta inserida na via de
sinalizagéo PIBK/AKT/mTOR (KITAGISHI et al., 2012; HUANG et al., 2012). Assim, atua

como um sensor de combustivel celular em resposta a disponibilidade de nutrientes e aos sinais
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hormonais que regulam a ingestdo alimentar (COTA et al., 2006). A mTOR interage com varias
proteinas para formar dois complexos distintos, denominados de complexo 1 da mTOR
(mMTORC1) e complexo 2 da mTOR (MTORC2) (BHASKAR e HAY, 2007; LAPLANTE e
SABATINI, 2012). No geral, o mTORCL1 controla o crescimento celular em resposta a varios
estimulos como disponibilidade de aminoéacidos, fatores de crescimento (LAPLANTE e
SABATINI, 2012; MAGNUSON et al., 2012; MOSCHETTA et al., 2014; JHANWAR-
UNIYAL et al., 2019), estado energético da célula e estresse celular (LAPLANTE e
SABATINI, 2012; MAGNUSON et al., 2012; MOSCHETTA et al., 2014). Por outro lado,
embora insensivel aos sinais de nutrientes (LAPLANTE e SABATINI, 2012) e energia
(MOSCHETTA et al.,, 2014), o mTORC2 é regulado por hormbnios e fatores de
crescimento (LAPLANTE e SABATINI, 2012) para promover a proliferacao e a sobrevivéncia
celular (MOSCHETTA et al., 2014). A ativacdo da mTORC1, via PI3K/AKT/mTOR, induz a
fosforilacdo da RPS6K (BHASKAR e HAY, 2007), responsavel pela promocdo de sintese
proteica (SABATINI, 2006).

Poucos estudos avaliaram os mecanismos celulares envolvidos no balango energético
em resposta ao uso de fluoxetina. Huang e colaboradores (2012) usaram cultura de células-
tronco oriundas dos tecidos cerebrais embrionarios de ratos Wistar (E15-16) para avaliar o
efeito da fluoxetina (50 uM) e 0 mecanismo de duas vias de sinalizagdo: PISK/AKT e
MAPK/ERK. Os autores encontraram um aumento da fosforilacdo de AKT e ERK 1/2 no grupo
que recebeu a intervencdo farmacoldgica, quando comparado com o grupo nao tratado
(HUANG et al., 2012). No estudo realizado por Barone e colaboradores (2018) foi demonstrado
que a administracdo oral de fluoxetina (16-18mg/kg/dia, dissolvido em dgua) durante 3 semanas
(p60 a p8l), resultou em reducdo do peso corporal e ativacdo dos neurénios POMC no
hipotdlamo de camundongos. Adicionalmente, a fluoxetina induziu a via mTOR, bem como
aumentou a RPS6K fosforilada (Ser235/236 e Ser240/244) e ERK 1/2 total e fosforilada
(Thr202/Tyr204), no hipotalamo (BARONE et al., 2018). Os autores observaram que os efeitos
fisiolégicos do POMC foram atenuados com a administracdo do inibidor de mTORC1, a
rapamicina (BARONE et al., 2018). A via de sinalizacdo dos neuropeptidios envolvidos no
controle da ingestdo alimentar em resposta aos efeitos da serotonina é complexa. Portanto, a
compreensdo desses mecanismos celulares e moleculares pode contribuir para o

desenvolvimento de estratégias farmacoldgicas terapéuticas para o tratamento da obesidade.
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3 HIPOTESE

A inibicdo neonatal da recaptacédo da serotonina promove reducao do peso corporal e do
consumo alimentar, bem como modulacdo da expressdo proteica associada a via das
melanocortinas em prole de ratos adulta submetida a dieta hiperlipidica/hipercal6rica durante a

gestacéo e lactacéo.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da inibicdo neonatal da recaptacdo de serotonina sobre o
comportamento alimentar, peso corporal e expressdo proteica hipotalamica em prole adulta

submetida a DHH durante a gestacao e lactacao.

4.2 Objetivos Especificos

Avaliar em prole de ratos adultos submetida a DHH durante gestacdo e lactacdo e a

manipulacdo farmacoldgica do sistema serotoninérgico neonatal:

e Evolugéo de peso e consumo alimentar;
e Sequéncia Comportamental de Saciedade;

e Expressao proteica de ERK 1/2, AKT e IRS-1 no hipotalamo.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizadas ratas nuliparas da linhagem Wistar obtidas da coldnia do Departamento
de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE. Os animais foram alocados na
proporcao de duas fémeas por gaiola e mantidos sob condic¢Ges padrdo de biotério, com ciclo
de luz de 12/12 horas invertido (escuro: 08-20h / claro: 20-08h) e temperatura de 23°C + 1. A
agua e alimentacdo foram oferecidas ad libitum. Os animais foram utilizados segundo a
“Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos”
(CONCEA, 2013). Este estudo foi submetido a Comisséo para Uso de Animais Experimentais
(CEUA) —UFPE, sob o0 numero 0029/2018.

As ratas tiveram um periodo de adaptacdo de ciclo e dieta durante uma semana. Durante
esse periodo, as fémeas foram divididas aleatoriamente em dois grupos experimentais, segundo
a manipulacdo dietética: grupo dieta controle (C) (Presence®; 3,11 kcal/g; 4,50% kcal de
lipideos) e grupo dieta hiperlipidica/hipercalérica (DHH) (4,62 kcal/g; 51,00% kcal de lipideos)
(CADENA-BURBANO et al., 2017). A composicao da dieta hiperlipidica/hipercaldrica esta
apresentada na Tabela 1 e a distribuigdo dos macronutrientes da DHH e dieta controle na Tabela
2. Apo6s distribuicdo randdémica e adaptacdo, as ratas foram postas para acasalar. O
acasalamento ocorreu na proporcao de duas fémeas para um macho e, logo apos acasalarem, as
fémeas foram alocadas em gaiolas individuais. A gestacao foi acompanhada por meio do ganho

de peso corporal.
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Tabela 1 - Composicao centesimal da dieta experimental hiperlipidica/hipercaldrica

Ingredientes Hiperlipidica/Hipercaldrica (g/100g)
Caseina (>85% proteina) 25,20
Amido de milho (87% carboidrato) 24,50
Amido dextrinizado (92% carboidrato) 8,00
Sacarose 6,17
Oleo de soja 7,00
Banha animal (100% lipideo) 19,00
Celulose 5,00
Mix mineral (AIN-93G) 3,50
Mix vitaminico 1,00
L-Metionina 0,38
Bitartarato de colina 0,25
TBHQ 0,0014
TOTAL (g) 100
Valor Energético kcal/g 4,62

Os calculos da composicdo centesimal foram baseados nas informagGes nutricionais enviadas pela
empresa fornecedora dos produtos. Fonte: Adaptado de (REEVES et al., 1993; CADENA-BURBANO
etal., 2017).

Tabela 2 - Distribuicdo de macronutrientes da dieta controle e dieta hiperlipidica/hipercalérica
(DHH), segundo o Valor Energético Total (VET).

Macronutrientes Dieta Controle DHH

(% kcal VET) (% kcal VET)
Proteina 23,00 18,70
Carboidrato 44 50 30,30
Lipideo 4,50 51,00

Os célculos da distribuicdo de macronutrientes foram baseados nas informag6es nutricionais enviadas
pela empresa fornecedora dos produtos. Fonte: CADENA-BURBANDO et al., 2017.

No primeiro dia pos-natal (1° DPN), 24h ap0s o nascimento, cada ninhada foi formada
por uma fémea e oito filhotes machos com peso corporal entre 5 a 7g. Para completar as
ninhadas que apresentaram nimero de machos inferior a oito, foram utilizadas fémeas. Ainda
no 1° DPN, os filhotes provenientes dos grupos C e DHH foram divididos em quatro subgrupos

experimentais em funcdo da manipulacao dietética e farmacoldgica:
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e Subgrupo dieta controle + salina neonatal (C-S): filhotes provenientes do grupo C e
tratados com salina estéril (NaCl 0,9%; 10ul/g, s.c., n=4/ninhada) durante a lactacéo;

e Subgrupo dieta controle + fluoxetina neonatal (C-F): filhotes provenientes do grupo C
e tratados com fluoxetina (Bristol-USA®) diluida em salina estéril a 0,9% (SILVA et
al., 2010) (10mg/kg; 10ul/g, s.c., n=4/ninhada) durante a lactacéo;

e Subgrupo dieta hiperlipidica/hipercalorica + salina neonatal (DHH-S): filhotes
provenientes do grupo DHH e tratados com salina estéril (NaCl 0,9%; 10ul/g, s.c.,
n=4/ninhada) durante a lactacdo;

e Subgrupo dieta hiperlipidica/hipercalérica + fluoxetina neonatal (DHH-F): filhotes
provenientes do grupo DHH e tratados com fluoxetina (Bristol-USA®) diluida em salina

estéril a 0,9% (10mg/kg; 10ul/g, s.c., n=4/ninhada) durante a lactacéo.

A manipulacao dietética foi realizada durante toda a gestacéo e perdurou até o 21° dia
de lactacdo. A administracdo de fluoxetina ou salina estéril foi realizada por via subcutanea
(s.c.) na regido dorsal, diariamente, do 1° ao 21° DPN, uma hora ap6s o inicio do ciclo escuro
(&s 9h). Nesse horario ocorre o pico de liberacdo de 5-HT no hipotalamo e, assim, potencializa
a acdo do farmaco (MATEOS et al., 2009).

A partir do desmame, no 22° DPN, até o final dos experimentos (60° DPN), a prole foi
mantida em gaiola com até trés animais e recebeu dieta padrdo de biotério (Presence®). O
protocolo experimental utilizado no estudo esta descrito na Figura 6. Para cada experimento,
foi utilizado apenas 1 animal por subgrupo ou, no caso de se utilizar mais de 1 animal no mesmo
experimento, foi utilizada a média do subgrupo para compor o resultado. Dessa forma, evitou-

se a interferéncia da consanguinidade nos resultados.



37

Figura 6 - Protocolo experimental do estudo.
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Ratas Wistar foram divididas aleatoriamente em dois grupos experimentais: Grupo Dieta Controle (C, 3,11 kcal/g)
e Grupo Dieta Hiperlipidica/Hipercal6rica (DHH, 4,62 kcal/g). As maes foram alimentadas com suas respectivas
dietas até o final da lactacdo (21° dia). No 1° DPN, cada ninhada foi ajustada para 8 filhotes, sendo metade deles
tratados com salina estéril (NaCl 0.9%, 10ul/g, n=4/ninhada) e outra metade com fluoxetina (10mg/kg, 10ul/g,
n=4/ninhada) até o 21°DPN, constituindo os seguintes subgrupos: Dieta Controle + Salina (C-S); Dieta Controle
+ Fluoxetina (C-F); DHH + Salina (DHH-S) e DHH + Fluoxetina (DHH-F). Ap6s o desmame (22° DPN), a prole
de cada grupo foi alimentada com dieta controle até o final dos experimentos. Os animais foram pesados do 1° ao
21° DPN, no 30° e 60° DPN. O consumo alimentar foi realizado a partir do 55° DPN por trés dias consecutivos. A
Sequéncia Comportamental de Saciedade e a eutanasia foram realizadas aos 60 dias de vida.

5.2 Experimentos

5.2.1 Evolucéo do Peso e Consumo Alimentar

A afericdo do peso corporal foi realizada diariamente durante a lactagdo (do 1° ao 21°
DPN), bem como aos 30 e 60 dias de vida. O procedimento foi realizado em balanga eletronica
digital, marca BEL Engineering®, modelo L2102i, classe Il, capacidade maxima de 2100g e
minima de 0,6g.

Aos 50 dias de vida, os animais foram alocados individualmente em gaiolas
transparentes de polipropileno medindo 31x21x13 cm. O consumo alimentar (g) foi aferido aos
55 dias de vida pela diferencga entre a quantidade de alimento oferecido e alimento rejeitado
durante trés dias consecutivos. O resultado foi expresso em consumo relativo (consumo (g) +

peso corporal (g)) x 100.
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5.2.2 Anélise da Sequéncia Comportamental de Saciedade

Um grupo de animais (n=10/subgrupo) foi submetido a analise da Sequéncia
Comportamental de Saciedade (SCS) basal aos 60 dias de vida, segundo a descri¢do de Halford
et al. (1998). No dia do teste, os animais foram pesados e, em seguida, submetidos ao jejum de
trés horas (as 7h). Apés o jejum, foram oferecidos 30g de dieta padréo (Presence®) aos animais.
A partir deste momento, foi registrada a duracdo (em segundos) dos comportamentos de
alimentacéo, limpeza e repouso durante uma hora. O teste foi realizado no periodo de 10h as
11h (2h apds o inicio do ciclo escuro). Os registros foram obtidos através da aquisi¢do das
imagens por camera com sistema de infravermelho e armazenados em computador. Apenas um
avaliador treinado, sem prévio conhecimento dos grupos experimentais, observou os filmes e
registrou os dados comportamentais em protocolo.

O comportamento de alimentacdo foi registrado quando o animal se aproximou do
comedouro e ingeriu, roeu, mastigou ou segurou o alimento com as patas. A limpeza foi
quantificada quando o animal lambeu o corpo, patas e genitais, mordeu a cauda ou movimentou
as patas anteriores sobre a cabeca. O descanso foi registrado quando o rato ficou sentado em
posicdo relaxada ou com o corpo repousado sobre o assoalho da gaiola. A atividade exploratéria
foi obtida pela soma dos tempos dos demais comportamentos, subtraida da duracéo total da
SCS (3600 segundos), divididos em 12 periodos de 300 segundos (HALFORD et al., 1998).

O ponto de saciedade foi dado pela interseccao das linhas que representam o0s tempos
de alimentacdo e de descanso, em segundos. O consumo alimentar foi obtido pela diferenca
entre a quantidade de ragdo oferecida apds o periodo de jejum e a quantidade de racdo restante
apos o término da SCS (HALFORD et al., 1998). O consumo alimentar relativo foi calculado
pela razdo entre a ingestdo alimentar (g) e o peso corporal (g). A duracdo da alimentacdo foi
mensurada pelo tempo (segundos) em que o animal se alimentou (HALFORD et al., 1998). A
taxa de alimentacdo foi obtida pela razdo entre a quantidade de alimento consumido (g) e
duracgéo da refeicéo (segundos) (HALFORD et al., 1998).

A SCS foi utilizada para avaliar medidas complementares como a frequéncia alimentar
(nimero de vezes que o rato buscou por alimento) e periodo de laténcia (tempo que o animal

demorou para iniciar a alimentacdo) (HALFORD et al., 1998).
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5.3 Andlises Moleculares

Ainda na idade de 60 dias, um outro conjunto de animais contendo um animal de cada
subgrupo provenientes de 5 ninhadas diferentes (n=5/subgrupo) foi eutanasiado por
decapitacdo. Os hipotdlamos foram dissecados rapidamente e congelados. Em seguida, foram
armazenados em ultrafreezer para posterior realizacdo dos experimentos moleculares. Em
seguida, foram mensurados em balanca de precisio (Ohaus Adventurer®, AR1530, capacidade

méaxima 150g e minima 0,0019).

5.3.1 Expressao proteica de ERK 1/2, AKT e IRS-1 no hipotalamo por Western Blotting

Amostras de hipotadlamo congeladas (n=5/subgrupo) foram lisadas em 500 pl de tampéo
de lise contendo Trisma-base pH 7,5 100 mM, EDTA 10 mM, pirofosfato de sédio 10 mM,
fluoreto de s6dio 100mM, PSMF 2 mM, ortovanadato de sodio 10 mM e aprotinina 0,01mg/mL.
Apo6s homogeneizacdo, foi adicionado Triton x-100 (1%) as amostras e mantidas a 4 °C por 30
minutos. Em seguida, os homogenatos foram centrifugados a 5488 x g, durante 20 minutos a 4
°C. Os sobrenadantes foram recolhidos e armazenados em freezer até 0 momento da analise. A
concentracdo de 50 L de proteina de cada amostra foi determinada usando método de Bradford
(1976). Uma solucéo foi preparada usando Coomassie blue G-250 (0,01%), etanol (47,5%) e
acido fosfdrico (8,5%).

Para cada amostra, foram separadas 20-30 pg de proteina e diluidas em tampé&o Laemmli
contendo ditiotreitol (DTT) a 1M. Em seguida, foram fervidas em banho seco (100°C) e as
proteinas foram separadas pelo peso molecular usando o método de eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida, a 10% e 12% para as proteinas IRS-1, AKT e ERK 1/2. Subsequentemente,
foram transferidos para membranas de nitrocelulose a 80 V por 2 horas. Em seguida, as
membranas foram coradas com Ponceau e capturadas as imagens (Amersham™ Imager 600,
GE Health Care, Little Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra).

As membranas foram lavadas trés vezes em solugdo salina tamponada (TBS-T)
contendo Tris pH 7,51 M, NaCl 5 M e Tween 20, por 7 minutos. Logo apés, foram blogueadas
durante 4 horas em 5mL de solugéo contendo albumina de soro bovino a 5% (BSA) em TBS-
T. Em seguida, as membranas passaram por novas lavagens em TBS-T e, posteriormente, foram
incubadas overnight com anticorpos primarios especificos para as proteinas de interesse,

diluidos (1puL:1000uL) em BSA a 5%. No dia seguinte, apds trés lavagens com TBS-T, por 10
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minutos, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario ligado a peroxidase, diluido
(1pL:5000uL) em BSA a 5%, por uma hora e trinta minutos.

Os sinais foram visualizados usando reagentes quimioluminescentes ECL (Biorad) por
um minuto e detectados por equipamento de captura de imagens ChemiDoc™ MP Image
System (Bio-Rad, Hemel Hempstead, Reino Unido). As intensidades das bandas foram
quantificadas por densitometria 6tica utilizando programa Image J 1.37 (NIH, Wayne Rasband,
Bethesda, Maryland, Estados Unidos). Os conteudos das seguintes proteinas totais foram
analisados utilizando os seguintes anticorpos primarios: p44/42 MAPK (Erk1/2), AKT, IRS-1
e anticorpo secundario anti-1gG de coelho conjugado com HRP (peroxidase) obtidos pelo Cell
Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, Estados Unidos. Os conteudos foram
normalizados pelo valor obtido da quantidade total de proteinas, conforme quantificado pela

coloracéo de Ponceau.

5.4 Andlise Estatistica

A distribuicdo dos dados pelo critério de normalidade foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Para comparacao entre os diferentes grupos, foi empregada a Anélise de
Variancia (ANOVA), quando se tratou de dados paramétricos. Quando a ANOVA revelou a
existéncia de diferenca significativa, foi utilizado o pds-teste de Tukey, a fim de identificar que
grupos diferiram entre si. Os outliers foram excluidos da analise usando a calculadora

GraphPad QuickCalcs, disponivel em: https://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfm. A

significancia estatistica foi considerada, admitindo-se um nivel critico de 5% em todos o0s casos.
A andlise dos dados foi realizada por meio do programa estatistico GraphPad Prism® (Graph
Pad Software, Inc, 2007).


https://www.cellsignal.com/products/primary-antibodies/phospho-p44-42-mapk-erk1-2-thr202-tyr204-d13-14-4e-xp-rabbit-mab/4370?site-search-type=Products
https://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm
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6 RESULTADOS

6.1 Peso Corporal da Prole Durante a Lactacéo, aos 30 e 60 dias.

A evolucdo do peso da prole durante a lactacdo esta representada na Figura 7A. Foi
observada interacao entre 0s grupos experimentais [F(3,49) = 14,25; p<0,0001]. No 10° DPN,
0s animais do grupo C-F apresentaram menor peso corporal comparados ao grupo C-S (C-S =
21,749 £ 0,71; C-F = 18,449 = 0,73; p<0,05). No mesmo dia, observou-se menor peso corporal
nos filhotes do grupo DHH-F quando comparados aos filhotes do grupo DHH-S (DHH-S =
21,669 £ 0,68; DHH-F = 18,219 + 0,62; p<0,05). Essa diferenca perdurou até o 18° DPN. Do
19° ao 21° DPN, além da diferenca entre os grupos acima, houve efeito da dieta e o grupo C-S
apresentou menor peso corporal que o grupo DHH-S (C-S = 39,249 + 1,18; DHH-S = 42,769
+ 1,63; p<0,05). Neste mesmo periodo, a intervencdo farmacoldgica promoveu menor peso
corporal no grupo C-F em relacéo ao grupo DHH-F (C-F = 29,48g + 1,14; DHH-F = 32,729
1,19; p<0,05).



42

Figura 7 - Evolugéo do peso corporal da prole durante a lactagéo (A), aos 30 (B) e 60 dias de
vida (C).
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Ratas Wistar foram divididas aleatoriamente em dois grupos experimentais: Grupo Dieta Controle (C, 3,11 kcal/g)
e Grupo Dieta Hiperlipidica/Hipercal6rica (DHH, 4,62 kcal/g). No 1° DPN, cada ninhada foi ajustada para 8
filhotes, onde metade deles foi tratado com salina estéril (NaCl 0.9%, 10ul/g, n=4/ninhada) e outra metade com
fluoxetina (10mg/kg, 10ul/g, n=4/ninhada) até o 21° DPN, constituindo os seguintes subgrupos: Dieta Controle +
Salina (C-S); Dieta Controle + Fluoxetina (C-F); DHH + Salina (DHH-S) e DHH + Fluoxetina (DHH-F). Os
animais foram pesados do 1° ao 21° DPN, no 30° e 60° DPN. (A) C-S (n=12); C-F (n=12); DHH-S (n=14); DHH-
F (n=14). (B) C-S (n=12); C-F (n=12); DHH-S (n=12); DHH-F (n=12). (C) C-S (n=10); C-F (n=10); DHH-S
(n=10); DHH-F (n=10). Os tratamentos foram realizados do 1° ao 21° DPN. O n corresponde ao nimero de
ninhadas. Dados expressos em SEMEP. Two Way ANOVA, Tukey P6s-Teste. *representa as diferencas entre C-
S e C-F; # representa as diferencas entre DHH-S e DHH-F; $ representa as diferencas entre C-S e DHH-S; &
representa as diferencas entre C-F e DHH-F. O n representa o nimero de ninhadas. Em caso de mais de uma
unidade experimental advir da mesma ninhada para determinado experimento, foi realizada a média que
representou o n da ninhada.

Aos 30 dias, foi observado efeito farmacoldgico sobre 0s grupos experimentais [F(1,44)
= 20,11; p<0,0001], mas ndo houve interacdo da dieta sobre os mesmos [F(1,44) = 0,046;
p=0,83]. Sendo assim, 0s animais submetidos a inibicdo da recaptacédo da serotonina (grupo C-
F) apresentaram menor peso corporal em relacdo aos animais do grupo C-S (C-S = 89,55¢ +
3,95; C-F = 74,169 * 3,40; p<0,05) (Figura 7B). Da mesma forma, os animais do grupo DHH-
F apresentaram menor peso corporal, quando comparados ao grupo DHH-S (DHH-S = 90,02g
+ 2,99; DHH-F = 75,149 + 3,07; p<0,05). Ja aos 60 dias de vida, houve interacdo do farmaco
[F(1,36) = 21,45; p<0,0001)] e da dieta [F(1,36) = 4,959; p=0,03]. Entretanto, o0 pos-teste
identificou menor peso corporal nos animais adultos jovens submetidos a manipulacdo
farmacoldgica neonatal em relacéo aos seus controles (C-S = 264,649 + 6,81; C-F =228,87g +
6,24; p<0,05) e (DHH-S = 281,169 + 10,27; DHH-F = 246,319 * 6,45; p<0,05) (Figura 7C).

6.2 Peso Relativo do Encéfalo

Aos 60 dias, um conjunto de animais foi eutanasiado por decapitagéo e, em seguida, 0s
encéfalos foram dissecados e pesados. Em relacdo ao peso relativo do encéfalo, foi verificada
interacdo farmacolégica [F(1,14) = 13,03; p<0,01] e dietética [F(1,14) = 5,695; p<0,05)].
Curiosamente, o peso dos encéfalos do grupo C-F foi maior em relagdo ao grupo C-S (p<0,05)
(Figura 8). Observou-se que o peso dos encéfalos no grupo DHH-F apresentou tendéncia a ser
maior do que no grupo DHH-S. Houve interacdo farmacologica sobre o peso relativo do bago
[F(1,14) = 4,789; p=0,05] e do figado [F(1,14) = 9,720; p<0,01], entretanto, ndo houve

diferenca entre os grupos.
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Figura 8 - Peso relativo do encéfalo aos 60 dias de vida.
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Ratas Wistar foram divididas aleatoriamente em dois grupos experimentais: Grupo Dieta Controle (C, 3,11
kcal/g) e Grupo Dieta Hiperlipidica/Hipercalérica (DHH, 4,62 kcal/g). No 1° DPN, cada ninhada foi ajustada
para 8 filhotes, onde metade deles foi tratado com salina estéril (NaCl 0.9%, 10ul/g, n=4/ninhada) e outra
metade com fluoxetina (10mg/kg, 10ul/g, n=4/ninhada) até o 21° DPN, constituindo 0s seguintes subgrupos:
Dieta Controle + Salina (C-S); Dieta Controle + Fluoxetina (C-F); DHH + Salina (DHH-S) e DHH + Fluoxetina
(DHH-F). Os animais foram eutanasiados por decapitacdo no 60° DPN e os 6rgdos foram pesados. A férmula
usada para o célculo do peso relativo dos 6rgéos foi [(peso do 6rgédo (g) / peso corporal (g))*100]. Grupos: C-
S (n=5); C-F (n=6); DHH-S (n=5); DHH-F (n=6). Dados expressos em SEM+EP. Two Way ANOVA, Tukey
Pds-Teste. *Representa a diferenca entre C-S e C-F. O n representa o nimero de ninhadas. Em caso de mais
de uma unidade experimental advir da mesma ninhada para determinado experimento, foi realizada a média
que representou o n da ninhada.

6.3 Consumo Calorico Relativo na Prole Adulta

O consumo alimentar diario (CAD) foi avaliado do 55° ao 58° DPN. O grupo C-F
apresentou maior consumo caldrico relativo em relacdo ao grupo C-S (C-S = 33,76 kcal/g/dia
+ 0,64; C-F = 37,67 kcal/g/dia = 0,71; p<0,05). No entanto, o grupo DHH-F apresentou menor
consumo caldrico relativo, quando comparado ao grupo C-F (C-F = 37,67 kcal/g/dia + 0,71,
DHH-F = 33,50 kcal/g/dia * 1,23; p<0,01) (Figura 9).
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Figura 9 - Consumo calérico relativo.
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Ratas Wistar foram divididas aleatoriamente em dois grupos experimentais: Grupo Dieta Controle (C, 3,11 kcal/g)
e Grupo Dieta Hiperlipidica/Hipercalérica (DHH, 4,62 kcal/g). No 1° DPN, cada ninhada foi ajustada para 8
filhotes, onde metade deles foi tratado com salina estéril (NaCl 0.9%, 10ul/g, n=4/ninhada) e outra metade com
fluoxetina (10mg/kg, 10ul/g, n=4/ninhada) até o 21° DPN, constituindo os seguintes subgrupos: Dieta Controle +
Salina (C-S); Dieta Controle + Fluoxetina (C-F); DHH + Salina (DHH-S) e DHH + Fluoxetina (DHH-F). No 55°
DPN, o consumo alimentar foi avaliado por 3 dias consecutivos. O peso do alimento oferecido, consumido e
rejeitado foi registrado. A férmula para o calculo do consumo alimentar relativo foi [(consumo (g) / peso corporal
(9))*100]. O valor caldrico total foi baseado nas informagdes nutricionais contidas na embalagem da racéo.
Grupos: C-S (n=10); C-F (n=10); DHH-S (n=10); DHH-F (n=10). Dados expressos em SEM+EP. Two Way
ANOVA, Tukey Pds-Teste. *Representa a diferenca entre C-S e C- C-S (n=10), C-F (n=10), DHH-S (n=10) e
DHH-F (n=10). Dados expressos em SEM+EP. Two Way ANOVA, Tukey Pos-Teste. *representa as diferencas
entre C-S e C-F; # representa as diferencas entre C-F e DHH-F. O n representa o nimero de ninhadas. Em caso de
mais de uma unidade experimental advir da mesma ninhada para determinado experimento, foi realizada a média
que representou o n da ninhada.

6.4 Sequéncia Comportamental de Saciedade

Aos 60 dias de vida, um conjunto de animais foi submetido a SCS para o registro do
Tempo da Alimentacdo, Limpeza e Descanso. O ponto de saciedade compreende o ponto de
interseccdo entre as linhas que representam as médias dos tempos de alimentacéo e de descanso.
O grupo C-F apresentou um atraso no ponto de saciedade em relacdo ao grupo C-S. No primeiro
grupo, a saciedade ocorreu no final do 7° periodo e no segundo, em torno do 6° periodo. (Figura
10A e B). O grupo DHH-F também apresentou atraso no ponto de saciedade em relagéo ao
grupo DHH-S (Figura 10C e D). A saciedade demorou mais a acontecer no grupo DHH-S em

relagcdo C-S (Figura 10A e C) e no grupo DHH-F em relagdo ao C-F (Figura 10B e D).
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Figura 10 - Ponto de saciedade da Sequéncia Comportamental de Saciedade.
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Ratas Wistar foram divididas aleatoriamente em dois grupos experimentais: Grupo Dieta Controle (C, 3,11 kcal/g)
e Grupo Dieta Hiperlipidica/Hipercalérica (DHH, 4,62 kcal/g). No 1° DPN, cada ninhada foi ajustada para 8
filhotes, onde metade deles foi tratado com salina estéril (NaCl 0.9%, 10ul/g, n=4/ninhada) e outra metade com
fluoxetina (10mg/kg, 10ul/g, n=4/ninhada) até o 21° DPN, constituindo os seguintes subgrupos: Dieta Controle +
Salina (C-S); Dieta Controle + Fluoxetina (C-F); DHH + Salina (DHH-S) e DHH + Fluoxetina (DHH-F). No 60°
DPN, um conjunto de animais realizou a SCS e, em seguida, foi submetido a perfuséo transcardiaca para retirada
do encéfalo. O ponto de saciedade representa o ponto de intersecgdo entre o tempo de alimentagdo e o tempo de
repouso. Grupos: C-S (n=10); C-F (n=10); DHH-S (n=10); DHH-F (n=10). Dados expressos em SEM+EP. O n
representa o nimero de ninhadas. Em caso de mais de uma unidade experimental advir da mesma ninhada para
determinado experimento, foi realizada a média que representou o n da ninhada.

Em relagdo ao consumo relativo (g) na SCS, ndo houve interacdo do farmaco [F(1,32)
=1,516; p=0,23] e da dieta [F(1,32)=0,059; p=0,81] (Figura 10A). A analise da microestrutura
da SCS verificou interacdo farmacologica [F(1,32) = 8,751; p<0,01] e nutricional
[F(1,32)=12,15; p=0,001] quanto a taxa de alimentacdo. O poés-teste de Tukey identificou
apenas que o grupo DHH-F apresentou maior taxa de alimentacéo que seu controle (C-F = 3,94
+0,19; DHH-F =5,04 + 0,31; p<0,05) (Figura 11B).

No que se refere ao tempo de alimentacdo, observou-se apenas interacdo do farmaco

[F(1,32) = 6,443; p=0,02], entretanto, ndo foram observadas diferengas entre 0s grupos
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experimentais (Figura 11C). A analise do tempo de limpeza identificou a interacdo
farmacolodgica [F(1,32) = 8,457; p<0,01], porém ndo houve diferencas entre 0s grupos
experimentais (Figura 11D). N&o foi verificado efeito do farmaco nem da dieta sobre os tempos
de descanso (Figura 11E) e exploratério (Figura 11F), bem como sobre a frequéncia alimentar

(Figura 11G) e o periodo de laténcia alimentar (Figura 11H).
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Figura 11 - Consumo relativo e microestrutura da SCS.
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Consumo relativo (A), Taxa de Alimentacdo (B), Tempo de Alimentacdo (C), Tempo de Limpeza (D), Tempo de
Descanso (E), Tempo Exploratério (F), Frequéncia Alimentar (G) e Periodo de Laténcia (H). Ratas Wistar foram
divididas aleatoriamente em dois grupos experimentais: Grupo Dieta Controle (C, 3,11 kcal/g) e Grupo Dieta
Hiperlipidica/Hipercalorica (DHH, 4,62 kcal/g). No 1° DPN, cada ninhada foi ajustada para 8 filhotes, onde
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metade deles foi tratado com salina estéril (NaCl 0.9%, 10ul/g, n=4/ninhada) e outra metade com fluoxetina
(10mg/kg, 10ul/g, n=4/ninhada) até o 21° DPN, constituindo os seguintes subgrupos: Dieta Controle + Salina (C-
S); Dieta Controle + Fluoxetina (C-F); DHH + Salina (DHH-S) e DHH + Fluoxetina (DHH-F). No 60° DPN, um
conjunto de animais realizou a SCS e, em seguida, foi submetido a perfusao transcardiaca para retirada do encéfalo.
A férmula usada para calcular o consumo alimentar relativo foi [(consumo (g) / peso corporal (g)*100] e para a
taxa de alimentaco foi [(consumo (g) / tempo de alimentag&o (seg)*100]. Grupos: C-S (n=10); C-F (n=10); DHH-
S (n=10); DHH-F (n=10). Dados expressos em SEM+EP. Two Way ANOVA, Tukey Pds-Teste. # representa as
diferencas entre C-F e DHH-F. O n representa 0 nimero de ninhadas. Em caso de mais de uma unidade
experimental advir da mesma ninhada para determinado experimento, foi realizada a média que representou o n

da ninhada.

6.5 Expressédo proteica de ERK1/2, AKT e IRS-1 no hipotalamo

As amostras de hipotalamos de animais com 60 dias de vida foram usadas para avaliar
a expressdo proteica de ERK1/2 (MAPK), AKT e IRS-1, representados na Figura 11. Em
relacdo aos niveis de ERK1/2 (MAPK), observou-se apenas efeito da dieta [F(1,17) = 6,679;
p=0,02]. No entanto, ndo foram observadas diferencas entre os grupos experimentais (Figura
12A). Nao foi encontrada interacdo do farmaco nem da dieta sobre os niveis de AKT (Figura
12B). Adicionalmente, a ANOVA Two Way demonstrou tendéncia aos efeitos da intervengéo
farmacoldgica sobre a expressdo de IRS-1 [F (1, 12) = 3.542; p = 0.0843)] (Figura 12C).

Figura 12 - Expressdo proteica no hipotalamo.
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A) ERK1/2 (MAPK), B) AKT, C) IRS-1, D) Representacdo da intensidade das bandas de Western Blotting. Os
conteidos foram normalizados pelo valor obtido da quantidade total de proteinas, conforme quantificado pela
coloracdo de Ponceau. Grupos: C-S (n=5); C-F (n=6); DHH-S (n=5); DHH-F (n=5). Dados expressos em
SEM+EP. Two Way ANOVA, Tukey Pés-Teste. O n representa o nimero de ninhadas (1 animal de 5-6 ninhadas
diferentes).
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7 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a prole submetida a inibicdo neonatal da recaptacédo
da serotonina (INRS), apresentou menor peso corporal a partir do 10° dia de lactacdo e esse
fendtipo persistiu até a vida adulta. O peso relativo do encéfalo foi maior entre os animais
controle tratados com fluoxetina do que entre aqueles que ndo foram submetidos a manipulagéo
farmacoldgica. Por outro lado, o grupo controle tratado com fluoxetina exibiu maior consumo
caldrico relativo comparado aos animas do mesmo grupo tratados com solugdo salina.
Adicionalmente, o consumo calorico foi menor na prole que recebeu DHH associada a
fluoxetina que nos animais alimentados com dieta controle associada a ISRS. Na SCS, o0s
grupos controle e DHH tratados com fluoxetina apresentaram atraso no ponto de saciedade
comparados aos seus controles. J& a taxa de alimentacdo foi maior nos grupos submetidos a
ISRS. Adicionalmente, o uso neonatal de ISRS associado ou ndo ao maior aporte lipidico e
caldrico nao foi relacionado a diferencas na ativacdo de ERK1/2 total, bem como da via IRS-
1/AKT.

A prole alimentada com DHH no comego da vida apresentou maior peso corporal que
0s animais que consumiram dieta controle, do 19° DPN até o final da lactacdo. Ademais, 0s
animais que foram submetidos a intervencdo farmacoldgica durante a lactacdo apresentaram
menor peso corporal, do 10° ao 21° DPN. O mesmo foi observado em estudo que utilizou prole
de ratos Sprague-Dawley, alimentanda por nutrizes que consumiram a dieta hiperlipidica (43%
de gordura) durante a gestacdo e lactacdo, ja que os mesmos também apresentaram maior peso
corporal na terceira semana de lactacdo (CHOI, 2018). Ao contrario, filhotes advindos de
nutrizes alimentadas com dieta hiperlipidica (52% de gordura) na gestacdo ou lactacdo
apresentaram menor peso corporal do 7° ao 21° dia p6s-natal, em comparagdo com os controles
(MENDES-DA-SILVA et al., 2014). Adicionalmente, ratos Wistar que utilizaram um o ISRS
fluoxetina (10mg/kg) durante a lactacdo, também apresentaram redu¢do no peso corporal do 8°
a0 21° DPN (GALINDO et al., 2015) e a partir do 9° DPN (MENDES-DA-SILVA et al., 2002).
Dessa forma, o delineamento do peso corporal no presente estudo aponta para a influéncia da
inibicdo neonatal da recaptacdo da serotonina, via fluoxetina, sobre a redugédo do peso corporal
durante a lactacdo, mesmo quando os animais foram submetidos ao maior aporte lipidico e
caldrico perinatal.

A INRS também foi associada ao menor peso corporal na prole com 30 dias de vida
tenham estes animais sido submetidos a dieta controle ou DHH durante a gestacdo e lactacéo.
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Cadena-Burbano e colaboradores (2017) ndo encontraram diferenga de peso corporal em prole
alimentada por nutrizes consumidoras de DHH (51% kcal de lipideos) durante gestacdo e
lactacdo aos 30 dias de vida. Cabe destacar que no estudo de Cadena-Burbano e colaboradores
(2017), a dieta controle divergiu da utilizada no presente estudo, o que pode explicar a diferenca
nos resultados encontrados (CADENA-BURBANO et al., 2017). Diversos estudos relataram
um maior peso corporal na prole jovem exposta a dieta hiperlipidica que variou entre 46,0% a
49% kcal de lipideos, durante gestacéo e lactacdo (MELO et al., 2014; FANTE et al., 2016;
ORNELLAS et al., 2016; LEMES et al., 2017; DESAI et al., 2020). Esse aumento no peso
corporal persistiu até a vida adulta (FANTE et al., 2016; ORNELLAS et al., 2016; DESAI et
al., 2020). Em termos de intervencdo farmacologica, Lee e Lee (2012) ndo encontraram
diferencas no peso corporal aos 30 dias de vida em ratos que receberam o tratamento com
cloridrato de fluoxetina (20 mg/kg) na lactacdo. No entanto, vale ressaltar que a administracdo
farmacoldgica foi aguda e ocorreu do dia 0 ao 4° DPN.

A diferenga de peso corporal persistiu, sendo este menor na prole com 60 dias de vida
submetida a INRS associada ou ndo ao maior aporte lipidico e calérico. O estudo de DIAS-
ROCHA et al., 2017 verificou que ratos Wistar provenientes de médes que consumiram dieta
hiperlipidica (28,6% de gordura) durante a gestacdo e lactacdo tiveram maior peso corporal na
vida adulta (DIAS-ROCHA et al., 2017). A reducdo de peso corporal também ocorreu em
roedores que receberam tratamento com fluoxetina (14,2 mg/kg) dos 60 aos 81 dias de vida
(SCABIA et al., 2018). Scabia e colaboradores (2018) ainda verificaram que camundongos que
consumiram dieta hiperlipidica por 9 semanas, a partir da 3% semana de vida, e receberam
tratamento com fluoxetina (10,8 mg/kg), da 72 a 9% semana de manipulacdo dietética, exibiram
menor peso que o grupo controle (SCABIA et al., 2018). Estudos do nosso grupo de pesquisa
também revelaram que a INRS em prole de ratos promoveu reducdo no peso corporal
(GALINDO et al., 2015; SILVA et al., 2015) e nos indices murinométricos (SILVA et al.,
2019) a longo prazo, mesmo na presenca de dietas com alto teor energético ou em modelo de
superalimentacdo por reducdo de ninhada, respectivamente. Talvez este fato reforce a
associacao entre a INRS e um “fenotipo magro”, por exemplo, devido a maior capacidade
termogénica e consumo de oxigénio nos principais tecidos metabdlicos (BARROS et al., 2018).

Em se tratando do peso de dérgéos, o presente estudo identificou que apenas 0 peso
relativo do encéfalo foi maior na prole que consumiu dieta padréo e foi submetida a INRS em
relagdo ao seu grupo controle. Apesar de ainda serem escassos 0s estudos que tratem

especificamente do peso do encéfalo e sua associacdo com a fluoxetina, foi demonstrado que a
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prole jovem de ratos submetida a desnutrigdo precoce e tratada com fluoxetina (10 mg/kg; 2°
ao 24°DPN) apresentou menor peso Umido e seco do encéfalo (SANTOS et al., 2006). Os
autores verificaram que o tratamento farmacoldgico nao afetou o peso encefalico em animais
nutridos (SANTOS et al., 2006). Adicionalmente, o consumo de dieta rica em acidos graxos
poli-insaturados (43% de calorias de lipideos) na gestacdo contribuiu para um menor peso
encefélico absoluto na prole feminina (RAYGADA et al., 1998). No entanto ndo foram
observadas diferencas no peso relativo do encéfalo em camundongos de ambos 0s sexos
(RAYGADA et al., 1998). De maneira semelhante ao estudo de Raygada e colaboradores
(1998), o consumo materno de gordura saturada (65% de calorias de lipideos) durante a
gestacdo ndo revelou diferencas no peso relativo do encéfalo em ratos machos (CAN et al.,
2012). As alteracbes no peso dos 6rgdos sdo consideradas como um indicador dos possiveis
efeitos provocados por farmacos (LAZIC et al., 2020). Isso ocorre pelo fato de determinados
farmacos afetarem o peso corporal e, consequentemente, o tamanho e o peso dos 6érgdos
(LAZIC et al., 2020). Por isso, calcula-se o peso relativo do 6rgéo atraves da razdo do peso do
orgao pelo peso corporal (LAZIC et al., 2020). No entanto, nenhum estudo avaliou o efeito da
fluoxetina sobre o peso do encéfalo. Talvez as analises celulares de estruturas encefélicas que
realizaremos em breve nos ajudem a compreender melhor os resultados referentes ao peso
encefalico.

No presente estudo, apesar de exibir menor peso corporal, a prole que consumiu dieta
padrdo associada a INRS apresentou maior consumo calérico que 0 grupo sem o tratamento
farmacoldgico. Vale destacar que a avaliagdo do consumo alimentar diario foi aferido no nivel
basal, diferentemente da SCS que houve uma condi¢do de jejum. Corroborando este achado,
foi demonstrado que ratos Wistar tratados com fluoxetina (10mg/kg) durante a lactacdo também
apresentaram menor peso corporal que o grupo controle, entretanto, a ingestdo alimentar ndo
foi diferente entre os grupos (SILVA et al., 2014; PINHEIRO et al.; 2017). Os ISRS estdo
relacionados com a reducéo da ingestéo alimentar e do peso corporal (GARFIELD e HEISLER,
2009; GALINDO et al., 2015; SILVA et al., 2019). No entanto, o periodo de aplica¢do do
farmaco e a forma de administracdo (aguda ou crénica) pode interferir nos resultados
(BARROS et al., 2018). Nossos achados também demonstraram que a prole de ratas que
consumiram a DHH associada a intervencdo farmacoldgica apresentou menor consumo
calorico relativo comparados aos animais que consumiram dieta controle e tiveram tratamento
com fluoxetina, mesmo sem haver diferengas no peso corporal. No mesmo sentido dos achados

do presente trabalho, outro estudo verificou que a intervencdo farmacoldgica com fluoxetina
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reduziu o peso corporal, mas ndo alterou a ingestao alimentar, entretanto promoveu maior gasto
energético em camundongos que consumiram dieta hiperlipidica a partir da 32 semana de vida
(SCABIA et al., 2018).

Kummet et al. (2012) sugerem que ratos tratados com fluoxetina do 8° ao 21° DPN
exibem um estado hipermetabdlico caracterizado pela manutencdo do peso corporal associada
a maiores consumo alimentar e consumo de oxigénio (VO>). Ratos submetidos a INRS também
apresentaram maior capacidade termogénica, maior consumo de oxigénio mitocondrial no
tecido adiposo marrom e muasculo esquelético, além de maior expressdo da proteina
desacopladora mitocondrial 1 (UCP-1) no tecido adiposo marrom na vida adulta (SILVA et al.,
2015). Esses resultados sugerem que a diferenca no peso corporal ndo esta relacionada apenas
a ingestdo alimentar (SILVA et al., 2014), mas pode ser parcialmente explicada pelo aumento
do gasto energético total (SCABIA et al., 2018). No entanto, vale ressaltar que a avaliacdo do
gasto energético nao foi objetivo deste trabalho.

No presente estudo, houve um atraso no ponto de saciedade da prole ainda em periodo
de desenvolvimento que recebeu DHH durante a gestacdo e lactacdo em relacdo a prole
submetida a dieta controle. Além disso, os animais adultos submetidos a INRS apresentaram
um atraso no ponto de saciedade em relacdo aos seus grupos controles. Um estudo observou
que animais adultos expostos a dieta hiperlipidica (45% de gordura) por 10 dias tiveram um
atraso no ponto de saciedade (DIAZ-URBINA et al., 2018). Entretanto, no decorrer dos dias,
houve uma antecipacdo da saciedade (DIAZ-URBINA et al., 2018). Vale observar que o
estimulo da dieta hiperlipidica foi agudo, visto que a SCS ocorreu no primeiro dia de exposi¢édo
a dieta experimental (DIAZ-URBINA et al., 2018). Assim, a introducio de novos alimentos
pode gerar uma resposta comportamental de neofobia alimentar, caracterizada por evitar o novo
estimulo dietético até que ocorra adaptacdo (MODLINSKA e STRYJEK, 2016). Portanto, o
gue chama a atencao neste estudo é que os efeitos observados em ratos adultos jovens estdo
associados ao estimulo nutricional e/ou farmacol6gico no periodo perinatal. Em relacdo a
manipulacdo farmacoldgica, é conhecido que a administracdo de fluoxetina (10mg/kg, i.p.)
(HALFORD e BLUNDELL, 1996), do agonista do receptor 5-HT1g (CP-94253; 5,0 mg/kg, i.p.)
(HALFORD e BLUNDELL, 1996b) e do agonista do receptor 5-HT2c (R0-4590334)
(CLIFTON et al., 2005) promoveram inibi¢édo da ingestdo alimentar e antecipacdo do ponto de
saciedade em ratos adultos. Ja no presente estudo, a condi¢do de jejum promoveu atraso no
ponto de saciedade de saciedade em todos os grupos em relacdo ao controle e a utilizacéo

neonatal de fluoxetina ndo antecipou a saciedade em ratos adultos.
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Quanto ao consumo alimentar na SCS, nédo foi observada diferenga entre 0s grupos
estudados. Por outro lado, Diaz-Urbina e colaboradores (2018) verificaram que os animais
expostos a dieta hiperlipidica apresentaram maior consumo calérico apesar da menor ingestdo
de alimentos. Os autores sugeriram que 0 aumento do consumo calorico de forma aguda pode
ter intensificado os sinais de saciedade e, com isso, houve a diminuigdo da ingestdo alimentar
no decorrer dos dias para impedir o ganho de peso (DIAZ-URBINA et al. 2018). Esses dados
contrapBem-se aos outros estudos que sugeriram que a dieta materna hiperlipidica cronica pode
programar mudancas permanentes no controle do apetite da prole (ORNELLAS et al., 2016) e,
consequentemente, resultar em maior risco de obesidade na vida adulta (VOLPATO et al.,
2012; DESAI et al., 2014).

De fato, os neurdnios hipotalamicos responsaveis pela regulacdo do balango energético
sdo susceptiveis a mudancas associadas a plasticidade (CHEN et al., 2009). Assim, a dieta
hiperlipidica pode alterar os circuitos neuronais hipotaldmicos e promover um aumento da
expressdo de neuropeptidios relacionados com a fome, como NPY (ORNELLAS et al., 2016;
CHOI, 2018) e AgRP (WEI et al., 2015; DESAI et al., 2016; CHOI, 2018) no nucleo arqueado
(ORNELLAS et al., 2016), bem como uma diminuicdo de neuropeptidios envolvidos no
processo de saciedade, como POMC/CART (ORNELLAS et al., 2016; CHOI, 2018). Em
contrapartida, ao agir sobre os receptores 5-HT1g e 5-HT2c, a serotonina inibe os neurdnios
AgRP e ativa os neurénios POMC no nucleo arqueado, respectivamente, sinalizando para a
saciedade (HEISLER et al., 2006). Nosso grupo de pesquisa verificou que a intervencdo
farmacoldgica neonatal com fluoxetina promoveu aumento na expressao do receptor 5-HToc e
reducdo do peptideo NPY no hipotdlamo em ratos expostos a dieta com alto teor energético
durante 3 semanas a partir da idade de 180 dias (GALINDO et al., 2015). Estes resultados
sugerem que o uso neonatal de fluoxetina pode estar associado a um efeito tardio de
downregulation hipotalamica sobre a ingestdo crénica de DHH na vida adulta frente ao maior
aporte nutricional.

No que se refere aos componentes de microestruturas da SCS, foi observado que a
utilizacdo de fluoxetina neonatal foi capaz de aumentar a taxa de alimentacdo no grupo
submetido & DHH perinatal em relacdo ao grupo controle que recebeu 0 mesmo estimulo
farmacologico. Entretanto, ndo foram identificadas diferencas quando analisados os demais
parametros que comp&em a microestrutura da SCS. Um estudo verificou que animais expostos
a dieta hiperlipidica apresentaram menor tempo de alimentacéo no 5° dia de SCS e maior tempo

de limpeza no 10° dia, sem diferencas no tempo de repouso e atividades locomotoras (DIAZ-
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URBINA et al., 2018). Ao contréario do que observamos, 0s animais que receberam apenas a
intervencdo farmacoldgica aguda com fluoxetina apresentaram uma diminuicdo na taxa de
alimentacdo (HALFORD e BLUNDELL, 1996). Adicionalmente, Lee e Clifton (1992)
demonstraram que 0s animais adultos submetidos a administracdo aguda de fluoxetina
(5mg/kg) apresentaram maior laténcia para se alimentar, reducdo no tamanho da refei¢do, sem
diferenga no numero de refeicbes. Os receptores 5-HT1g € 5-HT2c medeiam os efeitos de
saciedade através da reducdo do consumo alimentar, bem como da duracdo do comportamento
de alimentacdo (LEE et al., 2002; HALFORD et al., 2005; SOMERVILLE et al., 2007). No
entanto, o tamanho reduzido da refeigdo parece ser dependente da ativacdo dos receptores 5-
HT1g, enquanto a reducdo da taxa de alimentagédo parece ser resultante da estimulacéo seletiva
dos receptores 5-HT2c (OLIVEIRA et al., 2011). Dessa forma, neste trabalho, os estimulos
nutricional e farmacoldgico precoces podem ter alterado componentes hipotaldmicos do
controle do comportamento alimentar.

As investigacOes acerca da expressdo proteica hipotalamica demonstraram que a INRS
associada ou ndao ao maior aporte lipidico e calorico ndo foi relacionada a diferencas na ativacédo
de ERK1/2 total, bem como da via IRS-1/AKT. Tanto a via de sinalizacdo PI3K, inserida na
via PI3BK/AKT (DONATO-JUNIOR et al., 2010), quanto a ERK1/2 participam da homeostase
energética (DONATO-JUNIOR et al., 2010; ZHANG et al., 2015). Verificamos a expressao de
AKT no hipotdlamo, um mensageiro a jusante de PI3K. Adicionalmente, foi investigada a
expressdo do substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1), inserida na via IRS/PI3K/AKT
(DONATO-JUNIOR et al., 2010). Primeiramente, UEYAMA et al., 2004 demonstraram que a
ERK é sensivel ao estado de alimentacgdo tendo sido ativada no ARC e NPV durante estado de
jejum. Por outro lado, varios sinais periféricos relacionados ao balanco energético atuam no
hipotalamo (TIMPER e BRUNING, 2017). A insulina, por exemplo, ativa os neurdnios
POMC/CART e inibe os neurdnios NPY/AgRP (TIMPER e BRUNING, 2017), via
IRS/PIBK/AKT (CASTRO et al., 2013), promovendo uma diminui¢do da ingestdo alimentar e
aumento do gasto energético (TIMPER e BRUNING, 2017). Um estudo encontrou uma menor
razdo pERK/ERK e maior razdo pAKT/AKT em hipotalamos de camundongos com 21 dias de
vida alimentados por mées que consumiram dieta hiperlipidica (60% de calorias de lipideos)
durante a gestacéo e lactacdo (BAE-GARTZ et al., 2019). Camundongos adultos submetidos
expostos a dieta hiperlipidica por 12 semanas também apresentaram reducdo na razéo
PERK/ERK e IRS-1, sem diferencas na expressdo de AKT (LIU et al., 2015). Dearden e

colaboradores (2020) verificaram um aumento de AKT total no hipotalamo fetal (13°
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embrionario), sem diferencas nos valores de p-AKT entre camundongos expostos ou ndo a dieta
materna hiperlipidica. Os autores ainda demonstraram reducao na expressao de IRS-1, p-IRS-
1 e p-ERK, entretanto, também ndo evidenciaram diferencas nos niveis de ERK total
hipotalamico (DEARDEN et al., 2020).

A administracdo de fluoxetina também esté associada na regulacdo da via ERK e AKT.
A ligacdo da serotonina ao seu receptor 5-HT»c ativa uma cascata de sinalizagéo intracelular
(STAMM et al., 2017). Apos ativacdo de ERK ocorre uma fosforilacdo de c-Fos e,
consequentemente, sintese de POMC (STAMM et al., 2017). Ao avaliar o efeito de um ISRS
nos aspectos celulares e moleculares, estudo relatou uma ativacéo da via ERK (pERK/ERK)
em ratos adultos tratados com fluoxetina durante 3 semanas (BARONE et al., 2018). Huang e
colaboradores (2012) evidenciaram um aumento de p-AKT e p-ERK 1/2 em tecidos cerebrais
de ratos Wistar (E15-16) tratados com fluoxetina. Mudancas limitadas foram observadas na
ERK total, sugerindo que o tratamento crénico com fluoxetina afeta a ERK na sua forma
fosforilada (p-ERK) (FUMAGALLI et al., 2005). No entanto, o presente estudo avaliou apenas

a ERK total, o que pode representar uma limitag¢éo do estudo.
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8 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a intervencdo farmacoldgica neonatal foi capaz de
promover menor peso corporal desde a lactacdo até a vida adulta, mesmo diante de dieta com
alto teor energético. Entretanto, o consumo materno de DHH foi associado ao atrasar no ponto
de saciedade da prole e a INRS néo foi capaz de reverter essa alteracao.

Em termos moleculares, houve efeito da dieta materna sobre a expressdo de ERK1/2
(MAPK), bem como observou-se tendéncia de efeito da intervencdo farmacoldgica neonatal
sobre a expressdo de IRS-1 da prole. Sendo assim, os estimulos farmacolégico e nutricional
durante o periodo critico de desenvolvimento parecem interferir na expressdo do peso corporal,
no comportamento alimentar e na expressao de proteinas hipotalamicas relacionadas ao balanco

energético da prole adulta jovem.
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RESUMO

O consumo de dieta hiperlipidica (DH) durante os estagios iniciais do desenvolvimento
(gestacdo e lactacdo) esta associado a alteragdes metabdlicas e mudancas em circuitos
hipotaldmicos envolvidos no controle da ingestdo alimentar. O objetivo desta revisdo
sistematica foi investigar os efeitos do consumo de dieta rica em gordura durante a pré-gestacéo,
gestacdo e/ou lactacdo na ingestdo de alimentos, peso corporal, bem como nos aspectos
celulares ou moleculares de peptideos e receptores hipotalamicos envolvidos na regulagdo do
balango energético em camundongos. As bases de dados utilizadas para busca bibliografica
foram PubMed, LILACS, Scopus, Web of Science, EMBASE e Sigle via open gray. Foram

elegiveis estudos experimentais com camundongos, de ambos 0s sexos, submetidos a DH
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durante gestacdo e/ou lactacdo, bem como a dieta controle durante o mesmo periodo. O
protocolo desta revisdo sistematica foi publicado na plataforma PROSPERO. A validade
interna do estudo foi verificada através da ferramenta SYRCLE pararisco de viés. Onze estudos
foram selecionados para esta revisdo sistematica. Os principais resultados dos artigos
analisados descrevem aumento no peso corporal, gordura corporal, ingestdo alimentar e
expressdo de neuropeptideos hipotalamicos em prole de mées que consumiram a DH durante

gestacdo e/ou lactacgéo.

Palavras-chave: dieta hiperlipidica, ingestdo alimentar, gasto energético, plasticidade

fenotipica.

Key-words: high-fat diet, food intake, energy expenditure, phenotypic plasticity.

Abreviacoes:

a-MSH: hormoénio a- estimulante de melandcitos

AgRP: proteina relacionada ao Agouti

AKT: proteina quinase B

ARC: nucleo arqueado

DH: dieta hiperlipidica

DPN: dia pds-natal

ERK 1/2: proteina quinase regulada por sinal extracelular 1/2
JAK/STAT: Janus Quinase/Transdutores de Sinal e Ativadores da Transcrigdo
MCA4R: receptor de melanocortina-4

NPY': neuropeptideo Y

POMC: pro-opiomelanocortina

RER: razdo de troca respiratoria

RT-PCR: Reacdo em Cadeia de Polimerase em tempo real
SOCS3: supressor de sinalizagdo de citocina 3

UCP-1: proteina desacopladora mitocondrial-1

VCOo; produgdo de didxido de carbono

VO»: consumo de oxigénio.
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1. Introducéo

A Plasticidade do Desenvolvimento compreende um ajuste adaptativo durante o inicio
da vida — periodo em que o individuo estd mais sensivel as variagdes ambientais (West-
Eberhard, 2005). O ambiente nutricional intrauterino programa alteracbes no metabolismo
(Koletzko et al. 2019), nos processos fisiologicos e comportamentais dos descendentes, com
repercussoes tardias (Barker, 1995; Bateson et al. 2004; Gluckman et al. 2005). No entanto,
varios fatores podem influenciar a programacéo fetal como o tipo de espécie, sexo, periodo e
tempo de manipulagdo nutricional, além da composi¢do da dieta (Howie et al. 2009). Assim, 0
consumo excessivo de gorduras e agucares durante o inicio da vida representa uma desvantagem
(Bateson et al. 2004) e, consequentemente, contribui com o risco de obesidade e doencas

metabdlicas a longo prazo (Rabasa et al. 2016).

Além de alteracdes metabolicas, a exposicao a dieta hiperlipidica durante os estagios
iniciais do desenvolvimento est4d associada com alteracbes de circuitos hipotaldmicos
envolvidos no controle da ingestdo alimentar (Bouret 2009; Sullivan et al. 2014). Os principais
reguladores de apetite produzidos predominantemente no nucleo arqueado (Arc) sdo o
neuropeptideo Y (NPY) e a proopiomelanocortina (POMC), responsavel pela modulacéo da
ingestdo alimentar e gasto energético (Chen et al. 2009). Adicionalmente, o circuito
hipotalamico da melanocortina também é responsavel pela regulacdo do balanco energético
(Ghamari-Langroudi et al. 2011; Sullivan et al. 2017). O horménio a- estimulante de
melanocitos (a-MSH), produto da clivagem de POMC, (Simpson et al. 2009), ao atuar no
receptor de melanocortina-4 (MC4R) promove o aumento do gasto energético, bem como a
diminuicdo da ingestéo de alimentos e reservas de gordura corporal (Balthasar et al. 2005; Cone
2005; Myers-Junior e Olson 2012). Por outro lado, proteina relacionada ao Agouti (AgRP) inibe
0 MC4R, contribuindo com o0 aumento na ingestéo alimentar (Cone 2005; Myers-Junior e Olson
2012).

Estudos prévios tém demonstrado os efeitos da manipulacdo nutricional sobre os
mecanismos envolvidos no ganho de peso excessivo (Bagnol et al. 2012). Em roedores, a DH
materna durante a gestacdo e lactacdo resultou em mudangas no peso corporal, consumo
alimentar e adiposidade corporal (Oliveira et al. 2011). Além disso, promoveu alteragdes na
expressao de NPY, AgRP e POMC (Choi, 2018), o que sugere uma possivel ativacdo das vias
orexigénicas hipotalamicas. Assim, o objetivo desta revisdo sistematica foi investigar os efeitos

do consumo de dieta rica em gordura durante a pré-gestacéo, gestacdo e/ou lactacdo na ingestao
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de alimentos, peso corporal, bem como nos aspectos celulares ou moleculares de peptideos e

receptores hipotaldmicos envolvidos na regulagdo do balango energético em camundongos.

2. Material e Métodos

2.1 Registro de Protocolo e Relatorio de Dados

O protocolo desta revisdo  sistematica foi  publicado online em
(http://www.dcn.ed.ac.uk/camarades/) na plataforma online International Prospective Register
of Systematic Review (PROSPERO), de acordo com 0 SYRCLE (Systematic Review Center for
Laboratory Animal Experimentation) (de Vries et al. 2015). Os autores seguiram as
recomendacdes encontradas em PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews

and Meta-Analyses) para relatorios de dados (Liberati et al. 2009).

2.2 Critérios de Elegibilidade

Estudos experimentais com camundongos, de ambos os sexos, submetidos a DH durante
gestacdo e/ou lactacdo, bem como a dieta controle durante 0 mesmo periodo. Foram admitidos
estudos que ofereceram a dieta experimental as ratas antes do acasalamento. Ndo houve
limitacBes de ano e idioma para a inclusédo dos estudos. Os artigos que nao se enquadraram nos
critérios de elegibilidade da populacgéo, intervencao, comparacgdo e desfechos foram excluidos
(Tabela 1).
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Tabela 1. Critérios de elegibilidade aplicados neste estudo.
Critério de inclusdo Critério de excluséo
Populacao Camundongos Estudos com outros roedores e
camundongos knockout.
Intervencgdo Animais expostos a DH durante a  Estudos realizados em diferentes
gestacdo e/ou lactacdo e racdo espécies de roedores que ndo
durante o mesmo periodo. Foram  usaram dieta rica em gordura ou
admitidos estudos que gue combinaram DH com
ofereceram a dieta experimental ~ outras estratégias experimentais
as ratas antes do acasalamento (por exemplo, drogas, estresse,
separacdo materna, etc).
Comparacéo Exposicdo materna a dieta Diferentes conteudos cal6ricos
Controle, com contetdo normal entre as dietas experimental e
de macronutrientes. controle.
Desfechos Primarios: ingestdo de alimentos;  N&o houve.
peso corporal.
Secundarios: comportamento
alimentar, massa gorda,
temperatura corporal, consumo
de VO, quaisquer outros
compostos das vias hipotalamicas
gue controlam a ingestdo de
alimentos (MC4R, ERK1,
ERK?2), aspectos celulares e
moleculares de peptideos e
receptores hipotalamicos
relacionados as vias orexigénicas
e anorexigénicas.
Pardmetros de Publicagdo ~ N&o houve restrigdo N&o houve.

de artigos data e
idiomas.

2.3 Aquisicao de Dados e Selecdo de Estudos

A busca e selecdo dos artigos foi realizada entre outubro e dezembro de 2020 por dois
revisores independentes (R.K.B.S. e A.\V.E.S.). Os termos "high-fat diet”, "eating", “eating
behavior”, "obesity", “hypothalamus”, “pregnancy” e "serotonina" foram usados no DeCS
(Health Sciences Descriptors) e MESH (Medical Subject Headings) para criar estratégias de
busca especificas nas bases de dados. Além disso, foram usados como ENTRY terms “high fat
diet”; “food intake”; “eating behavior”; “maternal obesity”’; “arcuate nucleus” e como termos

independentes “obese”; “parental obesity”, “serotonin receptors”, como segue:
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PubMed: ((((((((((("high-fat diet") OR ("high fat diet")) AND (eating)) OR ("eating behavior"))
OR ("food intake")) AND (obesity)) OR (obese)) OR ("maternal obesity")) OR (“parental
obesity")) AND (hypothalamus)) OR (“arcuate nucleus™)) AND (pregnancy)

LILACS: (tw:("high-fat diet")) OR (tw:("high fat diet")) AND (tw:("eating")) OR (tw:("food
intake™)) AND (tw:(*"obesity")) OR (tw:("maternal obesity™)) OR (tw:("body weight")) AND
(tw:("serotonin™)) OR (tw:("'serotonin receptors"))

Web of Science (via periodicos CAPES): TS="high-fat diet” OR TS="high fat diet" AND
TS="food intake" OR TS="eating behavior" OR TS="eating" AND TS=obesity OR TS=obese
OR TS="maternal obesity" OR TS="parental obesity" AND TS=hypothalamus OR

TS="arcuate nucleus"

EMBASE: (((lipid diet AND eating OR ‘feeding behavior' OR ‘food intake) AND
(‘'obesity'/exp OR obesity) OR 'maternal obesity'/exp OR 'maternal obesity’ OR ‘parental
obesity'/exp OR 'parental obesity’) AND (‘hypothalamus'/exp OR hypothalamus) OR ‘arcuate
nucleus'/exp OR "arcuate nucleus’) AND (‘pregnancy'/exp OR pregnancy)

Scopus: "high-fat diet" OR "high fat diet" AND eating OR "eating behavior" OR "food intake"
AND obesity OR obese OR "maternal obesity" OR "parental obesity” AND hypothalamus OR
"arcuate nucleus” AND pregnancy

Sigle via open gray: "high-fat diet” OR "high fat diet" AND eating OR "eating behavior" OR
"food intake™ AND obesity OR obese OR "maternal obesity” OR "parental obesity” AND

hypothalamus OR "arcuate nucleus™ AND pregnancy.

A pesquisa e a selecdo dos artigos foram realizadas em duas etapas. Na primeira fase
desta revisdo, que corresponde as buscas nas bases de dados eletronicas, os estudos foram
selecionados por meio de seus titulos e resumos de acordo com os critérios de inclusdo e
exclusdo. Em seguida, os revisores (Silva, RKB e Silva, AVE) compararam 0s artigos
selecionados, consultando o terceiro revisor (Galindo, LCM) em caso de discordancia. Na
segunda fase, os textos completos previamente selecionados foram lidos para incluséo ou
exclusdo definitiva da revisdo sistematica. Novamente, 0s revisores compararam 0s artigos

selecionados consultando o terceiro revisor quando necessario.
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A extracdo dos dados ocorreu apds a leitura completa dos estudos. Os dados coletados
foram: nome do primeiro autor, ano de publicacdo, espécie e sexo dos animais. Em relagdo as
caracteristicas da intervencao, foram extraidos os seguintes dados: periodo de intervencdo em
que as maes foram alimentados com as dietas experimentais, tipos de dietas, composicdo das
dietas (% de caloria de proteinas, gorduras, carboidratos), tamaho da ninhada e dieta pos-
desmame. Além dos principais resultados na prole relacionados as alteragdes no peso corporal
e na ingestdo alimentar (desfechos primarios), foram coletados dados relacionados a ingestédo
alimentar, adiposidade corporal, consumo de oxigénio, temperatura corporal e outros
componentes das vias hipotalamicas que controlam o balanco energético (MC4R, ERK1/2),
bem como aspectos celulares e moleculares de peptideos e receptores hipotaldmicos

relacionados as vias orexigénicas e anorexigénicas (desfechos secundarios).

2.4 Tratamento Estatistico

Os dados coletados dos estudos incluidos foram organizados em tabelas do Microsoft
Excel. A qualidade dos estudos selecionados para revisdo foi avaliada considerando
componentes individuais que podem ter interferido na validade interna de estudos
experimentais em animais, de acordo com as recomendacdes da ferramenta SYRCLE de risco
de viés como “alto”, “baixo” ou “incerto” (Hooijmans et al. 2014). Os seguintes itens foram
avaliados: geracdo de sequéncia aleatOria, caracteristicas de linha de base, ocultacdo de
alocacdo, alojamento aleatdrio, cegamento de participantes e pessoal, avaliacdo de resultado
aleatorio, cegamento de avaliacdo de resultado, dados de resultado incompletos, relatério de
resultado seletivo e outras fontes de viés. Por fim, para analisar o grau de concordancia entre o
primeiro e o segundo revisor, além do que seria esperado ao acaso, foi utilizada a medida Kappa
para risco de viés. As informacdes nessas etapas foram sintetizadas por meio do software
Review Manager® versdo 5.3. Serdo considerados para meta-analise todos os estudos que
expressam o0s resultados como varidveis quantitativas continuas. Os resultados finais de cada
estudo serdo expressos como medida padronizada, denominada tamanho do efeito. O objetivo
é considerar todas as comparagdes possiveis para verificar os efeitos da DH perinatal nos

aspectos somaticos, celulares e moleculares relacionados ao balango energético.
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3. Resultados

A pesquisa nas bases de dados eletronicas identificou 4573 estudos no Medline/PubMed,
LILACS, Web of Science, EMBASE, SCOPUS e Sigle via Open Gray. Destes, 86 foram
selecionados pela leitura do titulo e resumo. Posteriormente, 25 estudos atenderam aos critérios
de inclusdo apos a leitura dos artigos na integra. No entanto, 14 foram excluidos por duplicidade
e 11 foram incluidos nesta revisdo e meta-analise, conforme sumarizado na figura 1. (Kappa =
1,00).

4573 artigos identificados nas bases de dados
eletronicas (Medline/PubMed, LILACS, Web of
Science, EMBASE, SCOPUS e Sigle via Open

Gray)
80 artigos selecionados pela leitura do 4487 artigos excluidos pela leitura do
titulo e resumo titulo e resumo
25 artigos selecionados apos 61 artigos ecluidos apos leitura na integra:
leitura na integra ¥ | - (39) outros roedores e camundongos Knockout.
l - (04) estudos transgeracionais

- (04) dieta HED no pos-desmame
- (03) dieta rica em gordura ndo foi administrada
durante gestacdo e/ou lactagio.
l - (02) duas ou mais composi¢des de dietas
‘11 artigos selecionados para Revisdo Sistemética ‘ diferentes . _
l - (02) outras estratégias associadas
- (06) dissertagoes, teses.

‘ 14 removidos por duplicata ‘

‘ 11 artigos selecionados para Meta-analise ‘

Figura 1. Fluxograma do processo de selecdo de estudos aplicado no presente estudo.

Principais caracteristicas dos estudos

As principais caracteristicas avaliadas nesta revisdo estdo descritas na Tabela 2. Dos
onze artigos selecionados, a maioria utilizou apenas camundongos machos (Melo et al. 2014;
Fante et al. 2016; Lemes et al. 2017; Bae-Gartz et al. 2019; Cleal et al. 2019; Desai et al. 2020;
Dearden et al. 2020) e quatro avaliaram camundongos de ambos os sexos (Khalyfa et al. 2013;
Vogt et al. 2014; Masuyama e Hiramatsu, 2014; Ornellas et al. 2016). A maioria dos estudos
iniciaram a manipulacdo nutricional entre a 3% e 102 semana anterior a concepcao (Melo et al.
2014; Vogt et al. 2014; Masuyama e Hiramatsu, 2014; Fante et al. 2016; Ornellas et al. 2016;
Lemes et al. 2017; Bae-Gartz et al. 2019; Cleal et al. 2019; Desai et al. 2020; Dearden et al.
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2020) e apenas iniciou a oferta de DH apds o 12° dia de gestacdo (Khalyfa et al. 2013). No
entanto, todos os estudos incluidos mantiveram a dieta materna durante a gestacéo e lactacao.

A composicdo das dietas foi heterogénea, uma vez que a manipulacdo dietética
contribuiu com um percentual caldrico proveniente de gordura que variou entre 7,4% a 17% na
dieta controle e entre 40% a 62% na dieta hiperlipidica. O conteudo energético de carboidratos
variou entre 62,8% a 75,1% na dieta controle e entre 32% a 43% na dieta hiperlipidica. Cinco
estudos ndo mencionaram as calorias provenientes de carboidratos na dieta controle e na dieta
experimental (Khalyfa et al. 2013; Vogt et al. 2014; Masuyama e Hiramatsu, 2014; Bae-Gartz
et al. 2019; Dearden et al. 2020). Adicionalmente, Dearden et al (20200) também néo

mencionaram a contribuicdo calorica de gordura na dieta controle.

Os estudos incluidos ajustaram o tamanho da ninhada para 6-7 (Khalyfa et al. 2013;
Melo et al. 2014; Vogt et al. 2014; Ornellas et al. 2016; Bae-Gartz et al. 2019; Cleal et al. 2019;
Desai et al. 2020; Dearden et al. 2020), 8 (Fante et al. 2016; Lemes et al. 2017) ou 9 filhotes
(Masuyama e Hiramatsu, 2014). A idade do desmame variou entre o 18° (Fante et al. 2016) e o
21° dia pds-natal (Khalyfa et al. 2013; Ornellas et al. 2016; Desai et al. 2020). Cleal et al. 2019
realizaram o desmame com 3 semanas, sem informarem o dia exato. Dois estudos selecionados
ndo relataram o dia em que foi realizado o desmame (Melo et al. 2014; Lemes et al. 2017). O
tipo de dieta oferecida no pds-desmame pode ampliar os efeitos no peso corporal, consumo
energético e na adiposidade corporal (Rabasa et al. 2016). Alguns dos estudos fizeram uso da
DH na prole ap6s o desmame ou na vida adulta. No entanto, esses dados ndo foram incluidos

na revisao, visto que podem interferir nos resultados.

Avaliacéo da qualidade de estudos

Os dados referentes a avaliacdo do risco de viés dos artigos selecionados estéo ilustrados
na figura 2. A maioria dos estudos randomizaram os animais para distribuicdo dos grupos
experimentais (Melo et al. 2014; Fante et al. 2016; Ornellas et al. 2016; Lemes et al. 2017; Cleal
et al. 2019; Desai et al. 2020 e Dearden et al. 2020). Dez autores relataram as caracteristicas da
linha de base (Khalyfa et al. 2013; Melo et al. 2014; Masuyama e Hiramatsu, 2014; Fante et al.
2016; Ornellas et al. 2016; Lemes et al. 2017; Bae-Gartz et al. 2019; Cleal et al. 2019; Desai et
al. 2020 e Dearden et al. 2020). Nenhum dos estudos informou sobre o sigilo de alocacdo dos
animais, bem como ndo foram claros quanto a randomizagdo na acomodagéo ou selegdo de

animais para coleta de resultados. Apenas Khalyfa et al. (2013) e Dearden et al. (2020)
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relataram o cegamento do investigador durante realizagéo de alguns procedimentos. A maioria
dos estudos selecionados ndo relatou avaliacdo dos resultados por cegamento (Khalyfa et al.
2013; Vogt et al. 2014; Masuyama e Hiramatsu, 2014; Fante et al. 2016; Ornellas et al. 2016;
Lemes et al. 2017; Bae-Gartz et al. 2019; Cleal et al. 2019; Desai et al. 2020 e Dearden et al.
2020). Todos os estudos apresentaram resultados descritos de forma completa e nenhum relatou
critérios de exclusdo de animais na avaliagdo dos resultados. Por fim, outros tipos de riscos de
viés foram identificados em alguns artigos por falta de informacdo sobre ambiente do biotério,
periodo de adaptacdo as dietas e procedimentos de acasalamento (Vogt et al. 2014; Ornellas et
al. 2016; Lemes et al. 2017; Cleal et al. 2019; Desai et al. 2020 e Dearden et al. 2020).
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Principais resultados no peso corporal, ingestdo alimentar e adiposidade corporal

Os resultados dos desfechos relacionados a constituicao corporal, ingestdo alimentar e
gasto energético da prole estdo descritos na Tabela 2. Sete dos estudos incluidos avaliaram 0s
efeitos da exposicdo materna a DH sobre o peso corporal ao nascer (Khalyfa et al. 2013; Melo
et al. 2014; Masuyama e Hiramatsu, 2014; Ornellas et al. 2016; Lemes et al. 2017; Bae-Gartz
et al. 2019; Desai et al. 2020). Destes, trés artigos encontraram um menor peso ao hascer na
prole masculina de maes alimentadas com DH (Melo et al. 2014; Lemes et al. 2017; Bae-Gartz
etal. 2019), dois estudos encontraram aumento do peso ao nascer em machos (Desai et al. 2020)
e em ambos os sexos (Masuyama e Hiramatsu, 2014). Khalyfa et al. (2013) e Ornellas et al.

(2016) nao encontraram diferenca no peso ao nascer em machos e fémeas.

Durante o periodo de lactacdo observou-se um maior peso corporal a partir do DPN1
(Desai et al. 2020), DPN14 (Melo et al. 2014) e DPN15 (Bae-Gartz et al. 2019). Ornellas et al.
2016 avaliaram o peso corporal na 22 semana de lactacdo e também encontraram um maior peso
corporal na prole de mées DH (Ornellas et al. 2016). Lemes et al. (2017) identificaram um
maior peso corporal a partir do DPN18. No entanto, como os autores desse estudo ndo citaram
o dia de desmame da prole, ndo foi possivel identificar se 0 aumento do peso ocorreu durante o
periodo de lactacdo ou apds o desmame. Fante et al. (2016) ndo encontraram diferencas no peso
corporal entre a prole de mées alimentadas com DH ou dieta controle, durante a lactacdo. Os
estudos incluidos avaliaram os efeitos da dieta materna no peso corporal em prole jovem
(Khalyfa et al. 2013; Melo et al. 2014; Masuyama e Hiramatsu, 2014; Vogt et al. 2014; Fante
et al. 2016; Lemes et al. 2017; Ornellas et al. 2016; Desai et al. 2020) e adulta (Khalyfa et al.
2013; Masuyama e Hiramatsu, 2014; Vogt et al. 2014; Fante et al. 2016; Ornellas et al. 2016;
Cleal et al. 2019; Desai et al. 2020; Dearden et al. 2020). Apenas um artigo avaliou o0 peso
corporal apenas no periodo de lactacdo (Bae-Gartz et al. 2019). Alguns dos estudos relataram
um maior peso corporal na prole jovem (Melo et al. 2014; Fante et al. 2016; Ornellas et al.
2016; Lemes et al. 2017; Desai et al. 2020) que persistiu ao longo da vida (Fante et al. 2016;
Ornellas et al. 2016; Desai et al. 2020). Outros artigos também demonstraram maior peso
corporal na prole adulta masculina (Cleal et al. 2019) e em ambos os sexos (Masuyama e
Hiramatsu, 2014). Vogt et al. (2014) verificaram que apenas a prole adulta exposta a DH
durante a lactacdo apresentou aumento no peso corporal. Apenas um estudo que avaliou em
animais machos com 6 e 8 semanas de vida, ndo encontrou diferencas no peso corporal
(Dearden et al. 2020).



86

Esta revisdo investigou as repercussdes da exposicdo materna a DH na adiposidade
corporal da prole a curto e longo prazo. Trés estudos selecionados relataram maior adiposidade
corporal nas areas epididimal e retroperitoneal em camundongos jovens (Melo et al. 2014; Fante
etal. 2016; Lemes et al. 2017). Fante et al. (2016) também encontraram resultados semelhantes
na prole adulta aos 82 dias de vida. Khalyfa et al. (2013) verificaram um aumento de tecido
adiposo visceral e subcutaneo, em ambos os sexos, na 20? semana de idade. Desai et al. (2020)
observaram um aumento do percentual de gordura corporal, além de reducdo no percentual de
massa magra na prole adulta. VVogt et al. (2014) encontraram um maior percentual de gordura
corporal em camundongos machos expostos & DH durante a lactacdo. Ao contrario, Dearden et
al. (2020) néo identificaram diferencas na adiposidade corporal em camundongos machos.

Em termos de ingestdo alimentar, estudos demonstraram um aumento na ingestdo
alimentar em prole jovem e/ou adulta (Masuyama e Hiramatsu, 2014; Melo et al. 2014; Fante
et al. 2016; Ornellas et al. 2016; Lemes et al. 2017; Desai et al. 2020), bem como um maior
consumo calérico em jovens e adultos de ambos sexos (Masuyama e Hiramatsu, 2014; Ornellas
et al. 2016). Um dos estudos avaliou a ingestdo alimentar de camundongos adultos durante 24
horas, sob um ciclo claro-escuro de 12/12 horas (Cleal et al. 2019). Os dados foram registrados
em seis periodos com duracdo de 4 horas cada (Cleal et al. 2019). Os autores observaram uma
maior ingestdo alimentar diurna, na 15% semanas de vida, em prole de mées alimentadas com
DH. No entanto, esse estudo ndo identificou diferencas na ingestdo alimentar noturna (Cleal et
al. 2019). Dearden et al. (2020) e Fante et al. (2016) n&o relataram diferencas na ingestao

alimentar em camundongos machos jovens e/ou adultos.

Para compreender o impacto do peso corporal e da adiposidade corporal no gasto
energeético, esta revisao investigou alguns dados relacionados a temperatura corporal, consumo
de oxigénio (VO2) e atividade fisica. Dos onze artigos incluidos, apenas um utilizou
calorimetria indireta para avaliar o VO2, produgéo de didxido de carbono (VCO2), bem como a
razao de troca respiratéria (RER) (Lemes et al. 2017) e um utilizou sistema de gaiola fisiologica
com um transdutor de peso extensiométrico para avaliar a atividade locomotora dos
camundongos (Cleal et al. 2019). Assim, Lemes et al. (2017) relataram uma reducao de VOz na
prole jovem e ndo encontraram diferencas no VCO- e RER entre a prole exposta ou ndo & DH
durante a gestacdo e lactacdo. Por outro lado, Cleal et al. (2019) relataram um aumento da
atividade locomotora diurna e reducdo da mesma no periodo noturno. Nenhum artigo estudou

os efeitos da exposi¢do materna a DH na temperatura corporal dos descendentes.
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Principais resultados nos componentes hipotalamicos

Para esclarecer os efeitos da DH materna nos componentes hipotalamicos da prole, esta
revisao investigou a expressdo génica e/ou proteica de neuropeptideos ou outros compostos das
vias hipotalamicas que controlam a ingestdo alimentar. Seis dos onze estudos utilizaram a
Reacdo em Cadeia de Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) para avaliar expressao génica de
neuropeptideos hipotalamicos (Vogt et al. 2014; Ornellas et al. 2016; Lemes et al. 2017; Bae-
Gartz et al. 2019; Cleal et al. 2019; Dearden et al. 2020), quatro utilizaram Western blotting
para avaliar a expressdo proteica de neuropeptideos ou outros compostos hipotaldmicos
(Ornellas et al. 2016; Bae-Gartz et al. 2019; Desai et al. 2020; Dearden et al. 2020) e cinco
utilizaram imunohistoquimica para avaliar a imunorreatividade hipotalamica ou realizaram a
contagem de células neuronais (Vogt et al. 2014; Ornellas et al. 2016; Lemes et al. 2017; Desai
et al. 2020; Dearden et al. 2020).

Em relacdo a expressdo génica, um estudo encontrou um aumento na expressao de
AgRP no hipotalamo de camundongos no inicio da vida (Lemes et al. 2017). Quatro artigos
avaliaram esses parametros a longo prazo (Vogt et al. 2014; Ornellas et al. 2016; Cleal et al.
2019; Dearden et al. 2020). Destes, dois estudos demonstraram aumento na expressao de NPY
e diminuicdo na expressdo de POMC em ambos os sexos, (Ornellas et al. 2016) e em machos
(Dearden et al. 2020). Um estudo relatou uma reducéo de NPY e POMC no periodo diurno e
noturno, respectivamente, em camundongos com 15 semanas de idade (Cleal et al. 2019). Dois
artigos ndo encontraram diferencas na expressao génica de NPY, POMC (Vogt et al. 2014; Bae-
Gartz et al. 2019) e AgRP no ARC (Vogt et al. 2014) em camundongos machos.

Em termos de expressdo proteica, Ornellas et al. (2016) relataram um aumento na
expressdo do neuropeptideo orexigénico NPY, bem como uma diminui¢do na expressao de
POMC e a-MSH, em ambos os sexos. Desai et al. (2020) também encontrou uma reducdo na
expressdao de POMC no nucleo arqueado, além de maior expressdo de AgRP em neonatos
(DPN1) e em animais adultos (12 meses). Quanto as vias de sinaliza¢éo celular, dois estudos
relataram uma diminuicdo na razdo p-ERK1/2 / ERK1/2 no 13° dia embrionario (Dearden et al.
2020) e aos 21 dias de idade (Bae-Gartz et al. 2019). Além disso, Bae-Gartz et al. (2019)
encontraram um aumento na expressdao da p-AKT. Dearden et al. (2020) ndo relataram
diferencas na p-AKT, razdo p-AKT / AKT e ERK1/2 total. No entanto, os autores verificaram
uma reducdo na expressdo de p-ERK1/2 (Dearden et al. 2020).
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Quanto a imunorreatidade hipotalamica, Vogt et al. (2014) demonstraram uma menor
imunorreatividade de AgRP e a-MSH nas fibras neuronais do ARC para seus locais alvos, em
descendentes de mdes que consumiram a HFD na lactacdo. Os autores ndo encontraram
diferencas na contagem de neurénios POMC e AgRP no ARC em prole masculina (Vogt et al.
2014). Por outro lado, Ornellas et al. (2016) relataram maior imunorreatividade de NPY e
menor imunorreatidade de POMC nas fibras neuronais do ARC ao nucleo periventricular e
préximo ao terceiro ventriculo, em ambos os sexos. Dois estudos evidenciaram um aumento
nos neurénios NPY no 28° e 82° dias de vida (Lemes et al. 2016), e aos 12 meses de vida (Desai
et al. 2020), enquanto Dearden et al. (2020) verificaram um redugdo de neurénios POMC.
Lemes et al. (2016) nao encontraram diferengas na quantidade de neuronios a-MSH em

camundongos jovens expostos a DH durante gestacdo e lactacéo.

4. Discussao

A presente revisao sistematica avaliou 11 artigos buscando elucidar se o consumo de
DH durante a pré-gestacao, gestacdo e/ou lactacdo modifica o peso corporal, ingestdo alimentar,
bem como aspectos celulares ou moleculares de peptideos hipotalamicos e outros componentes
relacionados as vias que controlam a ingestdo e gasto energéticos em camundongos. Os
principais resultados dos estudos incluidos neste trabalho descrevem mudangas no peso
corporal, gordura corporal, ingestdo alimentar e expressao de neuropeptideos hipotaldamicos em
prole de mées que consumiram a DH durante gestacao e/ou lactacao.

Quanto ao desenho metodol6gico, a maioria dos estudos utilizaram a DH desde o
periodo pré-concepcdo até a lactacdo. Além disso, todas as ninhadas foram ajustadas para o
tamanho padrdo. Ademais, a contribuicdo caldrica provinda de lipideos variou entre 7,4 a 17,0%
nas dietas controles e entre 45 e 62% na DH. De fato, existe a preocupacdo em fornecer uma
dieta experimental que se assemelhe as dietas ingeridas em estudos com humanos (Speakman,
2019). No entanto, a alta variabilidade na composicdo das dietas contribui com a variacao
fenotipica, alem de comprometer a reprodutibilidade dos dados (Pellizzon e Ricci, 2020). Foi
confirmado que dietas com 45% kcal de gordura repercutem no peso corporal e adiposidade da
prole (Cleal et al. 2019; Desai et al. 2019). Desta forma, sugere-se que fornecer 60% kcal de
gordura ndo seria eficaz, visto que representaria uma distor¢éo exacerbada do conteudo lipidico
de uma dieta normal para roedores (10% kcal de gordura) (Speakman, 2019). Por outro lado,

também é importante avaliar a composicdo nutricional das dietas controles (Pellizzon e Ricci,
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2020). Foi observado que as dietas fornecidas aos grupos controles se enquadram como dietas
ricas em carboidratos (Marques et al. 2020) (=45% de carboidratos), na maioria dos estudos.
Esses desequilibrios de macronutrientes podem influenciar as comparagdes dos resultados
(Marques et al. 2020).

A administracdo da DH durante o inicio do desenvolvimento est4 associada ao maior
peso e adiposidade corporal na prole (Khalyfa et al. 2013; Melo et al. 2014; Vogt et al. 2014,
Masuyama e Hiramatsu, 2014; Fante et al. 2016; Ornellas et al. 2016; Lemes et al. 2017; Bae-
Gartz et al. 2019; Cleal et al. 2019; Desai et al. 2020; Dearden et al. 2020). De fato, as
modificacbes no ambiente nutricional durante periodos criticos de desenvolvimento sdo
capazes de programar alteracdes na homeostase energética (Orozco-Solis et al. 2010) e, assim,
influenciar o fen6tipo metabdlico da prole (Chang et al. 2019). Mesmo que a exposi¢cdo materna
a DH seja realizada por um periodo relativamente curto e que os descendentes se alimentem
com dieta padréo apds o desmame, é possivel observar prejuizos permanentes ha composicao
corporal e no metabolismo da prole a longo prazo (Khalyfa et al. 2013). Animais experimentais
expostos a dieta rica em gordura apresentam uma resposta inflamatoria sistémica de baixa
intensidade que atinge o Sistema Nervoso Central (SNC) (Dias et al. 2020), incluindo o
hipotdlamo (De Souza et al. 2005). A ativacéo das vias inflamatdrias ocorre devido ao aumento
de citocinas TNF-a, IL-6 e IL-1B (Milanski et al. 2009). As citocinas pro-inflamatérias podem
ser secretadas pelos adipdcitos ou podem estar relacionadas ao aumento da adiposidade corporal
que geram maior producdo das mesmas (Labban et al. 2020). Adicionalmente, 0 aumento na
expressdo de marcadores inflamat6rios no hipotdlamo em prole de mées que consumiram DH
estd associada a expressdo elevada do supressor de sinalizacdo de citocina 3 (SOCS3) no ndcleo
arqueado (Minzberg et al. 2004; Ornellas et al. 2016), o que caracteriza uma relagcdo entre
inflamacdo hipotalamica e resisténcia a leptina e insulina (Zhang et al. 2008; Ornellas et al.
2016). Esse prejuizo ocorre por meio da via Janus Quinase/Transdutores de Sinal e Ativadores
da Transcricdo (JAK/STAT) (Ornellas et al. 2016). Além disso, alteracdes na via de sinalizacdo
de leptina em prole de maes alimentadas com DH sdo capazes de promover mudancgas nos
neuropeptideos hipotalamicos que regulam o apetite e, consequentemente, contribui para o
aumento da ingestdo alimentar (Ornellas et al. 2016).

A maioria dos estudos revisados neste trabalho associaram o consumo materno de DH
ao aumento na ingestdo alimentar (Melo et al. 2014; Fante et al. 2016; Ornellas et al. 2016;
Lemes et al. 2017; Cleal et al. 2019; Desai et al. 2020) e reducdo do gasto energético (Lemes et
al. 2017; Cleal et al. 2019), principalmente no ciclo escuro (Cleal et al. 2019). Esses dados
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sugerem possiveis alteracdes na regulacdo da homeostase energética, o que reflete em mudanca
no comportamento alimentar da prole (Cleal et al. 2019). A manipulacdo nutricional com DH
contribui para reducdo de sinapses nos neurénios POMC e NPY (Horvath et al. 2010). No
entanto, a perda de sinapses em POMC afeta, principalmente, os contatos inibitorios, enquanto
que em NPY esta relacionado aos contatos excitatorios (Horvath et al. 2010). J& é conhecido
que as duas popula¢Bes neuronais no hipotdlamo expressam receptores de hormdnios como
leptina e insulina e, portanto, detectam mudancas sutis ou crénicas nos niveis de hormonios e
nutrientes presentes na corrente sanguinea (Schwartz et al. 2000). Assim, a ligacdo da leptina
ao seu receptor leva a fosforilacdo do transdutor de sinal e ativador da transcri¢do-3 (STAT-3)
(Park e Ahima 2014) que inibe a expressdo do NPY/AgRP (Mesaros et al. 2008; Park e Ahima
2014) e induz a expressdo de POMC/CART para reduzir a ingestdo de alimentos (Ernst et al.
2009; Park e Ahima 2014). No entanto, altos niveis circulantes de leptina proporcionais a
adiposidade corporal (Murphy e Bloom, 2006) ndo cumprem seus efeitos metabdlicos devido
resisténcia a leptina (Schwartz et al. 2000). Um dos mecanismos subjacentes a essas alteracdes
pode ser explicado pelo estado inflamatério e aumento da expressdo de SOCS3 que
compromete os efeitos anorexigénicos da leptina (Rajia et al. 2010; Arruda et al. 2011). Desta
forma, a SOCS3 regula positivamente os neurénios AgRP (Jais e Briining 2017), bem como
altera a expressdo de NPY e POMC (Arruda et al. 2011), o que contribui para hiperfagia e
desequilibrio energético (Jais e Briining 2017). Por outro lado, além de alterar a expressao de
neurotransmissores envolvidos no controle da ingestdo alimentar, a inducdo de inflamacéo
hipotaldmica, através da administracdo intracerebroventricular de &cido esteérico, estad
associada a reducdo no consumo de oxigénio e na producdo de didxido de carbono, bem como
em expressdo reduzida de proteina desacopladora-1 (UCP-1) no tecido adiposo marrom (Arruda
etal. 2011).

No presente estudo, a manipulacdo nutricional de DH contendo 45-49% kcal de lipidios
foi mais eficaz em promover alteracdes na expressdo génica de neuropeptideos hipotalamicos
NPY e POMC (Ornellas et al. 2016; Cleal et al. 2019; Dearden et al. 2020) em prole adulta.
Além disso, tambem contribuiu para alteragdes na expresséo proteica de NPY, AgRP, POMC
e 0-MSH (Ornellas et al. 2016; Desai et al. 2020). Por outro lado, os protocolos nutricionais
contendo 46-60% kcal de lipidios ndo promoveram alteracbes na expressao génica de
neuropeptideos hipotalamicos (Vogt et al. 2014; Lemes et al. 2017; Bae-Gartz et al. 2019) na
prole jovem. Em contrapartida, a dieta materna com 60% kcal de lipidios alterou precocemente

a expressao proteica das vias de sinalizacdo ERK e AKT (Bae-Gartz et al. 2019). Vale
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considerar que tanto a quantidade quanto o tipo de acidos graxos da dieta podem alterar a
expressdo de neuropeptideos hipotalamicos (Wang et al. 2002). No entanto, poucos estudos

relataram o perfil de &cidos graxos administrados durante os experimentos.

A expressdo de neuropeptideo pode ndo corresponder a quantidade de neurdnios, visto
que pode ocorrer uma super ou subexpressdo de neuropeptideos dentro de neurdnios individuais
(Desai et al. 2020). A alimentacdo materna contendo 45-55,2% kcal de lipideos favoreceu a via
orexigénica com o0 aumento na imunorreatividade de NPY (Ornellas et al. 2016) e na
proliferacéo de neurdnios NPY (Lemes et al. 2017; Desai et al. 2020), bem como comprometeu
a via anorexigénica com a reducdo na imunorreatividade de POMC e a-MSH (Vogt et al. 2014;
Ornellas et al. 2016) e na proliferacdo de neurdnios POMC (Dearden et al. 2020). Esses dados
sugerem que a programacdo induzida pela dieta materna interfere nas duas subpopulacdes de

neurdnios simultaneamente (Ornellas et al. 2016).

Adicionalmente, o desenvolvimento dos neurocircuitos hipotalamicos perdura até a
terceira semana de vida pos-natal em roedores (Vogt et al. 2019). Além disso, a formacéo de
redes neuronais com a ontogenia de projecfes axonais e conexdes sinapticas, ocorre durante a
fase de lactagdo (Grayson et al. 2006). Desta forma, como o periodo de lactacdo é mais
responsivo as mudangas ambientais, a exposicdo a DH durante essa fase é suficiente para
programar disturbios metabdlicos na prole (Vogt et al. 2019). No mesmo sentido, a
supernutri¢cdo induzida pela mudancga no tamanho da ninhada predispde os animais a uma maior
utilizacdo de energia e armazenamento dos nutrientes em depdsito de gordura na vida adulta
(Mozes et al. 2014). Apenas um estudo utilizou a DH durante a lactacdo e demonstrou que 0
metabolismo materno interrompeu a homeostase metabdlica na prole, o que resultou em

prejuizo nas projecdes neuronais (Vogt et al. 2019).

Concluséao

A exposicdo materna a DH durante a pré-gestacdo, gestacdo e / ou lactacdo promoveu
um aumento no peso corporal, ingestdao alimentar e adiposidade corporal na prole jovem e
adulta. Além disso, foram demonstradas alteracbes na expressdao de neuropeptideos
hipotalamicos e nas vias de sinalizacdo relacionadas com o controle da homeostase energética.
Os dados desta revisdo sugerem que a dieta hiperlipidica materna resultou em prejuizos nos

circuitos hipotalamicos com uma ativagdo das vias orexigénicas na prole. Por fim, os efeitos da
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dieta materna sobre o fendtipo e metabolismo da prole ndo foram revertidos mesmo diante de

uma dieta controle no pds-desmame.
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Tabela 2. Caracteristicas dos estudos selecionados.

Autor, ano  Populagdo N° de Periodo de Composicdo da Dieta Controle Composicédo da HFD Dieta ap6s
filhotes consumo de 0 desmame
por HFD
ninhada

Kcal de Kcal de Kcal de Kcal de Kcal de Kcal de
LIP CHO PTN LIP CHO PTN
Khalyfa et Camundongos 6 filhotes Ap6s 0 12° dia de 10% - - 60% - - Dieta
al. (2013) C57BL/6J gestacdo até a controle
(Machos e lactacdo
fémeas)
Melo et al, Camundongo 6 filhotes 3 semanas antes 11,6% 62,8% 25,7% 46,1% 35,8% 18,1% Dieta
(2014) suico da concepcao, controle
(Machos) durante
acasalamento,
gestacao e
lactacdo
Vogt et al. Camundongos 6-7 filhotes 8 semanas antes 12% 53,5% 18,5% 55,2% - - Dieta
(2014) C57BL/6 da concepcado, controle
(Machos e durante gestacédo
fémeas) e/ou lactagéo

Masuyama  Camundongos 9 filhotes 4 semanas antes 12% - - 62% - - Dieta

e Hiramatsu  ICR da concepcao, controle

(2014) (Machos e durante

fémeas) acasalamento,
gestacéo e
lactacéo
Fante et al. Camundongo 8 filhotes 3 semanas antes 11,6% 62,8% 25,7% 46,1% 35,8% 18,1% Dieta
(2016) suigo da concepcéo, controle
(Machos) durante
acasalamento,
gestacéo e

lactacdo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Masuyama%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24664181
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hiramatsu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24664181

Ornellas et
al. (2016)

Lemes et al.
(2017)

Bae-Gartz
etal. (2019)

Cleal et al.
(2019)

Desai et al.
(2020)

Dearden et
al. (2020)

Camundongos
C57BL/6
(Machos e
fémeas)

Camundongo
suico
(Machos)

Camundongo
C57BL/6N
(Machos)

Camundongo
C57/BL6J
(Machos)

Camundongo
C57BL/6
(Machos)

Camundongo
C57BL/6J
(Machos)

6 filhotes

8 filhotes

6 filhotes

6 filhotes

6 filhotes

6 filhotes

8 semanas antes
da concepcéo,
durante gestacdo
e lactacdo

3 semanas antes
da concepcdo,
durante
acasalamento,
gestacéo e
lactacéo

9-10 semanas
antes da
concepgao,
durante gestacdo
e lactacdo

8 semanas antes
da concepcao,
durante gestacédo
e lactacéo

8 semanas antes
da concepcao,
durante gestacédo
e lactacdo

6-8 semanas
antes da
concepgao,
durante gestacédo
e lactacdo

17,0%
(6leo de
soja)

11,0%

9,0%

7,4%

10,0%
(6leo de
soja)

64,0%

63,0%

41,2%

75,1%

70,0%

19,0% 49,0%
(17,0% de
oleo de
soja e 32%
de banha)

26,0% 46,0%

19,0% 60,0%

17,5% 45,0%

20,00% 45,0%
(6leo de
soja)
4,70 kcallg

- 45,0%
+ leite
condensad
0 (3,26
kcal/g)

32,0%

36,0%

35,0%

35,0%

19,0%

18,0%

20,0%

20,0%
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Dieta
controle

Dieta
controle

Os animais
foram
sacrificados
com 21
dias.

Dieta
controle

Dieta
controle

Dieta
controle

(-) = N&o informado


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bae-Gartz%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dearden%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32919096
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Tabela 3.  Efeitos da dieta hiperlipidica materna na constitui¢do corporal, ingestdo alimentar e gasto energético da prole.

Autor, ano

Idade dos animais durante analise

Desfechos analisados

Resultados nos grupos que receberam HFD

Khalyfa et al. (2013)

Melo et al. (2014)

Vogt et al. (2014)

A0 nascer

Do nascimento até 202 semana de vida

202 semana de vida

A0 nascer
DPN7 a 28

28 dias de vida

Semanalmente da 22 até 20? semana de
vida

202 semana de vida

202 semana de vida

CONSTITUIGAO CORPORAL

Peso corporal

Tecido adiposo

Peso corporal

Tecido adiposo branco

Peso corporal

Gordura corporal (%)

Peso da gordura perigonadal

ND em ambos 0s sexos
Machos:{} a partir da 62 semana.
Fémeas: {}a partir da 82 semana.

{}do tecido adiposo visceral e subcutaneo ambos os
Sexos

U

1{}a partir do DPN14.

1} de peso do tecido adiposo epididimal e
retroperitoneal.

Machos:{} na prole de maes que consumiram HFD
durante a lactacéo, ap6s 8% semanas de
vida.

Fémeas: ] na prole de maes que consumiram HFD
durante a lactacéo, apos 8% semanas de
vida.

Machos:1{} na prole de maes que consumiram HFD
durante a lactacéo.

Fémeas: ND
Machos: {}' na prole de mées que consumiram HFD
durante a gestacéo + lactacdo ou apenas na

lactacéo.

Fémeas: ND



Masuyama e Hiramatsu
(2014)

Fante et al. (2016)

Ornellas et al. (2016)

Lemes et al. (2017)

Bae-Gartz et al. (2019)

Cleal et al. (2019)

Desai et al. (2020)

A0 nascer

22 a 242 semana de vida

42 3 24? semana de vida

DPN7 a DPPN77 (os ratos foram
pesados no DPN7 e semanalmente até
DPN77).

28 dias de vida

82 dias de vida

A0 nascer

28 48 6% 82 107 122 semanas de vida
A0 nascer

DPN18 a 28

28 dias de vida

DPN1

15 a 21 dias de vida
21 dias de vida

15 semanas de vida

DPN1 até 12 meses de idade

Peso corporal

Gordura corporal ()

Peso corporal

Tecido adiposo branco

Peso corporal

Peso corporal

Tecido adiposo branco

Peso corporal

Tecido adiposo

Peso corporal

Peso corporal

96
1} de peso na prole de maes alimentadas com HFD
durante a gestacdo, em ambos 0S Sexos.
Machos:{} a partir da 102 semana de vida.
Fémeas: {}' a partir da 122 semana de vida.
Machos:{}'a partir da 82 semana de vida.
Fémeas: {} a partir da 122 semana de vida.

11 a partir do DPN28

1} da massa de gordura epididimal e retroperitoneal.
1} da massa de gordura epididimal e retroperitoneal.
ND em ambos 0s sexos.

1} em ambos os sexos.

4

T

11 de peso do tecido adiposo epididimal e
retroperitoneal

4
)
1} de peso da gordura epigonadal
)
)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Masuyama%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24664181
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hiramatsu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24664181
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bae-Gartz%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572115

Dearden et al. (2020)

Melo et al. (2014)

Masuyama e Hiramatsu

(2014)

Fante et al. (2016)

Ornellas et al. (2016)

Lemes et al. (2017)

Cleal et al. (2019)

Desai et al. (2020)

Dearden et al. (2020)

12 meses de idade

6% e 82 semana de vida

6% e 82 semana de vida

28 dias de vida

42 3 242 semana de vida

28 dias de vida
82 dias de vida

Diariamente até 12 semanas de vida

28 dias de vida

15 semanas de vida

4 a 48 semanas de idade

62 e 82 semana de vida

Gordura corporal (g)
Gordura corporal (%)
Massa magra (g)
Massa magra (%)

Peso corporal

Peso corporal total (%)

INGESTAO ALIMENTAR

Ingestéo alimentar

Consumo de energia

Ingestdo alimentar

Ingestéo alimentar
Consumo de energia
Ingestéo alimentar

Ingestdo alimentar

Ingestdo alimentar

Ingestéo alimentar

GASTO ENERGETICO

ND
J
ND

ND

T

Machos:{}a partir da 82 semana
Fémeas: 1] a partir da 82 semana
ND

1} em ambos os sexos.

1} em ambos os sexos.

1} na alimentagéo diurna

ND na alimentacdo noturna

T

ND
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dearden%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32919096
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Masuyama%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24664181
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hiramatsu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24664181
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dearden%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32919096

Lemes et al. (2017) 28 dias de vida

Cleal et al. (2019) 15 semanas

Consumo de oxigénio
Produgéo de VCO,
Relagdo de troca respiratoria

Atividade locomotora

d no ciclo claro-escuro.

ND.
ND
1} na atividade diurna.

{0 na atividade noturna

98

DPN = dia pos-natal; ND = nenhuma diferenca.



99

Tabela 4. Efeitos da dieta hiperlipidica materna nos componentes hipotalamicos relacionados ao balango energético.

Autor, ano

Idade dos animais durante analise

Desfechos analisados

Resultados

Vogt et al. (2014)

Ornellas et al. (2016)

Lemes et al. (2017)

Bae-Gartz et al. (2019)

Cleal et al. (2019)

32 e 202 semana de vida

12 semanas de vida
12 semanas de vida
Ao nascer

28 dias de vida

Ao nascer

28 dias de vida

Ao nascer

28 dias de vida

21 dias de vida

15 semanas de vida (Os tecidos
hipotaldmicos foram coletados a cada 4
horas, com inicio as 7h e, designados
como ZT0, ZT4, ZT8, ZT12, ZT16,
ZT20e ZT24

EXPRESSAO GENICA
NPY

POMC

AgRP

NPY
POMC

AgRP

NPY

POMC

NPY

POMC

NPY

ND (avaliado apenas na prole masculina de mées
que controle e que consumiram HFD na lactacéo).

ND (avaliado apenas na prole masculina de mées
que controle e que consumiram HFD na lactacéo).

ND (avaliado apenas na prole masculina de mées
que controle e que consumiram HFD na lactacéo).

1} em ambos os sexos.
{} em ambos os sexos.
)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

L em ZT16 (periodo noturno).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bae-Gartz%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572115

Dearden et al. (2020)

Ornellas et al. (2016)

Bae-Gartz et al. (2019)

Desai et al. (2020)

Dearden et al. (2020)

Vogt et al. (2014)

82 semana de vida

12 semanas de vida

21 dias de vida

DPN1

12 meses de vida

DPN1

12 meses de vida

E13

82 semana de vida

POMC
NPY
POMC

EXPRESSAO PROTEICA
NPY

POMC

a-MSH

PERK1/2 + ERK1/2 total
PAKT

POMC

AgRP

AKT total

p-AKT

p-AKT + AKT total
ERK total

p-ERK

p-ERK + ERK total

IMUNORREATIVIDADE
AgRP

L em ZT8 (periodo diurno).

)
{

1} em ambos os sexos.

L em ambos os sexos.

5 D D a @ aa

=z =z
O O

2
W)

=
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dearden%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32919096
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bae-Gartz%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dearden%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32919096

Ornellas et al. (2016)

Lemes et al. (2017)

Desai et al. (2020)

Dearden et al. (2020)

12 semanas de vida

28 dias de vida

82 dias de vida

28 dias de vida

12 meses de vida

82 semana

a-MSH
Neur6nios POMC
Neurdnios AgRP
NPY

POMC

Neurdnios NPY

Neurénios a-MSH
Neurénios NPY

Neurdnios POMC

101

J

ND (avaliado apenas na prole masculina).
ND (avaliado apenas na prole masculina).
1} em ambos os sexos

J em ambos os sexos

T
T
ND
T
4

DPN = dia p6s-natal; ZT = escala Zeitgeber (descreve variaveis ritmicas ambientais); ND = nenhuma diferenca.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dearden%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32919096

102

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Arruda, A.P.; Milanski, M.; Coope, A.; Torsoni, A.S.; Ropelle, E.; Carvalho, D.P.; Carvalheira,
J.B.; Velloso, L.A. (2011). Low-Grade Hypothalamic Inflammation Leads to Defective
Thermogenesis, Insulin Resistance, and Impaired Insulin Secretion. Endocrinology
152(4):1314-1326.

Bae-Gartz, 1.; Janoschek, R.; Breuer, S.; Schmitz, L.; Hoffmann, T.; Ferrari, N.; Branik, L.;
Oberthuer, A.; Kloppe, C.S.; Appel, S.; Vohlen, C.; Dotsch, J.; Hucklenbruch-Rother, E.
(2019). Maternal Obesity Alters Neurotrophin-Associated MAPK Signaling in the
Hypothalamus of Male Mouse Offspring. Front Neurosci 13:962.

Bagnol, D.; Al-Shamma, H.A.; Behan, D.; Whelan, K.; Grottick, A.J. Diet-Induced Models of
Obesity (DIO) in Rodents. (2012). Current Protocols Neuroscience 59:9.38.1-13.

Balthasar, N.; Dalgaard, L.T.;Lee, C.E.;Yu, J.;Funahashi, H.; Williams, T.; Ferreira,
M.; Tang, V.; Mcgovern, R.A.; Kenny, C.D.; Christiansen, L.M.; Edelstein, E.; Choi, B.; Boss,
O.; Aschkenasi, C.; Zhang, C.Y.; Mountjoy, K.; Kishi, T.; ElImquist, J. K.; Lowell, B.B.
(2005). Divergence of melanocortin pathways in the control of food intake and energy
expenditure. Cell 123(3):493-505.

Barker, D.J. (1995). Fetal origins of coronary heart disease. British Medical Journal
311(6998):171-174.

Bateson, P.; Barker, D.; Clutton-Brock, T.; Deb, D.; D’udine, B.; Foley, R.A.; Gluckman, P.;
Godfrey, K.; Kirkwood, T.; Lahr, M.M.; Mcnamara, J.; Metcalfe, N.B.; Monaghan, P.; Spencer,
H.G.; Sultan, S.E. (2004). Developmental plasticity and human health. Nature 430(6998):419-
421.

Bouret, S.G. (2009). Early life origins of obesity: role of hypothalamic programming. J Pediatr
Gastroenterol Nutr 48(Suppl 1):S31-8.

Chang, E.; Hafner, H.; Varghese, M.; Griffin, C.; Clemente, J.; Islam, M.; Carlson, Z.;
Zhu, A.; Hak, L.; Abrishami, S.; Gregg, B.; Singer, K. (2019). Programming effects of
maternal and gestational obesity on offspring metabolism and metabolic inflammation.
Scientific Reports 9(16027).

Chen, H.;Simar, D.; Margaret J.; Morris, M. J. (2009). Hypothalamic Neuroendocrine
Circuitry is Programmed by Maternal Obesity: Interaction with Postnatal Nutritional
Environment. PL0S One 4(7):e6259.

Choi, J.S. (2018). Effects of Maternal and Post-Weaning High-Fat Diet on Leptin Resistance
and Hypothalamic Appetite Genes in Sprague Dawley Rat Offspring. Clinical Nutrition
Research 7(4):276-290.

Cleal, J.K.; Bruce, K.D.; Shearer, J.L.; Thomas, H.; Plume, J.; Gregory, L.; Shepard, J. N,;
Spiers-Fitzgerald, K.L.; Mani, R.; Lewis, R.M.; Lillycrop, K.A.; Hanson, M.A.; Byrne, C.D.;
Cagampang, F.R. (2019). Maternal Obesity during Pregnancy Alters Daily Activity and


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bae-Gartz%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Janoschek%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Breuer%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmitz%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoffmann%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferrari%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Branik%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oberthuer%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kloppe%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Appel%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vohlen%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%26%23x000f6%3Btsch%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hucklenbruch-Rother%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31572115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6753176/
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Bagnol%2C+Didier
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Al-Shamma%2C+Hussien+A
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Behan%2C+Dominic
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Whelan%2C+Kevin
https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Grottick%2C+Andrew+J
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Balthasar%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dalgaard%20LT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Funahashi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Williams%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tang%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGovern%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kenny%20CD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Christiansen%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Edelstein%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choi%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boss%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boss%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aschkenasi%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20CY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mountjoy%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kishi%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elmquist%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lowell%20BB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16269339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16269339
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
https://www.nature.com/srep
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19606226
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Simar%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19606226
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morris%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19606226
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2707610/
https://e-cnr.org/ORCID/0000-0001-8650-0783

103

Feeding Cycles, and Hypothalamic Clock Gene Expression in Adult Male Mouse Offspring.
Int J Mol Sci 20(21):5408.

Cone, R.D. (2005). Anatomy and regulation of the central melanocortin system. Nature
Neuroscience 8(5):571-578.

Dearden, L.; Buller, S.; Furigo, I.C.; Fernandez-Twinn, D.S.; Ozanne, S.E. (2020). Maternal
obesity causes fetal hypothalamic insulin resistance and disrupts development of hypothalamic
feeding pathways. Mol Metab 42(101079).

Desai, M.; Ferrini, M.G.; Han, G.; Narwani, K.; Ross, M.G. (2020). Maternal high fat diet
programs male mice offspring hyperphagia and obesity: Mechanism of increased appetite
neurons via altered neurogenic factors and nutrient sensor AMPK. Nutrients 12(11):3326.

Desai, M.; Jellyman, J.K.J.; Han, G.; Beall, M.; Lane, R.H.; Ross, M.G. (2014). Maternal
Obesity and High Fat Diet Program Offspring Metabolic Syndrome. Am J Obstet Gynecol
211(3): 237.e1-237.e13.

De Souza, C.T.; Araujo, E.P.; Bordin, S.; Ashimine, R.; Zollner, R.L.; Boschero, A.C.; Saad,
M.J.A.; Velloso, L.A. (2005). Consumption of a Fat-Rich Diet Activates a Proinflammatory
Response and Induces Insulin Resistance in the Hypothalamus. Endocrinology 146(10):4192-
4199.

De Vries, R.B.M.; Hooijmans, C.R.; Langendam, M.W.; Luijk, J.V.; Leenaars, M.; Ritskes-
Hoitinga, M.; Wever, K.E. (2015). A protocol format for the preparation, registration and
publication of systematic reviews of animal intervention studies. Evidence-based Preclinical
Medicine 2(1):1-9.

Dias, C.T.; Curi, H.T.; Payolla, T.B.; Lemes, S.F.; Pavan, I.C.B.; Torsoni, M.A.; Simabuco,
F.M.; Lambertucci, R.H.; Mendes-da-Silva, C. (2020). Maternal high-fat diet stimulates
proinflammatory pathway and increases the expression of Tryptophan Hydroxylase 2 (TPH2)
and brainderived neurotrophic factor (BDNF) in adolescent mice hippocampus.
Neurochemistry International 139(104781).

Ernst, M.B.; Wunderlich, C.M.; Hess, S.; Paehler, M.; Mesaros, A.; Koralov, S.B.;
Kleinridders, A.; Husch A.; Minzberg, H.; Hampel, B.; Alber, J.; Kloppenburg, P.;
Brining, J.C.; Wunderlich, F.T. (2009). Enhanced Stat3 activation in POMC neurons provokes
negative feedback inhibition of leptin and insulin signaling in obesity. Neurosci J 29: 11582-
11593.

Fante, T. de; Simino, L.A.; Reginato, A.; Payolla, T.B.; Vitoréli, D.C.G.; de Souza,
M.; Torsoni, M.A.; Milanski, M.; Torsoni, A.S. (2016). Diet-induced maternal obesity alters
insulin signaling in male mice offspring rechallenged with a high-fat diet in adulthood. PloS
One 11(8):e0160184.

Ghamari-Langroudi, M.; Srisai, D.; Cone, R.D. (2011). Multinodal regulation of the
arcuate/paraventricular nucleus circuit by leptin. Proc Natl Acad Sci USA 108(1):355-360.

Gluckman, P.D.; Hanson, M.A.; Spencer, H.G. (2005). Predictive adaptive responses and
human evolution. TRENDS in Ecology and Evolution 20(10):527-533.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5645161/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=DESAI%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24631702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=JELLYMAN%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24631702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=HAN%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24631702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=BEALL%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24631702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=LANE%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24631702
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ROSS%20MG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24631702
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Vries%2C+Rob+B+M
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Hooijmans%2C+Carlijn+R
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Langendam%2C+Miranda+W
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Luijk%2C+Judith
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Leenaars%2C+Marlies
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Ritskes-Hoitinga%2C+Merel
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Ritskes-Hoitinga%2C+Merel
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Ritskes-Hoitinga%2C+Merel
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Wever%2C+Kimberley+E
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ernst%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19759305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wunderlich%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19759305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hess%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19759305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paehler%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19759305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mesaros%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19759305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koralov%20SB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19759305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kleinridders%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19759305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Husch%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19759305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%26%23x000fc%3Bnzberg%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19759305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hampel%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19759305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alber%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19759305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kloppenburg%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19759305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Br%26%23x000fc%3Bning%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19759305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Br%26%23x000fc%3Bning%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19759305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wunderlich%20FT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19759305
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&size=200&term=Fante+Td&cauthor_id=27479001
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&size=200&term=Simino+LA&cauthor_id=27479001
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&size=200&term=Reginato+A&cauthor_id=27479001
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&size=200&term=Payolla+TB&cauthor_id=27479001
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&size=200&term=Vitor%C3%A9li+DC&cauthor_id=27479001
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&size=200&term=Souza+Md&cauthor_id=27479001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghamari-Langroudi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21169216
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Srisai%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21169216
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cone%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21169216
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3017160/

104

Grayson, B.E.; Allen, S.E.; Billes, S.K.; Williams, S.M.; Smith, M.S.; Grove, K.L. (2006).
Prenatal development of hypothalamic neuropeptide systems in the nonhuman
primate. Neuroscience 143:975-986.

Hooijmans, C.R.; Rovers, M.M.; de Vries, R.B.M.; Leenaars, M.;, Ritskes-Hoitinga,
M.; Langendam, M.W. (2014). SYRCLE’ s risk of bias tool for animal studies. BMC Med Res
Methodol 14(43):1-9.

Horvath, T.L.; Sarman, B.; Garcia-Céaceres, C.; Enriori, P.J.; Sotonyi, P.; Shanabrough, M.;
Borok, E.; Argente, J.; Chowen, J. A.; Perez-Tilve, D.; Pfluger, P.T.; Bronneke, H.S.; Levin,
B.E.; Diano, S.; Cowley, M.A.; Tschop M.H. (2010). Synaptic input organization of the
melanocortin system predicts diet-induced hypothalamic reactive gliosis and obesity. Proc Natl
Acad Sci USA 107(33):14875-14880.

Howie, G.J.; Sloboda, D.M.; Kamal, T.; Vickers, M.H. (2009). Maternal nutritional history
predicts obesity in adult offspring independent of postnatal diet. J Physiol 587(4):905-915.

Jais, A.; Bruning, J.C. (2017). Hypothalamic inflammation in obesity and metabolic disease. J
Clin Invest 127(1):24-32.

Khalyfa, A.; Carreras, A.; Hakim, F.; Cunningham, J.M.; Wang, Y.; Gozal D. (2013). Effects
of Late Gestational High Fat Diet on Body Weight, Metabolic Regulation and Adipokine
Expression in Offspring. Int J Obes (Lond) 37(11):1481-1489.

Koletzko, B.; Godfrey, K.M.; Poston, L.; Szajewska, H.; Van Goudoever, J.B.; de Waard, M.;
Brands, B.; Grivell, R.M.; Deussen, A.R.; Dodd, J.M.; Patro-Golab, B.; Zalewski, B.M. (2019).
Nutrition During Pregnancy, Lactation and Early Childhood and its Implications for Maternal
and Long-Term Child Health: The Early Nutrition Project Recommendations. Ann Nutr Metab
74:93-106.

Labban, R.S.M.; Alfawaz, H.; Almnaizel, A.T.; Hassan, W.M.; Bhat, R.S.; Moubayed, N.M.S.;
Bjorklund, G.; ElI-Ansary, A. (2020). High-fat diet-induced obesity and impairment of brain
neurotransmitter pool. Translational Neuroscience 11(1):147-160.

Lemes, S.F.; de Souza, A.C.P.; Payolla, T.B.; Versutti, M.D.; Ramalho, A.F.S.; Mendes-Da-
Silva, C.; Souza, C.M.; Milanski, M.; Torsoni, A.S.; Torsoni, M.A. (2017). Maternal
Consumption of High-Fat Diet in Mice Alters Hypothalamic Notch Pathway, NPY Cell
Population and Food Intake in Offspring, Neuroscience 371:1-15.

Liberati, A.; Altman, D.G.; Tetzlaff, J.; Mulrow, C.; Gotzsche, P.C.; loannidis, J.P.A.; Clarke,
M.; Devereaux, P.J.; Kleijnen, J.; Moher, D. (2009). The PRISMA statement for reporting
systematic reviews and meta-analyses of studies that evaluate health care interventions:
explanation and elaboration. J Clin Epidemiol 62(10):e1-34.

Marques, A.M.; Linhares, B.S.; Novaes, R.D.; Freitas, M.B.; Sarandy, M.M.; Gongalves, R.V.
(2020). Effects of the amount and type of carbohydrates used in type 2 diabetes diets in animal
models: A systematic review. Plos One 15(6):e0233364.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&size=200&term=Leenaars+M&cauthor_id=24667063
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&size=200&term=Ritskes-Hoitinga+M&cauthor_id=24667063
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&size=200&term=Langendam+MW&cauthor_id=24667063
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&size=200&term=Enriori+PJ&cauthor_id=20679202
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&size=200&term=Borok+E&cauthor_id=20679202
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=pubdate&size=200&term=Tsch%C3%B6p+MH&cauthor_id=20679202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Howie%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19103681
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sloboda%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19103681
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kamal%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19103681
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vickers%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19103681
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2669979/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5199695/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5199695/
https://www.bmj.com/content/339/bmj.b2700#aff-1

105

Masuyama, H.; Hiramatsu, Y. (2014). Additive Effects of Maternal High Fat Diet during
Lactation on Mouse Offspring. Plos One, 9(3):€92805.

Melo, A.M.; Benatti, R.O.; Ignacio-Souza, L.M.; Okino, C.; Torsoni, A.S. Milanski, M.;
Velloso, L.A.; Torsoni, M.A. (2014). Hypothalamic endoplasmic reticulum stress and insulin
resistance in offspring of mice dams fed high-fat diet during pregnancy and lactation.
Metabolism 63(5):682-92.

Mesaros, A.; Koraloy, S.B.; Rother, E.; Wunderlich, F.T.; Ernst, M.B.; Barsh, G.S.; Rajewsky,
K.; Bruning, J.C. (2008). Activation of Stat3 signaling in AgRP neurons promotes locomotor
activity. Cell Metab 7:236-248.

Milanski, M.; Degasperi, G.; Coope, A.; Morari,, J.; Denis, R.; Cintra, D.E.; Tsukumo,
D.M.L.; Anhe, G.; Amaral, M.E.; Takahashi, H.K.; Curi, R.; Oliveira, H.C.; Carvalheira, J.B.
C.; Bordin, S. Saad, M.J.; Velloso, L.A. (2009). Saturated Fatty Acids Produce an
Inflammatory Response Predominantly through the Activation of TLR4 Signaling in
Hypothalamus: Implications for the Pathogenesis of Obesity. J Neurosci 29(2):359-370.

Mozes, S.; Sefcikova, Z.; Racek, L. (2014). Long-term effect of altered nutrition induced by
litter size manipulation and cross-fostering in suckling male rats on development of obesity risk
and health complications, Eur J Nutr 53(5):1273-1280.

Minzberg H, Flier J.S, Bjorbaek C. (2004). Region-specific leptin resistance within the
hypothalamus of diet-induced obese mice. Endocrinology 145(11):4880-4889.

Murphy, K.G.; Bloom, S.R. (2006). Gut hormones and the regulation of energy homeostasis.
Nature 444(7121):854-859.

Myers-Junior, M.G.; Olson, D.P. (2012). Central nervous system control of metabolism. Nature
491:357-363.

Oliveira, T.W.S.; Leandro, C.G.; Deiro, T.C.B.J.; Perez, G.P.; Silva, D.F.; Druzian, J.l.;
Couto, R.D., Barreto-Medeiros, J.M. (2011). A perinatal palatable high-fat diet increases food
intake and promotes hypercholesterolemia in adults rats. Lipids 46:1071-1074.

Ornellas, F.; Souza-Mello, V.; Mandarim-De-Lacerda, C.A.; Aguila, M.B. (2016). Combined
parental obesity augments single-parent obesity effects on hypothalamus inflammation, leptin
signaling (JAK/STAT), hyperphagia, and obesity in the adult mice offspring. Physiology &
Behavior 153:47-55.

Orozco-Solis, R.; Matos, R.J.B.; Guzman-Quevedo, O.; Souza, S.L. Bihouée, A. Houlgatte, R.;
Manhaes-De-Castro, R.M.; Bolafios-Jimenez, F. (2010). Nutritional Programming in the Rat Is
Linked to Long-Lasting Changes in Nutrient Sensing and Energy Homeostasis in the
Hypothalamus. PLoS One 5(10):e13537.

Park, H.K.; Ahima, R.S. (2014). Leptin signaling. FL000Prime Rep 6:73-80.

Pellizzon, M.A.; Ricci, M.R. (2020). Choice of Laboratory Rodent Diet May Confound Data
Interpretation and Reproducibility. Current Developments in Nutrition 4(4).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Milanski%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19144836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Degasperi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19144836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coope%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19144836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morari%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19144836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Denis%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19144836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cintra%20DE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19144836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsukumo%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19144836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anhe%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19144836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amaral%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19144836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takahashi%20HK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19144836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Curi%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19144836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliveira%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19144836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carvalheira%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19144836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bordin%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19144836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saad%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19144836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Velloso%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19144836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Couto%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21847693
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barreto-Medeiros%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21847693
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Orozco-Sol%26%23x000ed%3Bs%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20975839
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matos%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20975839
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guzm%26%23x000e1%3Bn-Quevedo%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20975839
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lopes%20de%20Souza%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20975839
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bihou%26%23x000e9%3Be%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20975839
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Houlgatte%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20975839
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Manh%26%23x000e3%3Bes%20de%20Castro%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20975839
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bola%26%23x000f1%3Bos-Jim%26%23x000e9%3Bnez%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20975839
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2958833/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20HK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25343030
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahima%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25343030
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4166933/
javascript:;
javascript:;

106

Rabasa, C.; Winsa-Jornulf, J.; Vogel, H.; Babaei, C.S.; Askevik, K.; Dickson, S.L. (2016).
Behavioral consequences of exposure to a high fat diet during the post-weaning period in rats.
Hormones and Behavior 85:56-66.

Rajia, S.; Chen, H.; Morris, M.J. (2010). Maternal Overnutrition Impacts Offspring Adiposity
and Brain Appetite Markers-Modulation by Postweaning Diet. Journal of Neuroendocrinology
22(8):905-914.

Schwartz, M.W.; Woods, S.C.; Porte-Jr, D.; Seeley, R.J.; Baskin, D.G. (2000). Central nervous
system control of food intake. Nature 404(6778):661-671.

Simpson, K.A.; Martin, N.M.; Bloom, S.R. (2009). Hypothalamic regulation of food intake and
clinical therapeutic applications. Arq Bras Endocrinol Metab 53(2):120-128.

Speakman, J.R. (2019). Use of high-fat diets to study rodent obesity as a model of human
obesity. International Journal of Obesity 43:1491-1492.

Sullivan, E.L.; Nousen, E.K.; Chamlou, K.A. (2014). Maternal high fat diet consumption during
the perinatal period programs offspring behavior. Physiol. Behav 123:236-242.

Sullivan, E.L.; Rivera, H.M.; True, C.A.; Franco, JG.; Baquero, K.; Dean, T.A.; Valleau,
J.C.; Takahashi, D.L.; Frazee, T.; Hanna, G.; Kirigiti, M.A.; Bauman, L.A.; Grove,
K.L.; Kievit, P. (2017). Maternal and postnatal high-fat diet consumption programs energy
balance and hypothalamic melanocortin signaling in nonhuman primate offspring. Am J
Physiol Regul Integr Comp Physiol 313(2):R169-R179.

Vogt, M.C.; Paeger, L.; Hess, S.; Steculorum, S.M.; Awazawa, M.; Hampel, B.; Neupert, S.;
Nicholls, H.T.; Mauer, J.; Hausen, A.C.; Predel, R.; Kloppenburg, P.; Horvath, T.L.; Brining,
J.C. (2014). Neonatal insulin action impairs hypothalamic neurocircuit formation in response
to maternal high fat feeding. Cell 156(3):495-509.

Wang, H.; Storlien, L.H.; Huang, X.F. (2002). Effects of dietary fat types on body fatness,
leptin, and ARC leptin receptor, NPY, and AgRP mRNA expression. American Journal of
Physiology - Endocrinology and Metabolism 282(6):E1352—-E1359.

West-Eberhard, M.J. (2005). Phenotypic Accommodation: Adaptive Innovation Due to
Developmental Plasticity. Journal of Experimental Zoology Mol Dev Evol 304(6):610-618.

Zhang, X.; Zhang, G.; Zhang H.; Karin M.; Bai H.; Cai D. (2008). Hypothalamic IKKbeta/NF-
kappap and ER stress link overnutrition to energy imbalance and obesity. Cell 135(1):61-73.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0018506X15302026?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0018506X15302026?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0018506X15302026?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0018506X15302026?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0018506X15302026?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0018506X15302026?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/0018506X
https://www.sciencedirect.com/science/journal/0018506X/85/supp/C
javascript:;
https://www.nature.com/ijo
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sullivan%20EL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rivera%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=True%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Franco%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baquero%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dean%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Valleau%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takahashi%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frazee%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hanna%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kirigiti%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bauman%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grove%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kievit%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5582949/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5582949/

