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“Uma pessoa inteligente resolve um
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RESUMO

A ingestéo de dieta rica em calorias durante a gestacgéo e lactacao induz a obesidade
da prole, um evento que envolve a programac¢ao do tecido adiposo marrom (TAM).
A cirurgia bariatrica (CB) € o0 método mais rapido de perda de peso e
restabelecimento da homeostase energética em individuos obesos, um
procedimento que poderia modular o desenvolvimento do feto, se realizado nas
maes, tendo efeitos programadores sobre os descendentes na vida adulta. A CB
materna modula o TAM da mée e previne a obesidade na prole, porém seu impacto
sobre o TAM dos descendentes é desconhecido. No presente estudo foram
avaliados os aspectos histolégicos e funcionais do TAM de descendentes de
primeira geracdo (F1), machos adultos, de méaes obesas submetidas a cirurgia de
Derivacdo gastrica em Y de Roux (DGYR). Para tal, utilizamos a prole de ratas
Wistar que receberam dieta cafeteria rica em calorias (CAF) ao longo da vida e aos
65 dias de vida formam submetidas a Falsa Operacdo (CAF-FO) ou a Derivacao
Gastrica em Y de Roux (CAF-DGYR) e a prole de ratas Controles (CTL), que
receberam dieta padrdo. Aos 30 dias de vida a prole foi desmamada, os machos
foram separados (n=6/grupo) e os grupos de descendentes (F1) nominados
conforme o tratamento materno, gerando 3 grupos experimentais: 1) CTLr1; 2) CAF-
FOr1 e 3) CAF-DGYRF1. Todos os descendentes receberam dieta padrao ao longo
da vida. Aos 120 dias de vida os descendentes foram eutanasiados, o TAM coletado
e as andlises histoldgicas e de expressdo proteica da proteina desacopladora
mitocondrial 1 (UCP1) e da cadeia transportadora de elétrons (CTE) foram
realizadas. O TAM do grupo CAF-FOFr1 apresentou maior acimulo de gordura e area
do adipdcito, com reducao da expressao do complexo | (Cl) e complexo Il (Clll) da
CTE em relagdo ao grupo CTLr1 (p<0,05). Animais do grupo CAF-DGYRFr1
apresentaram aumento na proliferacdo celular, acompanhado de reducdo dos
estoques de gordura, aumento da expressao da UCP1 em relacdo aos animais CAF-
FOFr1. A expressao do CI e CIll no TAM desses animais permaneceu reduzida em
relacdo aos animais do grupo CTLr1. O presente estudo mostra que a dieta materna
CAF modula o TAM da prole, favorecendo maior deposicao lipidica no tecido da
prole adulta, contribuindo para a adiposidade elevada. O DGYR materna é capaz de
prevenir a obesidade na prole adulta, provavelmente aumentando a expressao da
UCP1, aumentando o gasto energético.

Palavras-Chaves: Cirurgia bariatrica. Obesidade. Termogénese.



EFFECTS OF MATERNAL ROUX-EN-Y GASTRIC BYPASS SURGERY ON BROWN
ADIPOSE TISSUE OF ADULT MALE OFFSPRING

ABSTRACT

Intake of a hypercaloric diet during gestation and lactation induces offspring obesity,
an event that involves the programming of brown adipose tissue (BAT). Bariatric
surgery (BS) is the fastest method of weight loss and restoration of energetic
homeostasis in obese individuals, a procedure that could modulate the development
of the fetus, if performed in the mothers, having effects on offspring in adult life. The
maternal BS modulates the mother's BAT and prevents obesity in the offspring, but
its impact on BAT offspring is unknown. In the present study, the histological and
functional aspects of the BAT of first generation (F1) adults descended from obese
mothers submitted to Roux-en-Y gastric bypass surgery (RYGB) were evaluated. To
that end, we used the offspring of Wistar rats who received a high-calorie cafeteria
diet (CAF) throughout life and at 65 days of life were submitted to False Operation
(CAF-FO) or Roux-en-Y Gastric Bypass (CAF- RYGB) and the offspring of rats
Controls (CTL), which received standard diet. At 30 days of age the offspring were
weaned, the males were separated (n = 6 / group) and the groups of offspring (F1)
nominated according to maternal treatment, generating 3 experimental groups: 1)
CTLr1; 2) CAF-FO 1 and 3) CAF-RYGB r1. All the offspring received standard diet
throughout life. At 120 days of age the offspring were euthanized, the BAT collected,
and the histological and protein expression analyzes of the mitochondrial decoupling
protein 1 (UCP1) and the electron transport chain (ETC) were performed. The CAF-
FO r1 BAT presented greater fat accumulation and adipocyte area, with a reduction
in the expression of complex | (Cl) and complex Il (CIII) of the ETC in relation to the
CTL 1 group (p <0.05). Animals from the CAF-RYGB r1 group showed increased cell
proliferation, accompanied by reduction of fat stocks, increased expression of UCP1
in relation to CAF-FO r1 animals. The expression of IC and CllI in the BAT of these
animals remained reduced in relation to the animals of the CTL r1 group. The present
study shows that maternal CAF modulates the offspring BAT, favoring greater lipid
deposition in BAT from adult offspring, contributing to elevated adiposity. Maternal
RYGB can prevent obesity in adult offspring, probably by increasing the expression
of UCP1, increasing energy expenditure.

Keywords: Bariatric surgery. Obesity. Thermogenesis.
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1. INTRODUCAO

Insultos nutricionais ou hormonais em fases criticas do desenvolvimento, em
particular gestacao e lactacdo, tem efeitos sobre a satde dos descendentes na vida
adulta, evento conhecido como Programacédo Metabdlica (GODFREY; BARKER,
2001; GUILLOTEAU et al., 2009). Deste modo, a nutricdo e o metabolismo materno
podem interferir no fendtipo dos filhos, tendo repercussdes sobre o controle
energético dos descendentes e predispondo o organismo destes individuos a
eventos patolégicos na vida adulta (ALFARADHI; OZANNE, 2011; MCMILLEN;
ROBINSON, 2005).

Sendo assim, a obesidade materna eleva o risco para o desenvolvimento
de obesidade e suas comorbidades em seus descendentes (GUPTA et al., 2011;
JUONALA etal., 2011; PADILHA et al., 2007; PUDER; MUNSCH; 2010), prevendo
incidéncia ou persisténcia da obesidade nas proximas geracdes. Portanto, filhos
de méaes obesas tem maior chance de desenvolveram doencgas crénicas nao
transmissiveis (DCNT), em particular o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) e as
doencas cardiovasculares (DCV) (ALFARADHI; OZANNE, 2011; MCMILLEN;
ROBINSON 2005). Deste modo, evitar a obesidade materna é estratégia efetiva
no combate as alteragdes do metabolismo na vida adulta dos filhos, bem como,
método de melhorar a qualidade de vida da populagéo no futuro.

Todavia, tratar a obesidade tornou-se um desafio, visto que a origem da
doenca tem carater multifatorial (ABESO, 2016; GRUNDY, 1998; HEITMANN et
al., 2012; WANDERLEY et al., 2010) e muitas anormalidades neuroenddcrinas
exigem respostas imediatas. Apesar da comprovada efetividade das dietas aliadas
a atividade fisica para manutencdo do peso corporal, tem-se aumentado a busca
por métodos com resultado a curto prazo, em especial os procedimentos cirdrgicos
(SBCBM, 2017a). Neste sentido, as cirurgias bariatricas (CB) modificam o transito
e/lou a absorcdo alimentar, promovem perda de peso e favorecem o
restabelecimento da homeostase energética (GARRIDO, 2000).

A Derivacao gastrica em Y de Roux (DGYR) é a técnica atualmente mais
utilizada no mundo para perda de peso, em especial em pacientes com elevado
grau de obesidade (KARRA; YOUSSEIF; BATTERHAM, 2010; RAMOS et al.,



2014). Dentre os diversos efeitos sobre o organismo, parece que parte da acao da
CB sobre a reducéo do tecido adiposo branco esté relacionado ao maior gasto
energético, podendo envolver aumento da atividade termogénica (DADSON et al.,
2018; RODOVALHO et al., 2017; VIJGEN et al., 2012). A termogénese, € um
processo de queima de substratos energéticos e geracao de calor, sendo que 0
Tecido Adiposo Marrom (TAM) € o principal responsavel pelo processo
(RICQUIER; BOUILLAUD, 2000).

No TAM, este processo € altamente dependente da presenca da Proteina
Desacopladora 1 (UCP1)!, expressa em elevada quantidade nas cristas
mitocondriais. A UCP1 desvia o gradiente eletroquimico de prétons, gerados pelo
do processo de fosforilagdo oxidativa (OXPHOS)? da Cadeia Transportadora de
Elétrons (CTE), resultando na formacéo de calor ao invés de ATP - Adenosina
Trifosfato (CANNON; NEDERGAARD, 2004; RICQUIER; BOUILLAUD, 2000). A
termogénese do TAM é sustentada por substratos bioquimicos oriundos da [3-
oxidacao (catabolismo de acidos graxos), um processo ativado pela norepinefrina
(NE), a qual é liberada pelos terminais neurais do sistema nervoso simpatico (SNS)
(CANNON; NEDERGAARD, 2004). Interessantemente, a Erro! Fonte de r
eferéncia ndo encontrada. eleva a atividade termogénica, tanto em roedores
guanto em humanos (CHEN et al., 2018; DADSON et al., 2018; HANKIR et al.,
2015; RACHID et al., 2015; RODOVALHO et al., 2017; VIJGEN et al., 2012),
sugerindo que adaptacdes do TAM estdo envolvidas na perda de peso apds CB.

Embora os estudos apresentem resultados promissores em individuos
obesos submetidos a CB (AYOUB et al.,, 2011; GAMA, 2017, GELONEZE;
PAREJA, 2006; LUZ; ENCARNACAO, 2008; MANGO; FRISHMAN, 2006), os
efeitos gerais destes procedimentos cirargicos ndo sdo completamente elucidados
e muitos aspectos fisioldgicos, bioquimicos e morfolégicos permanecem
desconhecidos, em especial sobre 0s seus descendentes. Apesar de ja ter sido
demonstrado que a CB materna tem efeitos sobre a condigdo de saude dos filhos
ao nascer e ao longo da vida (GALAZIS et al., 2014; GUENARD et al., 2013;

SMITH et al., 2009), os estudos sdo escassos.

!Inglés: Uncoupling Protein 1 (UCP1) ou Thermogenin (Termogenina).
2 Inglés: Oxidative phosphorylation ou electron transport-linked phosphorylation.



Considerando, que tanto a obesidade quanto a CB materna interferem no
metabolismo da prole, e que a CB pode modular o TAM nos individuos operados,
no presente estudo buscamos avaliar se a CB materna pode alterar a histologia e
a expressdao da UCP1 e dos complexos da CTE no TAM dos descendentes
machos adultos. Nossa hipétese € que a CB materna eleva a termogénese no
TAM dos filhos, promovendo reducédo da infiltragdo de gordura e aumento na

expressdo da UCP1.



10

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar os efeitos da Derivacdo Gastrica em Y de Roux materna sobre

aspectos histoldgicos e funcionais do TAM em descendentes machos adultos.

2.2 Objetivos Especificos

. Avaliar o efeito da DGYR materna sobre o peso do TAM de ratos
machos adultos;

. Investigar o impacto da DGYR materna sobre a quantidade de nucleos
no TAM dos descentes machos adultos;

. Caracterizar o perfil histomorfométrico dos adipécitos e o contetdo de
gordura no TAM dos descendentes machos adultos oriundos de maes submetidas
a DGYR;

. Analisar se DGYR materna modifica a expressao proteica da UCP1 e
da OXPHOS no TAM dos descendentes machos adultos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Obesidade e Sindrome metabdlica

O acumulo excessivo de tecido adiposo corporal € a caracteristica
principal da obesidade (WHO, 1999), a qual pode ser consequéncia de alteracdes
na regulacdo do balanco energético. Sao varios os fatores que levam a obesidade,
dentre eles estdo os fatores genéticos, neurais, metabdlicos, enddcrinos,
comportamentais e sociais, tendo, portanto, evidente aspecto multifatorial
(ABESO, 2016; GRUNDY, 1998; HEITMANN et al., 2012; WANDERLEY et al.,
2010). Porém, conforme apontam estudos epidemiolégicos, o0s habitos
alimentares, em especial o elevado consumo de gordura e carboidratos associado
a pouca atividade fisica, sao fortes contribuintes a atual pandemia de obesidade,
pois levam ao desequilibrio entre a ingestdo e o gasto energético (GOULARTE,
2011; WANDERLEY et al., 2010).

O equilibro energético é fundamental, pois quando a ingestao alimentar é
maior que o gasto energético, o excesso de calorias ingeridas resulta no acumulo
de substratos energéticos, os quais serdo direcionados principalmente aos
adipdcitos do tecido adiposo branco (TAB), onde séo, via lipogénese, convertidos a
triacilglicerol (TG) (ESCRIVAO; LOPEZ, 1998; GUYTON; HALL, 2011). Esse ultimo
podera ser mobilizado via lipélise em situacdes de déficit caldrico, tal como jejum ou
exercicio fisico intenso (CURI; ARAUJO, 2009). Entretanto, a regulacdo da
lipogénese e lipolise no TAB sdo dependentes dos nutrientes circulantes, bem como
de sinais aferentes dos sistemas neurais e hormonais, que ajustam o metabolismo
de acordo com as necessidades energéticas (AHIMA, 2000).

O TAB frequentemente expande por processos de hiperplasia ou
hipertrofia, mas quando ocorre um desequilibrio na homeostase lipidica o
resultado é o acumulo de gordura em 6rgdos periféricos, processo conhecido
como deposicao ectopica de gordura (RIBEIRO FILHO et al., 2006). Esses dois
eventos supracitados resultam na Sindrome Metabdlica (SM), representada por

um conjunto de altera¢cdes no metabolismo.
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A SM tem como base a obesidade associada a resisténcia a insulina (RI),
intolerdncia a glicose, dislipidemia e hipertensdo (CANALE, et. al.,, 2013;
DESPRES, 1997; RIBEIRO FILHO et al., 2006), eventos que aumentam a pré-
disposicéo a estados patologicos, em especial o diabete mellitus tipo 2 (DM2) e
doencas cardiovasculares (DCV), elevando a morbidade e a mortalidade dos
individuos obesos (FRANCISCHI et. al., 2000; RIBEIRO FILHO et al., 2006).

Atualmente a obesidade é considerada a doenca crénica mais comum na
sociedade moderna e a sua prevaléncia tem aumentado de forma alarmante,
acometendo mais de 13% da polugdo mundial adulta (WHO, 2016), tornando-se
um dos principais problemas de saude publica em diversos paises (BAHIA;
ARAUJO, 2014). Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a
obesidade triplicou entre 1980 e 2016 no mundo todo. Adicionalmente, estes
dados mostraram que em média 60% da popula¢cdo adulta da regido das América
estdo obesas, ndo poupando criangas e adolescentes, que entre 20% a 25% séo
afetados pelo excesso de peso ou obesidade. Logo, o continente americano esta
em 1° lugar com maior prevaléncia de excesso de peso entre adultos, criancas e
adolescentes (WHO, 2016).

No Brasil, o levantamento realizado pela vigilancia de fatores de risco e
protecdo para doencgas cronicas por inquérito telefonico (Vigitel)3, indica que houve
um aumento de 26% no numero de pessoas com excesso de peso entre 2006 a
2016, deste modo mais de 50% da populacao brasileira adulta est4 acima do peso,
enquanto quase 19% desta populacdo € obesa. Além disso, a pesquisa destacou
a obesidade como fator de risco para DCNT, tais como hipertenséo, diabetes,
doencas cardiovasculares e cancer, que além de sobrecarregar os sistemas de
saude (BAHIA; ARAUJO, 2014), respondem por mais de 70% dos 6bitos no pais
(BRASIL, 2017). Adicionalmente, um dado alarmante apontado pela pesquisa foi
de que metade das mulheres brasileiras em idade reprodutiva estdo acima do peso
e 20% estado obesas (BRASIL, 2017).

3 O levantamento dos dados foi realizado através do indice de Massa Corporal (IMC), calculado
através da divisao do peso em kg pela altura em metros elevada ao quadrado, kg/m2, um dos
indicadores usados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para verificagdo do estado
nutricional. A classificacdo de sobrepeso e obesidade seguiu a proposta pela OMS, a qual
considera que o individuo adulto estd com excesso de peso quando o IMC é maior ou igual a
25kg/m? e esta obeso quando o IMC é maior ou igual a 30kg/m?2.
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7

O aumento de mulheres obesas em idade reprodutiva € um fator
preocupante, uma vez que a obesidade interfere na qualidade de vida da gestante,
elevando o risco de problemas durante o nascimento, mas principalmente
repercutindo na saude da crianca no nascimento e ao longo da vida (ALFARADHI;
OZANNE, 2011; MCMILLEN; ROBINSON 2005), podendo tornar-se um ciclo
vicioso entre maes e filhos obesos por todas as proximas geracoes.

Devido as complexidades dos eventos envolvidos no processo da
obesidade, profissionais de diferentes areas como Bib6logos, Bioquimicos,
Educadores Fisicos, Enfermeiros, Farmacéuticos, Fisioterapeutas, Médicos,
Nutricionistas, Psicélogos, entre outros, vém trabalhando no desenvolvimento de
estratégias para o combate a obesidade e suas comorbidades, tais como dietas,
medicamentos, psicoterapia e exercicios fisicos. Porém, devido a acdo dos
sistemas metabdlicos, autondmicos e neuroenddcrinos que protegem o organismo
contra a perda de peso corporal (ROSENBAUM; LEIBEL, 2010), até o presente
momento, os diferentes tratamentos isoladamente ndo tém sido suficientes para
combater a obesidade e as complicacdes de saude decorrentes de sua presenca
(PI-SUNYER, 2002).

Mediante a dificuldade em combater a obesidade e as complicacdes de
salude decorrentes de sua presenca, atualmente, muitos individuos recorrem aos
procedimentos cirdrgicos, com resultado a curto prazo (SBCBM, 2017a). Essas
técnicas cirargicas visam modificar o transito e/ou a absorgdo alimentar e assim
promover perda de peso e restabelecimento da homeostase energética
(GARRIDO, 2000), assunto abordado no 3.6 -Cirurgia bariatrica e Programacao

Metabdlica.

3.2 Programacédo Metabdlica

O conceito de programacéo metabdlica € baseado nos efeitos da nutricdo
e metabolismo materno sobre o fenotipo dos filhos ao nascer e ao longo do seu
desenvolvimento. Assim, a condi¢cdo de saude materna em fases importantes da
formacdo, como gestacao e lactacdo, tem evidente papel no controle energético

dos descendentes e influencia o risco de eventos patoldgicos na vida adulta
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(GODFREY; BARKER, 2001), em especial o DM2 e DCV (ALFARADHI; OZANNE,
2011; MCMILLEN; ROBINSON 2005).

Uma das primeiras evidéncias do impacto de eventos nutricionais em
janelas criticas do desenvolvimento sobre a saude do individuo ao longo da vida
foi proposta por Barker e colaboradores (1989). Esses pesquisadores mostraram
relacédo entre o estado de desnutricdo materna, o peso corporal do filho ao nascer
e a maior incidéncia de estados patologicos na vida adulta. Posteriormente Hales
e Barker (2001) criaram a hipotese do “fendtipo poupador”, através da qual
explicam como as doencgas cronicas na vida adulta estdo relacionadas com o peso
no nascimento. Segundo esta hipotese, os fetos que se desenvolvem em ambiente
de desnutricdo materna adaptam-se a um fornecimento deficiente de nutrientes,
alterando a sua fisiologia, metabolismo e sensibilidade de tecidos, para poupar
energia e garantir a sobrevivéncia, modificacbes que apds o nascimento irdo
repercutir no estado de saude na vida adulta.

A adaptacdao fetal a um ambiente nutricional anormal pressupde mudancas
na expressao génica, que envolve a regulacdo de tecidos especificos. Um
evidente exemplo deste fenbmeno ocorre em individuos que passaram por
processo de Restricdo do Crescimento Intrauterino (RCIU), resultando em
desnutricdo fetal. Nestas situacdes, o feto é exposto a baixa disponibilidade de
nutrientes durante o seu crescimento, com isso para garantir a sobrevivéncia ele
desenvolve respostas preditivas adaptativas que podem exercer efeitos favoraveis
ou desfavoraveis ao longo da vida (GLUCKMAN et al., 2005). Assim, individuos
com RCIU quando expostos a ingestdo altamente caldrica ou excessiva,
frequentemente, sdo mais predispostos a obesidade precoce e doencas
metabolicas na vida adulta (GILBERT et al, 2006).

Embora os estudos iniciais sobre programacéo apresentassem como foco
a desnutricdo e sua consequéncia (BARKER, 1995; BARKER; OSMOND, 1986;
HALES et.al., 1991), nos anos seguintes foi possivel observar que a obesidade
materna também poderia promover efeitos programadores sobre a prole
(ALFARADHI; OZANNE, 2011; MCMILLEN; ROBINSON 2005; PADILHA et al.,
2007). Com isso, Sookoian e colaboradores (2013) revisaram o0 impacto da
programacao metabdlica materna sobre a prole, comparando efeitos de deficiéncia
ou restricao nutricional versus efeitos de obesidade materna sobre a prole. Nesta

revisdo 0s autores demonstraram que enquanto a RCIU resulta em efeitos,
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primariamente sobre estrutura e funcao do sistema cardiovascular na vida adulta,
um ambiente materno supernutrido (obesidade materna) promove impacto sobre
a homeostase glicémica e lipémica, elevando o risco futuro de SM, esteatose
hepatica e RI.

Estudos epidemioldgicos tém confirmado que um ambiente uterino ou pos-
natal adverso leva ao aumento da mortalidade na idade adulta, atribuida a maior
incidéncia de DCV, como doenca isquémica cardiaca, além do maior risco de
apresentar elementos da SM, DM2 e DCV (FORSEN et al., 1999; SOOKOIAN et
al., 2013). Considerando a importancia do peso ao nascer, alguns estudos
apontam que tanto o baixo (<2.500 g) quanto o elevado peso ao nascer (> 4.000 g)
estdo associados ao aumento do risco de DM2 ao longo da vida (HARDER et al.,
2007).

Buscando mais informacdes, pesquisadores vém desenvolvendo
experimentos nos quais roedores séo alimentados com dietas ricas em gorduras
nas janelas criticas do desenvolvimento, tais como antes, durante e apds a
gestacao e lactacdo, e os efeitos sobre os descendentes sdo avaliados. Usando
esse tipo de delineamento experimental, Niculesco e Lupu (2009) mostraram que
a obesidade materna induzida por dieta rica em gordura prejudica o crescimento
intrauterino, levando ao nascimento de filhos com baixo peso. Corroborando,
estudos mostraram que a alimentacdo materna altamente caldrica nesses
periodos prejudica o desenvolvimento soméatico e neuroldgico da prole, reduz o
peso corporal e o crescimento corporeo ao nascimento e modula o metabolismo
lipidico, a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina, favorecendo a deposicao
de gordura, levando ao sobrepeso ao longo da vida (JAWERBAUM; WHITE, 2017;
MENDES DA SILVA et al., 2014; NGUYEN et al., 2017; SIMINO et al., 2017).

Fortalecendo esse conceito, os estudos com humanos também
demonstraram que a obesidade materna durante a gestacdo e/ou lactacao induz
alteracdes no feto, aumentando a probabilidade dos descendentes desenvolverem
obesidade na infancia e posteriormente na fase adulta, acrescendo os riscos de
desenvolvimento de complicacbes, incluindo estresse psicossocial, DM2,
hipertensdo, dislipidemia e esteato-hepatite ndo alcoodlica (GUPTA et al., 2011;
JUONALA et al. 2011; MARTINS; CARVALHO, 2006; PUDER; MUNSCH, 2010).
Desta forma, ndo ha duvidas de que a nutricdo maternal e o metabolismo podem

afetar o fenotipo dos filhos, levando ao aumento da prevaléncia de obesidade na
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infancia e na fase adulta e ao desenvolvimento de comorbidades relacionadas a
esta sindrome.

Dentro desse contexto, existem estudos mostrando que a obesidade
materna modula o gasto energético na prole, um processo que envolve alteracdes
no processo termogénico (ALMEIDA et al., 2016; LIANG et al., 2016; XIAO et al.,
2007). Em roedores o principal foco de termogénese é o Tecido Adiposo Marrom
(TAM) (RICQUIER; BOUILLAUD, 2000) e a reativacdo do TAM em humanos
adultos tem sido apontada, conforme revisdo de Halpern e colaboradores (2014),

como importante ferramenta no combate a obesidade.

3.3 Tecido Adiposo Marrom e obesidade

Tanto em roedores quanto em humanos, o TAM é bem desenvolvido ao
nascimento e seus depdsitos podem ser encontrados nas regides interescapular,
subescapular, axilar, intercostal, abdominal e toracica, variando em distribuicéo e
quantidade de acordo com a espécie (YOUNG; ARCH; ASHWELL, 1984). Em
roedores o TAM esté presente durante toda a vida, enquanto em humanos ocorre
uma regressao desse tecido durante os primeiros meses de vida (OBERKOFLER
et al., 1997). Deste modo, durante muitos anos, acreditava-se que adultos nao
apresentavam TAM ativo (ASTRUP et al., 1985). Porém, nas ultimas décadas,
trabalhos tém mostrado que o TAM pode ser reativado na vida adulta (CYPESS et
al., 2009; VIRTANEN et al., 2009).

O TAM é altamente vascularizado e, histologicamente, seus adipoécitos
apresentam nucleos esféricos e ligeiramente excéntricos, além de aspecto
multilocular, consequéncia do perfil dos depdsitos citosdlicos de lipidios. Assim, 0s
lipidios intracelulares ficam dispersos pelo citosol dos adipécitos do TAM
agregados em goticulas lipidicas de diferentes tamanhos. Porém a caracteristica
histologica e metabolica marcante do TAM é a elevada quantidade de
mitocondrias, nas quais ocorre a termogénese, garantida pela presenca de grande
quantidade da UCP1 (CANNON; NEDERGAARD, 2004)

O perfil das goticulas de gordura dispersas no citosol, o numero de
mitocondrias, bem como a expressdo da UCP1l no TAM sao elementos

diretamente modulados pela atividade do SNS, cuja inervacgéo € intensa no tecido,
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determinando, portanto a magnitude da termogénese (CANNON; NEDERGAARD,
2004).

Desde a descoberta da funcdo termogénica do TAM, mecanismos
moleculares foram sugeridos para compreender esse processo. Dentre os
mecanismos, foi inferido que a termogénese era dependente de ATP. No entanto,
foi observado posteriormente que as mitocondrias do TAM tém baixa capacidade
funcional de sintese de ATP, levando a conclusédo de que o consumo de ATP néo
pode ser responsavel pelo processo termogénico em adipocitos marrons. A
formulacg&o alternativa de que ndo é o ATP responsavel pela oxidacdo, mas que a
oxidacao é "desacoplada”, levando a identificacdo da proteina de desacoplamento
1, também conhecida como termogenina-UCP1 (CANNON; NEDERGAARD,
2004).

Em termos bioquimicos, o processo termogénico no TAM ocorre nas
mitocondrias, sendo dependente da presenca dos complexos da CTE e da UCP1,
todos localizados na membrana mitocondrial interna (BUSIELLO; SAVARESE;
LOMBARDI, 2015). A energia que sustenta a termogénese mitocondrial é
dependente da degradacdo bioquimica de substratos energéticos, em particular
de lipidios, que depende de reacdes realizadas pelo processo de fosforilagdo
oxidativa e de proteinas que compdem a CTE. Logo, as mitocondrias
desempenham outros papéis vitais nas células eucariéticas durante a OXPHOS,
além da producéo de ATP, discutido a seguir.

A OXPHOS é o principal processo bioquimico gerador nas células
eucarioticas e esse processo € realizado por meio do fluxo de elétrons entre quatro
enzimas, das quais trés sdo bombas de prétons (NELSON; COX, 2014). A energia
acumulada no gradiente de prétons sobre a membrana interna € utilizada para a
sintese de ATP por um quinto complexo, a ATP sintase. Deste modo, sobre a
ativacdo do SNS e liberacdo de NE, ha estimulo para a lipdlise, sendo os acidos
graxos metabolizados na matriz mitocondrial durante a p-oxidacdo. De maneira
simplificada, os coeficientes redutores gerados durante esse processo (NADH e
FADH2)* doam seus elétrons a OXPHQOS, os quais, ao fluirem pelos complexos

proteicos, ocasionam um bombeamento de protons (H*) ao espaco

4 Todos os elétrons que entram na cadeia de transporte vém das moléculas de NADH e FADHz,
produzidas durante os primeiros estagios da respiracdo celular: glicélise, oxidagdo do piruvato e do
ciclo do acido citrico.
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intermembranas (El), gerando um gradiente eletroquimico cuja for¢ca motriz pode
ser usada pra sintese de ATP (NELSON; COX, 2014).

A OXPHOS é composta por 5 complexos proteicos: NADH-Q
oxidorredutase ou NADH-desidrogenase (Complexo 1), succinato-Q redutase ou
succinato-desidrogenase (Complexo 1), citocromo c-oxidorredutase (Complexo
[ll), citocromo c-oxidase (Complexo 1IV) e ATP sintase (Complexo V). Esses
complexos sado responsaveis pela remocdo da energia dos elétrons (e) e
transferéncia de H*, para o El. Os e que entram na CTE sao utilizados para
reducdo do oxigénio (Oz2) em &gua (H20) e a energia do gradiente de H* é utilizada
para sintese de ATP (Figura 1) (NELSON; COX, 2014).
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Figura 1: Fosforilagdo oxidativa (OXPHOS).

Complexos (I-V) do OXPHOS: Cl, se liga ao substrato NADH, oriundo do Ciclo do acido
citrico, e transfere elétrons (e”) & ubiquinona (Q), resultando na translocacgéo de protons (H*)
ao espaco intramembrana (El). Cll transfere e” a Q. CllI, oxida a Q em ubiquinol e bombeia
H* para o El. Os e do ubiquinol sdo passados ao citocromo c (Cyt c¢). CIV aceita e” do Cyt
C e 0s entrega ao oxigénio (0O2) para converté-lo em duas moléculas de agua (2H-0), assim
H* sdo bombeados para o El. CV utiliza a energia dos H* do El para transformar o ADP em
ATP. Imagem modificada de Khan Academy (2018).

reecceecncenoecnne :
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O CI é a maior enzima da CTE, a qual se liga ao substrato NADH e
transfere dois elétrons, um de cada vez via Nucleotideo de Flavina (FMN), a
ubiquinona ligada na interface entre dois bragos. A reducdo da ubiquinona induz
alteracdes conformacionais no bragco da membrana, resultando na translocacéo
de quatro protons atraves da membrana. O Cll é o segundo ponto de entrada

independente de elétrons para a cadeia respiratoria. Ele oxida succinato e
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transfere elétrons a ubiguinona. O complexo Il ndo é uma bomba de prétons e ndo
contribui diretamente para a formacdo do gradiente de prétons. O Clll oxida a
ubiquinona em ubiquinol e como resultado pode bombear dois protons para o
espaco intramembrana. Os elétrons do ubiquinol sdo passados ao portador do
citocromo ¢ através dos citocromos b e ¢ 1 do Clll. O CIV aceita elétrons do
citocromo ¢ e os entrega a uma molécula de oxigénio (Oz) para converté-la em
duas moléculas de agua (2H20). Quatro protons sdo bombeados para 0 espaco
intramembrana durante esse processo. O CV utiliza a energia armazenada no
gradiente de protons, no espaco intramembrana, para transformar o ADP em ATP
(CHABAN et al., 2014; LENAZ et al., 2010).

Descrevendo os complexos dessa maneira, parece que cada um funciona
de maneira independente, o que foi proposto pelo modelo de difusdo aleatéria de
transferéncia de elétrons. No entanto, evidéncias experimentais substituiram esse
modelo por um modelo de organizagcédo supramolecular baseado em interacdes
especificas entre complexos respiratérios individuais. Assim, o0s complexos
OXPHOS podem interagir entre si formando estruturas de ordem superior,
chamadas de supercomplexos (SCs) (LETTS; SAZANOV,2017; SCHAGGER,
2002; SIGNES; FERNANDEZ-VIZARRA, 2018)

No modelo de SCs, o CI forma um supercomplexo com Clll e CIV (SC
I+111+1V, conhecido como o respirassoma), bem como com Clll sozinho (SC I+l11I).
O Clll também forma um SC com CIV (SC IlI+1V). O CV forma dimeros, logo
também é um SC. O papel funcional dos SCs pode ser a estabilizacdo do Cl,
reducdo das mutacdes no Complexo Il e IV e prevencao da geracao excessiva de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (EFREMOV; BARADARAN; SAZANOV,
2010). Porém, essas funcbes nao estdo completamente elucidadas
(BARRIENTOS; UGALDE, 2013; MILENKOVIC et al, 2017).

O SC I+lll se comporta como uma Unica unidade enzimética, e a inibicdo
de qualquer um dos componentes provoca danos ao fluxo de elétrons e protons,
uma vez que CI é instavel e se desmonta na auséncia de uma organizacao SC
(LENAZ et al., 2010). O determinante basico da formagdo de SC I-lll por
associacdo especifica dos complexos individuais é representado pelo meio
fosfolipidico das proteinas, uma vez que a quantidade de fosfolipidios na
membrana mitocondrial interna ndo se liga naturalmente a grandes extensoes, é

a composicao lipidica que pode ter efeitos profundos no estado de agregacéo.



20

Além disso, a cardiolipina (CL), fosfolipidio que comp8&e a membrana mitocondrial
interna, € especificamente necessaria para associagdo SC e a perda da
organizacdo SC induz a formacéo excessiva de EROs (DENCHER et al., 2007;
LENAZ; GENOVA, 2007). A reducao de oxigénio em superéxido parece ocorrer
em dois lugares, no Cl e no FMN, sendo decorrente, principalmente, da perda de
elétrons pelo Cl. Por outro lado, quando se isola o Cl, o FMN é considerado o
principal doador de elétrons do oxigénio para formar o anion superoxido (CAPE;
BOWMAN; KRAMER, 2007; TURRENS, 2003; YIN; YANG; YU; YU, 2010).
Todavia no TAM, juntamente com a CTE, temos a presenca da UCP1, a
qual desacopla o gradiente de protons, reduzindo a sintese de ATP pelo CV e
liberando parte da energia como calor (Figura 2). Para tal, a UCP1 funciona como
canal de protons, desviando os mesmos que foram bombeados para o espaco
intramembranoso pelos complexos Il, 11l e IV (CANNON; NEDERGAARD, 2004).
Logo, com o funcionamento adequado do TAM mais substratos energéticos devem

ser metabolizados para que ocorra a formacéo de ATP em outros tecidos.

Acoplamento Desacoplamento
(fosforilacdo oxidativa) (Desvio de prétons)

H* H
/ H Hq\
+ H H H*

Espago intramembrana L |

Membrana " AR
Mit_ocondrial /) (—\( Q " \.UCP} ~)
interna

L
{
Matriz CTE l :/}
mitocondrial e ADP+Pi | H*
Calor
: OH
ATP-Sintase

Figura 2: Desacoplamento mitocondrial no tecido adiposo marrom (TAM).
Complexos (Cl — CV) da cadeia transportadora de elétrons (CTE) no processo de OXPHOS,
juntamente com a proteina desacopladora 1 (UCP1), desviando prétons (H*) da ATP
Sintase, que produz ATP, para produzir calor (termogénese). Imagem disponivel no Google
e adaptada pelos autores.

Considerando que o TAM utiliza a energia resultante das reacoes
oxidativas de metabdlitos, principalmente acidos graxos, para gerar calor

(LOWELL et al., 1993), a variagcéo na expressao de UCP1 tem impacto significativo
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sobre a eficiéncia energética e a deposicao de tecido adiposo, favorecendo um
acumulo maior de tecido adiposo quando a expressdo de UCP1 esta
comprometida (COMMINS et al.,, 1999). A atividade termogénica no TAM,
incluindo a magnitude da lipolise e da expressdo da UCP1, sdo diretamente
moduladas pela NE via receptores B-adrenérgicos (CANNON; NEDERGAARD,
2004). Neste contexto, eventos que modulem o SNS, a expressao de receptores
B-adrenérgicos e a expressao da UCP1 tem impacto na homeostase energética.

Em modelos animais de obesidade tem sido observado um déficit da
termogénese no TAM. Ratos que passaram por remocéao, parcial ou integral, do
TAM desenvolveram obesidade sem hiperfagia (LOWELL et al., 1993). Por outro
lado, os ratos que hiperexpressaram a UCP1 demonstraram ser resistentes a
obesidade (KOPECKY et al., 1995).

Em humanos obesos observa-se, frequentemente, reducdo da taxa
metabdlica basal e menor atividade termogénica, resultantes de alteragcdes no
Sistema Nervoso Autondémico (SNA), um importante regulador do metabolismo
corporal (PENICAUD et al., 2000). Assim parece que em humanos obesos héa
menor atividade do SNS, o que implica em sobra de energia e resulta em maior
acumulo de gordura (PENICAUD et al., 2000).

Conforme mencionado anteriormente, durante a ativacdo do SNS para o
TAM ocorre a liberacdo de NE, a qual modula a proliferacdo e diferenciacéo
celular, bem como a termogénese (BACHMAN et al., 2002). Estudo com adipécitos
marrons isolados de camundongos demonstrou que na auséncia de UCP1, a NE
nao consegue induzir a producao de calor (LOWELL et al., 1993).

Na obesidade tém-se observado reducdo da atividade termogénica do
TAM, caracterizada por menor nidmero de mitocéndrias, reducédo da atividade
simpética e, consequentemente, menor expressdao de UCP1 (COMMINS et al.,
1999). Corroborando a ideia da importancia do TAM para o metabolismo
energeético, evidéncias indicam que o desenvolvimento de complicagbes
metabdlicas da obesidade pode estar associado ao polimorfismo em alelos de
genes especificos da UCP1, da lipoproteina lipase (LPL), bem como dos
receptores B-adrenérgicos (PROENZA et al., 2000).

Fortalecendo a hip6tese, uma importante evidéncia dos efeitos da NE
sobre o TAM foi demonstrada em estudos usando roedores que nao expressam

ou nao ativam os receptores [B-adrenérgicos. Esses animais apresentaram
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reducdo da taxa metabdlica basal, tornando-se severamente obesos (BACHMAN
et al., 2002). Portanto, a agédo da NE no TAM depende de sua interagcdo com 0sS
receptores B-adrenérgicos (CANNON; NEDERGAARD, 2004), confirmando a
importancia do TAM para o metabolismo energético. Com isso, a reducao da
termogénese no TAM contribui para o ganho de peso e adiposidade por diminuir
0 gasto energético, ao deixar de consumir protons da OXPHOS para geragdo de
calor, favorecendo a sobra de substratos energéticos que séo direcionados ao
tecido adiposo branco (TAB), uma vez que a sintese de ATP nao tera que competir
pelos protons.

Todavia, além das consequéncias resultante de alteracdes na expressao
da UCP1, as mitocondrias, presentes em grandes quantidades no TAM, tém um
papel central no desenvolvimento do processo de envelhecimento e na etiologia e
patogénese da maioria das principais doencas crbénicas (DIMAURO; SCHON,
2008; FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011; FURUKAWA et al., 2004; LENAZ et
al., 2006; REEVE; KRISHNAN; TURNBULL, 2008)

Adicionalmente, mutacdes do DNA mitocondrial (mtDNA) ou nuclear, que
afetam os componentes do sistema OXPHOS, resultam em superproducao de
EROs (LAX; TURNBULL; REEVE, 2006). Em particular, danos no mtDNA induzem
alteracdes nos complexos respiratorios, com consequente diminuicdo na
transferéncia de elétrons, levando a producédo adicional de EROS e, assim,
gerando um ciclo vicioso de estresse oxidativo e diminui¢cdo energética (SHARMA,
LU; BAI, 2009). Essa queda da capacidade energética mitocondrial € considerada
a causa do envelhecimento e das doencas degenerativas relacionadas a idade
(LENAZ et al., 2006; REEVE; KRISHNAN; TURNBULL, 2008). Além disso, a
geracdo aprimorada de EROs induz a dissociacdo do SC I-1ll com consequente
ineficiéncia na canalizacao de elétrons do Cl ao Clll (LENAZ et al., 2010), podendo
ser a causa do desenvolvimento da obesidade crénica (FERNANDEZ-SANCHEZ
et al.,, 2011; FURUKAWA et al., 2004). Portanto, o sistema OXPHOS parece ser
um alvo de drogas atraente no tratamento de doengas associadas a mitocondrias.

Embora os mecanismos bioquimicos da termogénese e sua regulacdo
estejam relativamente bem esclarecidos, muitos aspectos referentes ao impacto
da termogénese sobre o metabolismo, em especial suas respostas frente a

mudancas da homeostase energética, ndo estdo completamente definidos.
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3.4 Tecido Adiposo Marrom e Programacao Metabdlica

Conforme discutido anteriormente, a obesidade € uma patologia de origem
multifatorial, a qual leva a altera¢des do funcionamento de diferentes érgaos. A
exposicdo fetal a obesidade materna, além de aumentar a prevaléncia de
obesidade na infancia e na fase adulta, aumenta os riscos de desenvolvimento de
comorbidades relacionadas.

Fortalecendo a hipétese do “fendtipo poupador”, o qual sugere que o
ambiente uterino € o periodo de plasticidade fisiolégica que ajuda a combinar os
genes do feto em desenvolvimento com seu meio ambiente, Gluckman e Hanson
(2004) sugeriram que as condicdes ambientais sdo detectadas pelo feto e
neonato, que respondem adequadamente em busca sobrevivéncia. Ou seja, se 0
feto passar por restricdo ao crescimento e posteriormente for exposto a
abundancia nutricional e excesso calorico na idade adulta, a obesidade se
manifesta.

Estudo indica que o peso do individuo ao nascimento determina o
desenvolvimento do tecido adiposo, sendo o baixo peso associado a diminuicdo
da massa magra, bem como da massa gorda, podendo favorecer a instalacédo de
obesidade (LAMPL et al., 2012). A massa gorda (tecido adiposo) desempenha um
papel fundamental na regulacdo da temperatura corporal em lactantes. Ao
contrario dos adultos humanos, os bebés ndo tremem, portanto precisam manter
a temperatura corporal por outros meios (DAWKINS; SCOPES, 1965). Acredita-
se que a gordura subcutanea desempenha um papel na isolacdo do bebé apés
mudanca do ambiente, do Utero ao meio externo (KUZAWA, 1998). Outro meio
vital para prevenir a hipotermia e manter a temperatura corporal no inicio da vida
€ a termogénese que ocorre no TAM (DAWKINS; SCOPES, 1965).

Pesquisas demonstraram que a obesidade materna pode programar o TAM
dos filhos afetando sua fungéo e morfologia (ALMEIDA et al., 2016; LIANG et al.,
2016; XIAO et al., 2007). Neste contexto um dos primeiros estudos foi desenvolvido
por Xiao e colaboradores (2007), o qual mostrou que quando a prole é hipernutrida
durante a lactagéo, a expressao da UCP1 no TAM aumenta, elevando o gasto de
energia. Segundo estes autores, esta seria uma resposta metabdlica adaptativa

para elevar o gasto energético frente a maior ingestéo calérica para evitar o ganho
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de peso e a obesidade. Em contrapartida, White e colaboradores (2009) né&o
observaram alteracdo na expressédo da UCP1 na prole, em idade adulta, de ratas
alimentadas com dieta hipercalérica (DH). No entanto, os pesquisadores
observaram que a prole de ratas obesas alimentadas com DH apresentou niveis
mais altos de expressao de receptores B-adrenérgicos do que descendentes de
ratas ndo obesas alimentadas com dieta de baixa caloria. Logo, € possivel observar
que os efeitos da obesidade materna sobre os aspectos funcionais do TAM sdo
ainda inconclusivos.

Posteriormente Xiao e colaboradores (2011) reforcaram a sua pesquisa
inicial e mostraram que a supernutricio materna antes e durante a gestacao
compromete a atividade simpatica no TAM da prole ao nascimento, por meio de
uma reprogramacao do circuito metabdlico hipotalamico que controla o ramo
simpatico para o TAM. Corroborando, Almeida e colaboradores (2016) também
mostraram que o consumo de DH pelas m&es aumenta a massa do TAM nos
filhotes machos e fémeas ao desmame, juntamente com hipertrofia dos adipdcitos,
aumento do acumulo de lipidios e diminuicdo na expressdo dos receptores [3-
adrenérgicos. Porém, os pesquisadores observaram aumento na expressao da
UCP1 apenas em filhotes fémeas, sugerindo perfis de modulacdes diferentes entre
0s sexos. No entanto, se compararmos o estudo de White e colaboradores (2009)
com o de Almeida e colaboradores (2016), fica evidente que a obesidade materna
modula o TAM e a termogénese, porém pode ser que ocorra por outra via € nao
pela UCP1.

Considerando que a obesidade materna tem impacto sobre a prole,
podendo exercer efeitos sobre o TAM, o qual € importante para o metabolismo, e
gue o tratamento mais utilizado para reducao de peso tem sido os procedimentos
cirargicos, especialmente por mulheres ainda em idade reprodutiva, estudar os
impactos da CB materna sobre o TAM dos filhos pode auxiliar na compreensao de
doencas futuras, principalmente as envolvidas na SM. Até o presente momento

nao existem estudos sobre o impacto da CB sobre o TAM dos descentes.

3.5 Cirurgia Bariatrica (CB)
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No Brasil o numero de CB realizadas anualmente esta aumentando de
maneira significativa. Segundo dados da Sociedade Brasileira de Cirurgia
Bariatrica e Metabolica (SBCBM) foram realizadas mais de 430 mil cirurgias entre
2012 a 2016. Entretanto, poucas destas cirurgias foram realizadas em hospitais
publicos e muitos dos pacientes obesos ainda precisam desse tratamento, em
especial que possa ser realizado pelo Sistema Unico de Satde (SUS). No entanto,
o valor gasto com CB aumentou em mais de 35% entre 2012 e 2016 (SBCBM,
2016) e apesar do elevado custo econémico das CB, o valor torna-se insignificante
em relacdo a proporcao do problema (SBCBM, 2017b).

Os procedimentos de CB, no entanto, s&o utilizados desde 1950 para o
tratamento da obesidade e inicialmente resultavam apenas na reducdo da
absorcao alimentar (KREMEN et al., 1954). Entretanto, no fim da década de 1970
essas técnicas foram suspensas devido aos graves e frequentes efeitos colaterais.
A partir de entdo passaram-se a utilizar os procedimentos que reduzem a ingestao
de alimentos, seja pela restricdo da capacidade do estdbmago ou por divisdo e
anastomose de segmentos intestinais, em particular o jejuno proximal (GARRIDO,
2000).

Atualmente podemos dividir a CB em trés categorias: 1) Disabsortivas:
caracterizadas pela retirada de partes do trato gastrointestinal, limitando a
absorcdo de alimentos; 2) restritivas: nas quais ha reducdo do tamanho do
estbmago, diminuindo a quantidade de alimento ingerido; 3) mistas: técnicas que
associam um pouco de restricdo com um pouco de disabsorc¢do do bolo alimentar
(OHTAS, 2005). Estéa ultima técnica tem sido o procedimento mais utilizado no
mundo todo, sendo a operacdo bariatrica de derivacdo gastrica em Y de Roux
(DGYR) considerada uma das mais efetivas e sustentaveis para perda de peso
em obesos morbidos (MACDONALD et al., 1997; KARRA; YOUSSEIF;
BATTERHAM, 2010). No Brasil, desde a década de 60, a DGYR € a técnica
bariatrica mais praticada, correspondendo a 75% das cirurgias realizadas, devido
a sua seguranca e eficacia, pois o paciente submetido a cirurgia perde de 70% a
80% do excesso de peso inicial (SBCBM, 2017c). O procedimento da técnica
consiste no grampeamento de parte do estbmago, reduzindo o espaco para o
alimento, e um desvio do intestino inicial (SBCBM, 2017c).

Embora haja resultados promissores em individuos obesos submetidos a

CB, que vao além da perda de peso, melhora na sensibilidade a insulina,
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estabilizacdo do controle glicémico e lipémico, melhora na fungao cardiovascular
(GAMA, 2017; GELONEZE; PAREJA, 2006; LUZ; ENCARNAC}AO, 2008; MANGO;
FRISHMAN, 2006) e reversdo da SM (AYOUB et al., 2011), os efeitos gerais
destes procedimentos cirirgicos ndo sdo completamente elucidados, e muitos
aspectos fisioldgicos, bioguimicos e morfolégicos permanecem desconhecidos,
particularmente seus efeitos a longo prazo.

Interessantemente, tem sido associado a perda de peso, mediante a
técnicas bariatricas, a reativacdo do TAM (CHEN et al., 2018; DADSON et al.,
2018; HANKIR et al., 2015; RACHID et al., 2015; RODOVALHO et al., 2017,
VIJGEN et al., 2012). Logo, o TAM é um potencial 6érgdo de estudos para tratar de
doencas metabdlicas, em especial as doencgas cronicas resultantes da obesidade.

Considerando que muitas mulheres ainda em idade reprodutiva também
recorrem aos procedimentos bariatricos (EDISON et al., 2016; EID et al, 2005;
GOSMAN et al, 2010; MUSELLA et al, 2012), um importante aspecto da CB

materna seria sua repercussao sobre os descendentes, em especial a longo prazo.

3.6 Cirurgia bariatrica e Programacao Metabdlica

A CB é o tratamento mais eficaz para a reducdo de peso a curto prazo,
além de promover uma melhora na homeostase glicémica e lipémica (GAMA,
2017; GELONEZE; PAREJA, 2006; MANGO; FRISHMAN, 2006). Adicionalmente
a CB promove alteracdo na expressao de genes envolvidos na acéo da insulina,
resultando em mudancas positivas na fisiopatologia da diabetes e obesidade
(BERISHA et al., 2011; PARK et al., 2006). Entretanto, Luz e Encarnacéo (2008)
analisaram diferentes estudos de pacientes apés a CB e constataram que, embora
a CB promova melhora da esteatose fibrose, reducao dos riscos cardiovasculares
e estabilizacdo da glicemia de jejum e da albumina sérica, pode desencadear
cancer gastrico, anemia ferropriva, deficiéncia de Vitamina B, colelitiase, hérnias
incisionais, embolia pulmonar macica, alopecia, baixa absor¢cdo de nutrientes
(Calcio e acido folico) mesmo com o uso do suplemento, depressdo, compulsdo
alimentar, anorexia nervosa e alguns casos pode levar ao 6bito. Deste modo, ficou

evidente ha necessidade de mais estudos a respeito do impacto da CB sobre os
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individuos, em particular nas mulheres, e como esta condi¢do de saude p6s-CB
pode influenciar nos descentes.

Atendendo os fatos supracitados, Smith et al. (2009) compararam filhos
de mées obesas que nasceram antes da CB materna com filhos nascidos apos
CB materna, demonstrando que os Ultimos apresentam menor obesidade e
adiposidade, maior sensibilidade a insulina, melhor controle da presséo arterial e
melhor perfil lipidico. Posteriormente, estudo realizado por Guénard et al. (2013),
o qual avaliou o perfil de metilacdo de genes entre irmaos nascidos antes e 0s
irm&os nascidos apés a CB, mostrou diminuicdo na metilacdo em alguns genes,
incluindo os genes que controlam o metabolismo da glicose e sistema imunolégico,
sugerindo melhora do perfil de risco de DM2 nos que nasceram apos CB.

Em reviséo de literatura, Galazis et al. (2014) compararam a incidéncia de
partos prematuros e o peso corporal do filho ao nascer entre mulheres obesas néo
operadas e mulheres obesas que tiveram filhos apds a CB. O estudo concluiu que
CB materna melhora os resultados da gravidez, mas potencialmente aumenta o
risco de recém-nascidos pequenos para a idade gestacional (PIG), bem como
eleva o numero de partos prematuros, sugerindo efeito da CB materna sobre as
condi¢cbes ao nascer.

O peso ao nascer, interessantemente, € um dos mais importantes
parametros para estimar efeitos de programacdo metabdlica. Neste sentido,
nascer PIG pode elevar a chance de DM2 e DCV na vida adulta (PESCADOR et
al., 2001).

Logo, fica evidente que existem implicacdes da CB materna sobre a prole
gue precisam ser exploradas mais profundamente, em especial os efeitos sobre
tecidos que regulam ou estdo envolvidos na regulacdo do metabolismo desses
descendentes, como o0 por exemplo o TAM.

3.7 Tecido Adiposo Marrom e Cirurgia bariatrica

Em termos imediatos, ndo ha duvidas de que os procedimentos bariatricos
sejam tratamentos eficazes para a obesidade e que individuos obesos submetidos
a CB apresentam melhora na homeostase energética e reducado do TAB. Porém,

sabe-se que muitas alteracdes fisiologicas decorrentes da CB podem ocorrer antes
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mesmo da perda peso, um evento que pode ser dependente de alteracoes
hormonais e autonémicas promovidas por estas técnicas (SBCBM, 2017c). Neste
sentido, parece que a CB pode modular a termogénese. A DGYR é a técnica
bariatrica mais frequentemente realizada em pacientes obesos, tendo sido
observados efeitos desta CB sobre o a atividade termogénica, tanto em modelos
animais quanto em humanos (CHEN et al., 2018; HANKIR et al., 2015; RACHID et
al., 2015; RODOVALHO et al., 2017).

Adicionalmente, estudo recente em roedores associou perda de peso
corporal no pos-operatério com aumento do volume e atividade do TAM e
diminuicdo da frequéncia de troca respiratoria. Nesse estudo os pesquisadores
alimentaram camundongos com DH por 12 semanas e submeteram a diferentes
procedimentos bariatricos, como banda gastrica ajustavel (BG), gastrectomia
vertical (GV), DGYR e realizaram uma falsa operacédo (FO) em um grupo para
servir de controle. Na semana 4 pos-operatéria o0 conteudo e a atividade
metabdlica da TAM aumentaram em todos 0s grupos operados, sendo essa
acompanhada de aumento nos fatores de diferenciacéo da célula adiposa marrom
(GH/IGF-1), aumento no consumo de energia, com frequéncia de troca respiratoria
reduzidas (CHEN et al., 2018).

Interessantemente, trabalhos com humanos tem demonstrado resultados
similares. Vijgen e colaboradores (2012) avaliaram a atividade do TAM ao frio,
usando tomografia de emisséo de positrdes, de individuos obesos mérbidos antes
da CB e um ano apos a CB e viram que ap0s a perda de peso os individuos
apresentam significativamente maior termogénese sem tremores. Corroborando
os dados, Dadson et al. (2018) mostrou diminuicdo no conteudo de triglicérides,
juntamente com o aumento da proporcéo de TAM, associando com a diminui¢ao
nos indices de adiposidade e um aumento na sensibilidade a insulina em mulheres
com obesidade morbida apds 6 meses de perda de peso induzida por CB.

Em conjunto, os estudos tém demonstrado que parte da elevacdo do gasto
energético em pacientes obesos submetidos a CB pode ser decorrente de uma
reativacdo da atividade termogénica do TAM. Entretanto, o impacto destas
adaptacdes em maes obesas submetidas a CB e suas consequéncias sobre o

TAM da prole ndo foram exploradas até o presente momento.
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4, METODOLOGIA

O presente estudo é de natureza experimental basica, descritiva e com
abordagem quantitativa. A pesquisa € um recorte do projeto “Homeostase lipidica
da prole de ratas obesas submetidas a cirurgia de derivacdo gastrica em Y de
Roux (DGYR)” apoiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq), aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), no dia 13 de fevereiro de 2015, de acordo com a Resolu¢cdo Normativa
N° 12 de 20/09/2013 (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.). Para o seu d

esenvolvimento foi utilizado o TAM da prole das ratas obesas submetidas a DGRY.

4.1 Materiais e métodos

Para obtencédo da prole ratas Wistar (n=45) foram obtidas com 21 dias de
vida do Biotério Central da Universidade Estadual do Oeste do Parana (Unioeste)
e mantidas no biotério setorial do Laboratério de Fisiologia Endocrina e
Metabolismo (LAFEM) da Unioeste sob condi¢des controladas de luminosidade
(luz das 7:00 as 19:00 horas) e temperatura (23+2°C). Os animais foram
desmamados com 21 dias de vida e randomicamente separados em 2 grupos
experimentais, conforme dieta ofertada. O grupo Controle (CTL; n=13) recebeu
dieta padrao para roedores (BioBase, Brasil), conforme recomendacéo da AIN93
(Reeves et al., 1993) e o grupo Cafeteria (CAF; n=32) recebeu dieta de cafeteria,
conforme protocolo estabelecido por Goularte et al. (2012). As respectivas dietas
foram ofertadas a partir do desmame para ambos os grupos. Aos 65 dias de vida,
as ratas do grupo CAF foram subdividas em 2 grupos: DGYR, aquelas submetidas
a CB e FO, as submetidas a falsa operacéo. O procedimento bariatrico cirdrgico
adotado foi a Derivacdo Gastrica em Y de Roux (DGYR), conforme protocolo
estabelecido por Hao et al. (2013). Animais FO foram submetidos a anestesia e
laparotomia exploratoria. Deste modo, formaram-se 3 grupos de mées: Controles

(CTL); Cafeteria - Falsa operacdo (CAF-FO) e Cafeteria - Derivacado Gastrica em
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Y de Roux (CAF-DGYR), com n=13/grupo. Aos 105 dias de vida (40 dias ap0s a
CB ou FO), ratas de todos os grupos foram acasaladas no sistema de harém (3
fémeas/macho). Os machos para o0 acasalamento foram escolhidos
aleatoriamente, sendo adultos jovens com 90 dias de vida, consumindo dieta
padrdo para roedores e sem nenhum procedimento cirdrgico. Constatada a
prenhez as fémeas foram separadas em caixas individuais e o momento do
nascimento registrado. Durante a gestacdo e lactacdo as fémeas continuaram
recebendo suas respectivas dietas. Apds o hascimento da prole, ou descendentes
da primeira geracao (F1), o tamanho da prole foi ajustado para 6 filhotes por mae
para garantir similar aporte nutricional, visto que alterag6es no numero de filhotes
da prole durante a lactacdo é um conhecido modelo de programacao metabolica
(XIAO et al., 2011). Para evitar influéncias hormonais do ciclo estral de ratas
apenas os filhotes machos foram avaliados neste estudo. Assim, ao desmame (30
dias) os filhotes machos foram separados (n=6/grupo) e 0s grupos nominados
conforme o tratamento materno, gerando 3 grupos experimentais: 1) CTLra: filhos
de maes alimentadas com dieta padréo; 2) CAF-FOFr1: filhos de mées alimentadas
com dieta CAF e submetidas a FO; e 3) CAF-DGYRF1: filhos de maes alimentadas
com dieta CAF e submetida a DGYR. O delineamento experimental esta
representado na Figura 3. Todos os descendentes receberam desde o desmame
até a vida adulta (120 dias) racao padrédo para roedores e agua ad libitum. Os
animais foram eutanasiados aos 120 dias de vida e o TAM coletado e armazenado
adequadamente as técnicas histolégicas e de expressdo proteica, conforme

descrito nos itens 4.4 a 4.7.
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Figura 3: Delineamento dos grupos experimentais.

Grupo Controle (CTL), que recebeu dieta padréo ao longo da vida (n=13); Grupo cafeteria (CAF) que
recebeu dieta de cafeteria ao longo da vida (n=32); Grupo Cafeteria — Falsa operacao (CAF FO);
Grupo Cafeteria submetido ao DGYR (CAF DGYR). Prole: CTLru: filhos de mées alimentadas com
dieta padrédo; CAF-FOr:: filhos de mées alimentadas com dieta CAF e submetidas & FO; CAF-
DGYREu: filhos de mées alimentadas com dieta CAF e submetida a DGYR (n=6/grupos).

4.2 Procedimento cirurgico de Derivacdo Gastricaem Y de Roux (DGYR) e

pseudo-cirurgia

O procedimento bariatrico cirdrgico seguiu o protocolo estabelecido por
Hao et al. (2013). Brevemente, uma semana antes da cirurgia, todos 0s grupos
experimentais receberam dieta liquidificada, permanecendo em jejum de 12 a 16
horas antes dos procedimentos. Os animais foram anestesiados, com Isoflurano a
(1%), via entubagdo nasotraqueal, sob oxigénio a 1 mL/min em ventilagao
espontanea. Apos laparotomia do abdémen os dois ramos anterior e posterior dos
vasos gastricos esquerdos foram ligados e o feixe esquerdo dos vasos gastricos
separado do esbfago. O estdbmago foi seccionado e uma bolsa gastrica
correspondendo a um volume de 5% do total do volume do estdmago foi
confeccionada. Em seguida o jejuno foi dividido e realizado a gastrojejunostomia
e jejunojejunostomia. A algca aferente do jejuno teve, aproximadamente, 10 cm a
partir do ligamento de Treitz, denominada como alc¢a biliopancreatica e a alca

alimentar, entre a gastrojejunostomia e a jejunojejunostomia, teve
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aproximadamente 15 cm de comprimento. A laparotomia foi fechada com sutura
continua. Para a falsa-cirurgia o abdémen foi aberto por uma incisdo na linha
meédia epigastrica de 4 cm. O jejuno foi dividido a uma distancia de 25 cm distal ao
ligamento de Treitz e foi reanastomosado. A laparotomia foi fechada conforme
descrito anteriormente. A secgado e reanastomose no trato gastrointestinal foram
realizadas correspondendo a executada na derivacdo gastrica em Y de Roux,

conservando o0 eixo gastrointestinal.

4.3 Coletade dados

O peso corporal (g) da prole foi verificado em trés momentos, ao
nascimento, aos 30 e aos 120 dias de vida. Aos 120 dias de vida e apos 12 horas
(h) de jejum foram mensurados o comprimento naso-anal (CNA), realizado o indice
de Lee [(¥/(peso corporal)/CNA)x1000] e os animais foram eutanasiados, sendo a
cavidade abdominal laparatomizada e o depdsito de TAB retroperitoneal (TAB-R)

retirado e pesado. O TAM interescapular também foi retirado

4.4 Coletado Tecido Adiposo Marrom

O depdsito interescapular de TAM foi retirado, limpo, pesado e os dois
I6bulos separados. Um dos seguimentos foi imediatamente imerso em solucao
fixadora (Paraformol 4%) para posterior analise histolégica enquanto o outro
segmento foi armazenado em RNA later e transferidos ao biofreezer (-80°C) para

posterior técnica de Western Blot (WB).

4.5 Histologia e coloragdo Hematoxilina e Eosina (H&E)

Retirados do fixador paraformol 4%, o material foi lavado em agua corrente
por 24 horas para retirada do fixador. Ao final deste tempo de lavagem, os tecidos
foram mantidos em fracos com alcool 70%. Posteriormente, os tecidos foram

preparados para a parafinizacdo, sendo necessarias as etapas prévias de
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desidratacdo (com condi¢bes crescentes de alcool), diafanizacdo (com xilol) e,
finalmente, impregnacdo com parafina (Paraffin Wax), conforme protocolos
histolégicos de rotina. Apdés o emblocamento em parafina as pecas foram
submetidas a microtomia (cortes em 5 pM) e montagem das laminas para
coloragdo com Hematoxilina e Eosina (H&E). Foram preparadas 3 laminas com 3

cortes semi-seriados oriundos de 6 ratos por grupos.

4.6 Analise das Imagens

Apos preparo das laminas, elas foram fotografadas em microscopio de
campo claro (Olympus BX41) com captura digital de imagens (Olympus DP71
equipada com o software DP-Controler) em objetiva de 40x. As imagens foram
avaliadas com software livre Image-J. Quantitativamente foram avaliados a
contagem de nucleos por campo e mensurado a area dos adipocitos. Com auxilio
da ferramenta “count and measure objects” do Image J foi possivel estimar a area
total ocupada por nucleos, lipidios e a porcentagem ocupada pela area
remanescente, que provavelmente representou vascularizacdo (V), citosol (C) e
tecido extracelular (E) também foi calculada e denominada VCE, cujos valores foram
expressos em porcentagem de acordo com as diferencas nas tonalidades de cada

tipo celular.

4.7 Preparacdo de proteina e Western blot

O TAM foi homogeneizado mecanicamente em tampao de extracao,
composto por Ureia (7M), Tioureia (2M), acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA,
5mM), Fluoreto de sédio (1mM), Pirofosfato (LmM), Ortovanadato de s6dio (1mM),
Fluoreto de Fenilmetilsulfonila (PMSF, 1mM) e Aprotinina (2mM). Em seguida foi
adicionado Triton 10%, e as amostras centrifugados a 12.000 rota¢des por minuto
(rpm) durante 30 minutos e incubados em gelo (4°C) durante 40 minutos. Apés o
tempo de espera, as amostras foram levadas a centrifuga a 12000 rpm por 10
minutos a 4°C. A concentracao de proteina foi determinada utilizando o ensaio de
proteina Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), utilizando albumina para
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curva padrdao e o reagente de Bradford (Bio-Agéncia Lab, Brasil). Apods
quantificacdo, as amostras foram armazenadas em solugcdo com 40% do volume
de Tampao Laemmli 5X (Azul de bromofenol 0,1%, fosfato de sodio 1M, glicerol
50%, SDS 10%). As amostras destinadas a expressao da UCP1 foram incubadas
a 100°C por 5 minutos, em banho seco, antes de serem submetidas a eletroforese.
As amostras destinadas a expressdo da CTE ndo passaram por esse ultimo
processo supracitado. Posteriormente, foram submetidas a eletroforese em gel
bifasico de poliacrilamida (SDS- PAGE10%), em caixa de gel horizontal
(EnduroTM, EUA) contendo tampé&o de corrida (Trisma base 200mM, glicina
1,52M, EDTA 7,18mM, SDS 4%, agua MilliQ) em temperatura ambiente a 90 V, e
em seguida transferida para membranas de nitrocelulose (BioRad Laboratories)
90 minutos a 120 mV em gelo, banhada com tampao de transferéncia (Trisma
base 25 mM, glicina 192 mM). AplOs transferéncia, as membranas foram
bloqueadas com tampéao de bloqueio (Albumina 5% em solucéo basal de TBS T)
durante 1 hora em temperatura ambiente. As proteinas relacionadas ao estudo
foram detectadas na membrana de Nitrocelulose por incubacao durante 12 horas
a 4°C, com anticorpo primario especifico: OXPHOS (#ms604; abcam), UCP1
(#14670; Cell Signaling Technology), a-Tubulina (#3873; Cell Signaling
Technology), GAPDH. A a-Tubulina foi utilizada como controle interno (1:30000)
das amostras destinadas a expressao da UCP1 e GAPDH (#g9545; Sigma Aldrich)
como controle interno (1:1000) das amostras destinadas a expressdao da
CTE/OXPHOS. Em seguidas as membranas foram lavadas e incubadas com
anticorpo secundario conjugado com peroxidase. As bandas proteicas foram
detectadas por exposicdo a substancia quimioluminescente (luminol e peroxidase)
seguida de revelacdo em uma foto documentadora GE. A quantificacdo das
bandas foi feita por densitometria utilizando o um software livre de andlise de
imagem, ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij). De 4 -6 ratos por grupo foram usados

para WB de todas as proteinas testadas.

4.8 Estatistica

Os resultados passaram pela analise da Distancia de Cook, para
verificacdo de dados fora da curva. Os pressupostos de normalidade e
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Homocedasticidade foram testados a partir da analise Shapiro-Wilk e Bartlett,
respectivamente. Dados que estavam em normalidade foram expressos como
meédia * erro padrdo da média, analisados pela analise de variancia (ANOVA) com
pos-teste de Bonferroni e p<0,05 adotado como critério de significancia. Dados
que ndo estavam em normalidade foram expressos como média * erro padrdo da
média, analisados pelo teste Kruskal-Wallis com pés-Dunn e p<0,025 adotado
como critério de significancia. Todas as analises foram realizadas com auxilio do
programa R Core Team (2018 - www.R-project.org). Os graficos foram construidos

com auxilio do Program Graph Pad Prism (versao 6.0).
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5.  ARTIGO CIENTIFICO

O artigo intitulado “Maternal Roux-en-Y gastric bypass surgery reduces lipid
deposition and increases UCP1 protein expression in the brown adipose
tissue of offspring” foi formatado de acordo com as normas para submissao da

revista Scientific Reports.
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SUMMARY: Maternal obesity and cafeteria diet (CAF) predispose offspring to
obesity and metabolic diseases. Maternal bariatric surgery may avoid these
alterations by modulating brown adipose tissue (BAT) morphology or function.
Here, we evaluated the BAT in adult male rats born from obese female rats
submitted to Roux-en-Y gastric bypass (RYGB). For this, adult male rat offspring
were obtained from female rats that consumed standard diet, or CAF diet, and
were submitted to simulated operation or RYGB. Analysis of offspring showed
that, at 120 days of life, the maternal CAF diet induced adiposity and decreased
the expression of mitochondrial Complex | (Cl) and Complex III (Clll) in the BAT,

resulting in higher accumulation of lipids than in BAT from offspring of CTL dams.

Moreover, maternal RYGB increased UCP1 expression and prevented excessive
deposition of lipids in the BAT of adult male offspring rats. However, maternal
RYGB failed to reverse the effects of maternal diet on Cl and Clll expression.
Thus, maternal CAF promotes higher lipid deposition in the BAT of offspring,
contributing to elevated adiposity. Maternal RYGB prevented obesity in offspring,

probably by increasing the expression of UCP1.
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INTRODUCTION

Nutritional and hormonal insults occurring during critical developmental
periods, especially pregnancy and lactation, seem to explain the Developmental
Origins of Health and Disease (DOHaD), particularly the high incidence of non-
communicable diseases (NCDs), such as diabetes and cardiovascular diseases in
adult life [1,2,3,4]. These early stages of development are important periods of
vulnerability to nutritional, hormonal or stressor insults, since they are associated
with intense cellular proliferation and differentiation, resulting in rapid changes in
physiology, morphology and anatomy, which can persist into adulthood [5,6,7,8,9].

Maternal obesity exerts a recognized impact on foetal development and on
the postnatal stages and has significant metabolic effects on offspring. Worryingly,
excess white adipose tissue (WAT) and metabolic dysfunctions have often been
observed in women during the reproductive period, including during the gestation
and lactation periods, representing a risk factor for the health of the offspring. In
this regard, maternal obesity is related to excessive visceral WAT, dyslipidaemia
and glucose intolerance in offspring during adult life [1,2,3,4,10]. Interestingly,
maternal obesity can also program the brown adipose tissue (BAT) of offspring,
resulting in reduced thermogenesis and higher fat accumulation [11,12,13],
resulting in lower energy expenditure, and contributing to obesity installation in
adulthood.

Bariatric surgery (BS), especially the restrictive Roux-en-Y Gastric Bypass
(RYGB) technique, has been the most efficient method for reducing body weight
and restoring energy homeostasis in obese adults'#. High energy expenditure is a
characteristic of the post-BS period, an event that may involve increased
thermogenesis in BAT [15,16,17]. As a result, many women of reproductive age
resort to this method and, curiously, their offspring born after BS present a
reduction in adiposity and lipid profile, compared to those born from the same
mother before BS [18,19]. However, the long-term consequences of maternal BS
on offspring are not completely clear, especially the action on BAT.

Reflecting its functional role, the BAT is characterized by a multilocular
profile of lipid deposition, a high quantity of mitochondria, dense vascularization
and innervations being a thermogenic specialized tissue [20]. The mitochondrial
inner membrane of the BAT adipocyte presents a high expression of uncoupling
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protein 1 (UCP1). The UCP1 generates and dissipates heat in a process known as
thermogenesis. These process results of a proton gradient, due to oxidative
phosphorylation (OXPHOS), mediated by the Electron Transport Chain (ETC):
complexes NADH—Ubiquinone Oxidoreductase (Cl), Ubiquinol-Cytochrome ¢
Oxidoreductase (Clll) and Cytochrome c oxidase (CIV). The lipids are primary
energetic substrates used to sustain the respiratory chain, thus lipolysis stimulated
by norepinephrine (NE) from the Sympathetic Nervous System (SNS) is essential
to maintain the thermogenesis process in BAT. Thus, histological aspects, as well
as UCPL1 expression, reflect the level of thermogenesis activity in BAT. However,
maternal malnutrition and obesity can program the BAT of offspring, contributing to
the disruption in energy homeostasis [11,12,13].

Considering the obesity frequently found in women of reproductive age and
the long-term effects of BS on the energy metabolism of offspring, the effects of
this procedure on thermogenesis and BAT (such as reduced obesity and increased
energy expenditure) cannot be disregarded. Thus, in the present study, we
evaluated, for the first time, the effects of maternal obesity and RYGB on
histomorphological parameters (UCP1 and the ETC complex (CI-CV) expression)
in the BAT of adult male offspring.

RESULTS
Biometric parameters of offspring of obese female rats submitted, or not, to
RYGB

Table 1 shows the effects of maternal RYGB on the body weight and growth
of male offspring at various growth stages. The maternal CAF diet did not
significantly alter the body weight of offspring throughout life. However, maternal
BS promoted a decrease in growth. Thus, the body weights of the CAF-SHAMF1
group at birth, weaning (30 days) and adulthood (120 days) were similar to the
body weights of CTLr1 rats of the same ages. In contrast, the body weights of
CAF-RYGBEF1 rats were lower at birth [One-way ANOVA, F,21=12.422, p=0.0001,
Bonferroni post hoc (p<0.05)], weaning [Kruskall-Wallis, p=0.49, Post-hoc Dunn
(p<0.05)] and adulthood [One-way ANOVA, F,21)=7.936, p=0.003, Bonferroni post
hoc (p<0.05)], compared to CTLF1 and CAF-SHAMF: rats.

The CAF maternal diet did not influence offspring growth. Thus, CTLr1 and
CAF-SHAME: rats showed similar NAL at 120 days of life. On the other hand, CAF-
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RYGB-F1 offspring presented a reduction in NAL, when compared to CTLr1 and
CAF-SHAMF: offspring, at 120 days of life [One-way ANOVA, F2,21)=7.357,
p=0.004, Bonferroni post hoc (p<0.05)]. Neither maternal CAF diet nor BS
significantly affected Lee’s Index at 120 days of life [One-way ANOVA,
F21=1.121, p=0.345].

The maternal CAF diet caused adiposity in adult offspring, and this
adiposity was modified by maternal RYGB. At 120 days of life, the offspring of the
CAF-SHAME1 group presented a higher WAT-R content than the CTLr1 offspring,
while the offspring of female rats submitted to the RYGB showed a reduction in
WAT-R, compared to offspring of non-operated female rats, resembling the CTLr1
group [One-way ANOVA, F,21)=6.14, p= 0.008, Bonferroni post hoc (p<0.05)].

Effects of maternal CAF diet and RYGB on BAT of adult male offspring

The maternal CAF diet increased the fat deposition in the BAT of male
adult offspring, while maternal BS prevented this accumulation of fat (Figure 1).
BAT weight was higher in animals of the CAF-SHAMF1 and CAF-RYGBF1 groups
compared to the BAT of the CTLr1 group [(Figure 1a), One-way ANOVA,
F,14=7.519, p=0.0001, Bonferroni post hoc (p<0.05)]. In CAF-SHAMF: rats,
reduction in nucleus number (Figure 1b). and increased adipocyte size (Figure 1c)
was observed compared to the BAT of the CTLr1 group. Conversely, BS abolished
these changes in the BAT of CAF-RYGB-1 rats (Figure 1f), which presented an
increase in the number of nuclei (Figure 1b) [One-way ANOVA, F(2,15=13.293,
p=0.001, Bonferroni post hoc (p<0.05)] and a reduction in adipocyte size (Figure
1c) [One-way ANOVA, F2,15=27.56, p=0.001, Bonferroni post hoc (p<0.05)],
compared to CAF-SHAMF:1 , resembling the CTLr1 group.

As a result of these changes (Figure 2), the fat area in the BAT of the CAF-
SHAMEF1 group (Figure 2h) demonstrated an average of 51% of the total BAT area
(Figure 2a). In contrast, the fat in the BAT of CAF-RYGBF1 rats (Figure 2i) was
30%, similar to that of CTLr1 rats [(28%), Figure 2g), One-way ANOVA,
F,15=54.23, p=0.001, Bonferroni post hoc (p<0.05)]. Consequently, the percentage
of BVM (Figure 2b) and nuclei (Figure 2c) decreased in the BAT of CAF-SHAMF1
rats to 47% (Figure 2k) and 2% (Figure 2n), respectively. Thus, the percentages of
BVM (66%, Figure 2I) and nuclei (4%, Figure 20) in the BAT of CAF-RYGBF1 rats
were similar to the percentages of BVM (67%, Figure 2j) and nuclei (5%, Figure
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2m) in the CTLr1 group [One-way ANOVA, F(2,15=46.036, p=0.0001 and
F,15=9.226, p=0.001, respectively. Bonferroni post hoc (p<0.05)].

Maternal CAF diet did not alter the expression of UCP1 in offspring (Figure
3). Although a 33% reduction in the expression of UCP1 was observed in the BAT
of CAF-SHAME: rats, this expression was statistically similar to that of CTLr: rats.
On other hand, maternal RYGB promoted changes in UCP1 expression. Thus, in
the CAF-RYGBF1 group, the expression of UCP1 was increased by more than
300%, compared to the CTLr1 and CAF-SHAMEr1 groups [One-way ANOVA,
F,9=14.604, p =0.001. Bonferroni post hoc (p <0.05)]

The maternal CAF diet altered the protein expressions of the Cl and CII|
complexes in the BAT of male adult offspring rats and maternal BS did not modify
this effect (Figure 4). Accordingly, a reduction of more than 85% in the expression
of Cl was observed in the BAT of the CAF-SHAMF1 and CAF-RYGBF1 groups,
compared to the BAT of the CTLr1 animals [One-way ANOVA, F,9=17.99, p
=0.001. Bonferroni post hoc (p <0.05)]. Similarly, the protein expression of Clll was
reduced by 50% in the BAT of the CAF-SHAMF1 and CAF-RYGBkF: rats, compared
to the BAT of the CTLrF1 groups [One-way ANOVA, F2,9=22.039, p =0.0001.
Bonferroni post hoc (p <0.05)]. Although the mean expression of CIV was 50% and
75% higher in the CAF-SHAMF1 group, compared to the CTLF1 and CAF-RYGBFr1
groups, respectively, this difference was not statistically significant [One-way
ANOVA, F(2,9=2.918, p = 0.105]. With regard to Cll [One-way ANOVA, F(,9=0.659,
p =0.541] and CV expression [One-way ANOVA, F2,9=0.178, p =0.840], there were

no statistical differences between the groups.

DISCUSSION

The DOHabD is the study of how the early developmental stages, such as
pregnancy and lactation, and early life environment can impact the risk of chronic
diseases from childhood to adulthood and the mechanisms involved [5,6,7,8,9].
Here, in support of this hypothesis, we show that offspring of obese female rats fed
on a CAF diet have high adiposity in adulthood. Similar findings were reported in a
study that evaluated the offspring of female rats resistant to obesity that were fed
western diet [27]. Data highlight the consequences of maternal diet on the adiposity
of offspring and show that maternal CAF diet induces metabolic dysfunctions such

as insulin resistance, glucose intolerance, dyslipidaemia, and hypertension,
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resulting in metabolic syndrome development [1,2,3,4,7,8,9,10]. These effects
create a vicious cycle of obesity in the next generations, which may explain the
prevalence of obesity in the world and suggest that this pathology may further
increase in the coming decades.

Thermogenesis in BAT is important for energy expenditure and adequate
body weight control. Thus, reduced thermogenesis, greater lipid deposition and
lower UCP1 expression in BAT occur frequently in obese rodent models [28,29].
Moreover, maternal obesity also results in the metabolic programming of BAT in
offspring, although contradictory results have been observed [11,12,13]. Our data
showed that the maternal CAF diet, from conception to lactation and weaning,
modulated the BAT of the offspring, resulting in high lipid deposition, with
hypertrophy of adipocytes and reduced proliferation of nuclei in the BAT of the
adult offspring, suggesting hypofunction of the BAT. The lipids are the main
energetic substrate for 3-oxidation in BAT, a process directly stimulated by NE
released from nerve terminals in the SNS [20]. Therefore, the reduction in -
oxidation decreases the magnitude of the proton gradient, resulting in lower UCP1
expression [20]. Although the reduction in UCP1, observed here in the BAT of
offspring born from CAF dams was not statistically significant, this observation
corroborates a study that showed that maternal HFD feeding during lactation
reduces UCPL1 expression in BAT of offspring, a response partly due to attenuation
of cellular B3-adregernic signalling [13]. Therefore, it is possible that the offspring of
obese female rats have lower lipid substrates due to reduced SNS activity in BAT
and, consequently, lower thermogenesis.

Moreover, in the present study, for the first time, we showed that maternal
obesity can programme the ETC in offspring, resulting in reductions in the
expressions of Cl and CIll in the ETC, and suggesting a reduced flux of energetic
substrates to oxidative phosphorylation. The Cl and CIII of ETC are part of
supercomplex I-1ll, which exerts central functions in oxidative phosphorylation
[30,31], but these complexes are often regarded as the major sites of mitochondrial
reactive oxidative species (mtROS) production [32,33]. Studies have shown that
mice fed with HFD demonstrated low activity and expressions of the OXPHOS
subunits in the liver [34] and developed left ventricular hypertrophy, which was
associated with a selective reduction in the activity of cardiac mitochondrial
OXPHOS complexes | and Il and increased malondialdehyde production, a marker
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of oxidative stress [35]. Thus, maternal obesity appears to exert deleterious effects
on the ETC of offspring, a factor that is associated with a reduction in UCP1
expression and predisposition to fat accumulation in BAT. These findings support
those of previous studies demonstrating that obesity and obesity-associated
pathologies are related to mitochondrial dysfunction, such as progression of aging
in adipocyte mitochondria, diabetes [36] and Cushing's syndrome [37]. Findings
emphasize the nutritional status of the mother on future diseases in offspring.

BS is currently the most widely adopted procedure to promote rapid weight
loss and to correct metabolic abnormalities, particularly in morbid obesity [14].
RYGB is a disabsorptive procedure that significantly reduces visceral WAT content,
restores insulin sensitivity and normalizes glucose and lipid homeostasis [38,39].
Children born from mothers that have undergone RYGB present a more adequate
glycaemic and lipaemic profile and reduced adiposity, when compared to children
born before the maternal BS procedure [18,19]. However, BS also promotes
deleterious effects on maternal health, such as nutritional vitamins deficiency,
increased risk of prematurity and predisposition to lower weight at birth [40]. In the
present study, adult male rats born from dams undergoing RYGB demonstrated
lower adiposity and reduced growth throughout life. Similar findings were reported
following vertical sleeve gastrectomy in obese female rats fed on a high-fat diet
(HFD), which increased the rate of small-for-gestational age offspring in rats [41],
suggesting intrauterine growth restriction caused by BS.

Herein, we demonstrated for the first time, that maternal RYGB is able to
avoid excessive lipid deposition in the BAT of offspring adult male rats born from
obese dams rats. Interestingly, this effect appears to be exclusively dependent on
overexpression of UCP1, without restoration of mitochondrial Cl and CIII complex
expression. These data reinforce the study of Cannon and Nedergaard [20], who
showed that UCP1 is the most important protein for thermogenesis, where its
activity and expression are directly related to the metabolic state and SNS activity.
Thus, it is possible that adult male rats born from obese dams submitted to RYGB
presented increased SNS activity and consequently higher BAT lipolysis rate,
providing free acids to stimulate UCP1 expression or activity, resulting in elevated
energy expenditure due to acceleration of the thermogenesis process. Thus,
elevated thermogenesis in BAT from offspring of obese dams submitted to RYGB

may explain the reduction in lipid area and increase in nuclei and BVM, as well as
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the reduction in visceral WAT content, as observed in the present study. In
addition, studies demonstrate that the increase in UCP2 in other organs occurs due
to the increase in mtROS signalling, which works as a protective mechanism
against oxidative stress [34,42]. Interestingly, Dimova et al [43] have shown that in
addition to intrauterine oxidative stress promote intrauterine growth restriction,
intrauterine oxidative stress promotes increased energy expenditure due to to
browning of WAT as indicated by higher Ucpl expression, protecting the offspring
against diet-induced adiposity, insulin resistance and hyperlipidemia.Thus,
increased UCP1 expression in the offspring of female RYGB rats may constitute a
mechanism to attempt to control mtROS production, since BS did not re-establish
the expressions of Cl and CIII.

Despite the important data reported in the present study, two limitations of
the investigation should be pointed out. The offspring in this study were fed on a
regular rodent diet throughout life and, thus, were not exposed to a hypercaloric
environment throughout development, as proposed by Gluckman [44], in the
predictive adaptive response. Moreover, BAT thermogenesis is more effective
activated by stressor conditions, such as, cold or exercise, and these situations
could demonstrate thermogenic dysfunction in BAT more clearly.

In conclusion, in the present study, we demonstrated that maternal obesity
can lead to BAT programming in offspring during adulthood, resulting in decreased
expressions of Cl and Clll in mitochondria, culminating in the excessive
accumulation of lipids in the adipocyte of BAT, possibly mediated by reduced [3-
oxidation flow. This hypofunction of BAT probably contributes to the high adiposity
found in the offspring of obese mothers. The maternal RYGB technique effectively
reduces adiposity in adult offspring, restoring the thermogenesis of BAT, by
promoting overexpression of UCP1, increasing B-oxidation and reducing fat
accumulation in BAT. These data reinforce the need to further study the

programming effect of maternal bariatric surgery on offspring.

METHODS

Animals: This study was approved by the Ethics Committee of the
Universidade Estadual do Oeste do Parana in 13/02/2015. We evaluated the first
generation of offspring (F1) obtained from earlier phases, as briefly described.
Female 21-day-old Wistar female rats were randomly divided into two experimental
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groups, according to the diet offered. The Control group (CTL; n = 13) received a
rodent diet (BioBase, Brazil), as recommended by AIN93 [21]. The Cafeteria group
(CAF; n = 32) received a cafeteria diet, according to a previously established
protocol [22]. At 65 days of life, half of the female CAF group rats were submitted
to RYGB, according to the protocol established by Hao et al. [23], while the other
half of the CAF group underwent simulated surgery. Thus, three groups were
formed: CTL, CAF-SHAM and CAF-RYGB (n = 13/ group). From 65 to 105 days of
life, female rats remained with their respective diets when mated (3 females / 1
male). After pregnancy, the females were separated into individual cages until the
birth of the pups. At birth, the numbers of pups in the offspring was adjusted to six
male rats per mother and were weaned at 30 days of life. The diets were
maintained during the pregnancy and lactation phases. The offspring (F1) were
denominated, according to the maternal groups: CTLr1: Offspring from mothers
that consumed rodent chow diet throughout life and were not operated; CAF-
SHAME1: Offspring from mothers that consumed the CAF diet throughout life and
were submitted to SHAM surgery; CAF-RYGBF1: Offspring from mothers that
consumed the CAF diet throughout life and were submitted to RYGB. All offspring
received, from 30 to 120 days of life, rodent diets (BioBase, Brasil) and water ad
libitum, and were maintained in adequate conditions of luminosity (7:00 - 19:00
hours) and temperature (23+2°C). The experiments were conducted according to
the guidelines of the National Council for Control of Animal Experiments
(CONCEA), and norms for animal care and maintenance, as recommended by The
Arrive Guidelines [24]. The experimental design is shown in Figure 5.

Biometric parameters and adiposity: The body weights (g) of the offspring
were determined during three phases: at birth, at weaning and at 120 days of life.
At 120 days of life, after a 12-hour fast, the naso-anal length (NAL; cm) was
measured and the Lee Index [(¥ (body weight) / NAL) x1000] was calculated [25].
After euthanasia, the abdominal wall was laparotomized and the retroperitoneal
WAT depot (WAT-R) was excised and weighed. The interscapular BAT depot was
also excised, weighed, cleaned and, subsequently, the two lobes were separated.
One lobe was immersed in fixative solution (4% paraformaldehyde) and used for
histological analysis, while the other lobe was transferred to RNAlater solution and

preserved in a freezer (-80 °C) for the Western Blotting (WB) technique.
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Histological and image analyses of BAT: After 24h in fixative solution, the
BAT fragment was washed, dehydrated in increasing alcohol solutions,
diaphanized in xylol and immersed in paraffin (Paraffin Wax). The tissues were
sectioned into 5-um sections using a Reichert Jung rotary microtome (Leica RM
2025 Microsystems Inc., Wetzlar, Germany) and haematoxylin and eosin (H&E)
were used for staining. Microscopic analysis of the stained preparations was
performed using an Olympus BX51 (Olympus microscope, Japan) and digital
photographs were taken with a 36-bit 1280x1024 pixel colour digital camera with a
DP71 controller (Olympus). Image J 1.42q software (Bethesda, MD, USA),
available on the NIH website (http://rsb.info.nih.gov/ij, accessed June 15, 2017),
was employed for analysis of the number of nuclei and adipocyte area (size of
adipocytes). Approximately 3-5 microscopic fields per section and three sections
per animal (6 rats per group) were analysed. In addition, the images were treated
with the aforementioned software tools, estimating the percentage (%) of the total
area occupied by nuclei, lipid droplets and other components, which were grouped
into the category of blood vessels and mitochondria (BVM).

Western blotting: The BAT fragment was thawed, washed in phosphate
buffer solution (PBS) and immediately homogenized for total protein dosage by the
Bradford method [26]. The samples were electrophoresed in SDS PAGE (10%),
transferred to nitrocellulose membrane (BioRad Laboratories) and blocked with
TBS, 5% albumin for 1 hour at room temperature. The nitrocellulose membrane
was incubated for 12 hours at 4 °C with primary antibody: OXPHOS (#ms604;
Abcam) or UCP1 (#14670; Cell Signalling Technology) (1: 1000 dilutions).
Antibodies against a-Tubulin (#3873; Cell Signalling Technology) or GAPDH
(#99545; Sigma Aldrich) were used as internal controls. The membrane was then
washed and incubated with secondary antibody; antibody dilution was performed
according to the manufacturer's instructions in TRIS-Tween buffer containing 30
g/L dry skimmed milk. Band detection was performed by chemiluminescence
(Pierce Biotechnology, Rockford, IL) after incubation with horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibody. Band intensities were quantified by optical
densitometry (Image J, National Institutes of Health, USA). Four rats per group
were used for Western blotting analysis of all proteins tested.

Statistical analysis: Data were analysed by Cook's distance. Normality was
verified by Shapiro-Wilk tests and homoscedasticity by the Levene test. Parametric
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data were evaluated by analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni post hoc (p
<0.05) and presented as means * standard deviation (SD). Nonparametric data
were analysed by the Kruskall-Wallis test and Dunn's test (p <0.05) and presented
with median and 25th and 75th percentiles. R Core Team (2018 - www.R-
project.org) and SPSS (PASW Statistics for Windows, version 18.0. Chicago) were
used for statistical analysis and Graph Pad Prism (Prism version 6.00 for Windows,

La Jolla California USA, www.graphpad.com) to display the graphs.
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Figure 1: Effect of maternal obesity and RYGB on BAT weight and the
nucleus number and adipocyte size in the BAT of male adult offspring rats.
CTLr, offspring of rats fed standard diet; CAF-SHAMF1, offspring of rats fed on
CAF diet and submitted to sham operation; CAF-RYGBFr1, offspring of rats fed on
CAF diet and submitted to RYGB (n=6 animals/group). The data are mean + DP.
Were analyzed the weight of BAT (Figure 1a), nucleus number (Figure 1b) and
adipocyte size (Figure 1c). Different letters indicate statistical differences by one-
way ANOVA and Bonferroni post-test (p <0.05). Representative photomicrograph
(insert) of BAT (40x), stained with H&E are showed in the figures 1d (CTLr1), 1le
(CAF-SHAM k1) and 1f (CAF-RYGBF1). Arrows indicate nuclei and boxes indicate
adipocyte area.

Figure 2: Effect of maternal obesity and RYGB on the distribution of fat,
nuclei and VCE in the BAT of male adult offspring rats.

CTLF1, offspring of rats fed standard diet; CAF-SHAMF1, offspring of rats fed on
CAF diet and submitted to sham operation; CAF-RYGBF1, offspring of rats fed on
CAF diet and submitted to RYGB (n=6 animals/group). The data are means + SD.
The percentages of the total area occupied by lipids (Figure 2a), BVM (Figure 2b)
and nuclei (Figure 2c) were analyzed. Different letters indicate statistical
differences by one-way ANOVA and Bonferroni post-test (p <0.05). Representative
photomicrograph (insert) of BAT (40x), stained with H&E are showed in the figures
2d (CTLF1), 2e (CAF-SHAMF1) and 2f (CAF-RYGBF1). The images were
processed with Image J Program as explained in methods section. Groups are in
columns. CTLF1, CAF-SHAMF1 and CAF-RYGBFL1. In rows original image (2d-
2f), adipocytes in yellow (2g-2i), BVM in blue (2j-21) and Nuclei in black (2m-20).
Fully treated image (2p-2r).

Figure 3: Effect of maternal obesity and RYGB on UCP1 expression in BAT of
adult male offspring.

CTLkr1, offspring of rats fed standard diet; CAF-SHAMF1, offspring of rats fed on
CAF diet and submitted to sham operation; CAF-RYGBF1, offspring of rats fed on
CAF diet and submitted to RYGB (n=4 animals/group). Data are represented as
means + SD. Different letters indicate statistical differences by one-way ANOVA
and Bonferroni post-test (p <0.05). UCP1, uncoupling protein 1.

Figure 4: Effects of maternal obesity and RYGB on the expression of
complexes (CI-CV) of the electron transport chain in adult offspring

CTLr, offspring of rats fed standard diet; CAF-SHAMF1, offspring of rats fed on
CAF diet and submitted to sham operation; CAF-RYGBF1, offspring of rats fed on
CAF diet and submitted to RYGB (n=4 animals/group). Data are represented as
means = SD. Different letters indicate statistical differences by one-way ANOVA
and Bonferroni post-test (p <0.05). ETC, electron transport chain. GAPDH,
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. ClI, CIl, Clil, CIV, CV, complex I-V.

Figure 5: Design of experimental groups.

Control Group (CTL), dams received standard diet throughout life (n=13); Cafeteria
Group (CAF), dams received cafeteria diet throughout life (n=32); Cafeteria Group
SHAM (CAF-SHAM; n=13), dams received cafeteria diet throughout life and were
submitted to sham operation; Cafeteria submitted to RYGB (CAF-RYGB; n=13),
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dams received cafeteria diet throughout life and were submitted to roux y gastric
bypass. Offspring (F1): CTLr1, offspring of rats fed on standard diet; CAF-SHAMF1,
offspring of rats fed on CAF diet and submitted to sham operation; CAF-RYGBk1,
offspring of rats fed on CAF diet and submitted to RYGB (n=6 - 12 rats/groups). ¢
Female; 4 male. The square (black) indicates the experimental design of offspring.
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Table 1. Effect of maternal obesity, induced by CAF, and RYGB on the
anthropometric parameters of male adult offspring rats.

Parameters CTLr CAF-SHAMr  CAF-RYGBr1  p-value
Body weightat ) 115 10,0022 0.013+0.003* 0.007 £0.001° 0.0001
birth (g)

Body weightat ~ 365[31.0~  425[34.0-~  230[180- |0
weaning (g) # 67.0]2 58.0]2 36.0]° '
Bodyweightat 505 6.39 38 370814562  303.7444.5°  0.003
adulthood (g)

NAL (cm) 22.63+0.572  22.67+0.822  21.42+0.74>  0.004
Lee Index 0.318+0.0052  0.319+0.007% 0.314+0.0062 0.345
WAT-R (g/100g) 0.615+0.212  0.950+0.34b  0.482+0.18%  0.008

Offspring (r1): CTLr1: Offspring from dams that consumed rodent chow diet throughout life
and were not operated; CAF-SHAMg;: Offspring from dams that consumed CAF diet
throughout life and were submitted to SHAM surgery; CAF-RYGBE:: Offspring from dams
that consumed CAF diet throughout life and were submitted to RYGB (n=6 rats/groups).
Data are means + SD. Different letters represent statistical differences between the
groups. One-way ANOVA, Bonferroni post-test (p<0.05). # Kruskall-Wallis, Dunn's test
(p<0.05), median and 25th and 75th percentiles.
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Figure 4
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7. ANEXO

Autorizacao do CEUA

unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parana

Pri-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagdo ' 5
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

PARECER DE PROTOCOLO

O protocolo intitulado “Homeostase glicémica e lipidica da prole de
ratos obesos submetidos & derivagdo gastrica em Y de Roux”, sob vossa
coordenagao, foi avaliado pelo CEUA como APROVADO para execugao.

ATENGAO!

O Certificado Experimental deste Protocolo, somente sera emitido
apos o encerramento das atividades previstas e apds o encaminhamento
do Relatério Final a0 CEUA. Este Parecer NAO tem valor como Certificado

Experimental.

Cascavel, 13/02/2015

Profa. Dra. LuGiana Oliveira de Farifia
Coordenadora do CEUA
Portaria n® 2729/2014 - GRE
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