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RESUMO

A dieta ocidental baseada no aumento de ingestdo de gorduras saturadas e
carboidratos simples, como a frutose, € uma importante modificagado do estilo de vida
que fornece aporte hipercaldrico aos individuos. Associada ao balango energético
positivo e as modificagdes ocasionadas pela gestagdo, pode causar obesidade e
trazer consequéncias a saude intestinal. Além dos impactos negativos na geragao
parental submetida, a transmissdo epigenética pode predispor as geragdes
descendentes as doengas cronicas como a propria obesidade, doenga hepatica nao
alcodlica, doencgas cardiovasculares e até desordens comportamentais. No presente
estudo, buscou-se avaliar a influéncia da suplementacdo de probidticos durante a
gestacdo de camundongos fémeas que receberam dieta hipercaldrica (HC) rica em
gordura saturada e carboidratos simples durante a vida adulta, gestacao e lactagao
sobre parametros metabdlicos nas maes e nas geragdes masculinas e femininas F1.
A dieta HC promoveu dislipidemia, maior adiposidade, maior coeficiente de eficiéncia
energética, maior area sob a curva para o Teste de Tolerancia a Glicose e menor taxa
de decaimento da insulina para o Teste de Tolerancia a Insulina. Os grupos que
receberam dieta HC apresentaram valores de leptina superiores aos seus respectivos
controles. O TNFa do grupo que recebeu dieta hipercalérica e suplementagao de
probidticos apresentou valores superiores aos de seus respectivos controles. Os
intestinos mostraram infiltragdes inflamatoérias leves. O grupo gestante que recebeu
dieta HC apresentou lipidose hepatica moderada a grave, porém quando
suplementado com probidtico, o tecido hepatico foi compativel com o do grupo
controle, ou seja, sem goticulas de gordura. Os camundongos descendentes das
geragdes F1, em que as méaes foram expostas a dieta hipercaldrica apresentaram
ganho de peso e alta adiposidade até a idade adulta, embora todos os filhotes fossem
alimentados com ragao padrao apos o desmame. O aumento do peso corporal final,
massa de tecido adiposo e glicose descendente do grupo gestante que recebeu dieta
HC, indica que a dieta experimental foi capaz de produzir caracteristicas
obesogénicas na prole. De outro modo, o grupo gestante que recebeu dieta
hipercaldrica quando suplementado com probidticos diminuiu a adiposidade e o peso

relativo do figado na geragdo F1 tanto em machos quanto em fémeas. Os machos



também apresentaram aumento nos niveis de colesterol HDL. Ainda sdo necessarios
estudos mais profundos, porém tem-se que, como conclusdo, o modelo experimental
utilizado para a dieta hipercalérica com a suplementacdo de probidticos alterou
parametros metabdlicos dos animais da geragdo FO, com efeito nos animais de

geragdes F1 de camundongos C57BI/6.

Palavras-chave: dieta hipercaldrica, probiéticos, prole, gravidez, camundongos.



ABSTRACT

The Western diet based on increased intake of saturated fats and simple
carbohydrates, such as fructose, is an important lifestyle change that provides
individuals with a high calorie intake. Associated with the positive energy balance and
the changes caused by pregnancy, it can cause obesity and have consequences for
intestinal health. In addition to the negative impacts on the submitted parental
generation, epigenetic transmission can predispose descendants to chronic diseases
such as obesity, non-alcoholic liver disease, cardiovascular diseases and even
behavioral disorders. In the present study, we sought to evaluate the influence of
probiotic supplementation during pregnancy of female mice that received a high-calorie
diet (HC) rich in saturated fat and simple carbohydrates during adulthood, pregnancy
and lactation on metabolic parameters in mothers and generations male and female
F1. The HC diet promoted dyslipidemia, greater adiposity, greater energy efficiency
coefficient, greater under the curve for the Glucose Tolerance Test and lower insulin
decay rate for the Insulin Tolerance Test. The groups that received the HC diet had
leptin values higher than their respective controls. The TNFa of the group that received
a high-calorie diet and supplementation of probiotics showed higher values than their
respective controls. The intestines showed mild inflammatory infiltrations. The
pregnant group that received the HC diet presented moderate to severe liver lipidosis,
but when supplemented with probiotic, the liver tissue was compatible with that of the
control group, that is, without fat droplets. Mice descended from F1 generations, whose
mothers were exposed to the high-calorie diet, showed weight gain and high adiposity
until adulthood, although all puppies were fed standard feed after weaning. The
increase in final body weight, mass of adipose tissue and glucose descended from the
pregnant group that received the HC diet, indicates that the experimental diet was able
to produce obesogenic characteristics in the offspring. Otherwise, the pregnant group
that received a high-calorie diet when supplemented with probiotics decreased
adiposity and the relative weight of the liver in the F1 generation in both males and
females. Males also showed an increase in HDL cholesterol levels. Further studies are
still needed, but it has to be concluded that the experimental model used for the

hypercaloric diet with the supplementation of probiotics changed the metabolic



parameters of animals of the FO generation, with effect on animals of F1 generations
of C57BI / 6 mice.

Keywords: hypercaloric diet, probiotics, offspring, pregnancy, mice
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1 Introducao

A transigao nutricional, por meio da ocidentalizagao da alimentagao, levou
ao aumento da disponibilidade de alimentos de elevado teor caldrico e ricos em
frutose, como refrigerantes e alimentos pré-preparados, como os processados e
ultra processados, que contribuem para o aumento da prevaléncia de doencas
cronicas nao transmissiveis (DCNT), como a obesidade (BRAZ et al., 2019).

A microbiota de cada individuo € unica, definida por fatores como
genética, tipo de parto, amamentacdo, idade, uso de antibidticos, dieta e
ambiente em que vive (LANG; EISEN; ZIVKOVIC, 2014; RAYMOND et al., 2016).
Estima-se conter 100 trilhdes de microrganismos, numero dez vezes maior que
a quantidade de células humanas (SHEN; OBIN; ZHAO, 2013). As diferencas na
microbiota intestinal entre animais magros e obesos ou seres humanos sugerem
uma ligacéo entre a microbiota intestinal e a homeostase energética, afetando
tanto a aquisigao de nutrientes quanto a regulacédo da energia adquirida (TAIRA
et al., 2015). Na obesidade, a forma como o organismo metaboliza os nutrientes
€ um fator essencial para agravar a patologia, de maneira que a composi¢céo da
microbiota intestinal determina a producéo de lipoproteinas lipases e modula a
absorcao de lipidios (SMITS et al.,, 2016). Cada populagdo bacteriana pode
manipular a absorgado de nutrientes de uma forma especifica (HOOPER et al.,
2001).

Além disso, estudos mostram que a alteracdo da microbiota tem relagao
direta com processos inflamatérios ligados a obesidade. A microbiota regula a
quantidade de leucdcitos presentes no trato gastrointestinal, sendo os neutrdfilos
e 0s macrofagos de grande importancia na inflamagéo aguda e cronica
(VANDENPLAS; HUYS; DAUBE, 2015; EREJUWA; SULAIMAN; AB WAHAB,
2014;).

Evidéncias recentes apontam que existe uma relagdo entre dieta,
microbiota intestinal, lipopolissacarideos (LPS) e obesidade. As alteragdes
metabdlicas observadas tém sido consideradas um achado para o
desenvolvimento de novas opg¢des de tratamento, principalmente no sentido de
modular a microbiota intestinal através do consumo de probiéticos (RODRIGO
et al., 2018; KOLIADA et al., 2017).
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Recentemente, mostrou-se a presengca de bactérias no ambiente
intrauterino. No periodo pré-natal, a microbiota exerce influéncia nos sistemas
imune e metabdlico (WALKER et al., 2017). Apds o nascimento, o intestino passa
a ser colonizado por bactérias envolvidas na digestdo de alimentos, regulagéo
energeética, sintese de vitaminas e producdo de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), protegdo contra patdogenos e na modulacdo do sistema imune
(RAYMOND et al., 2016).

Existe um interesse crescente na compreensao sobre qual a relagcéo entre
alteragdes na composigdo da microbiota intestinal e a ocorréncia de parto
prematuro, eclampsia, morte fetal intrauterina e alteracbes metabdlicas, como o
desenvolvimento de obesidade, diabetes mellitus tipo 2 e resisténcia insulinica
na infancia, e que se estendem até a vida adulta (JORDAN et al., 2017; NURIEL-
OHAYON; NEUMAN; KOREN, 2016).

Assim, entre os desafios atuais na area da Nutricao esta o de se elucidar
como a dieta e os probidticos podem contribuir para a modulagdo de microbiota

intestinal associada a saude.
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2 Revisao de literatura

2.1 Epidemiologia da obesidade

A obesidade ¢é resultado do balango energético positivo, decorrente da
reducao na pratica de exercicio fisico e do aumento no consumo de alimentos
hipercaléricos, fontes de agtcar e gordura. E uma doenca crénica ndo
transmissivel e epidémica caracterizada pelo acumulo excessivo de tecido
adiposo branco (TAB) (PALHARES et al., 2017; VALLE; DURCE; FERREIRA,
2008).

No Brasil, o sobrepeso e a obesidade atingem 53,8% e 18,9% da
populagao brasileira, respectivamente (VIGITEL, 2017). Segundo a Organizagao
Mundial da Saude (OMS), mais de 1,9 bilhdo de adultos com mais de 18 anos
apresentavam excesso de peso corporal em 2016. Acima de 650 milhdes de
adultos foram diagnosticados com obesidade, o equivalente a 13% da populagéo
adulta do mundo (11% dos homens e 15% das mulheres). A obesidade tornou-
se um dos problemas mais importantes de saude publica, pois é considerada
uma das cinco principais causas de morte no mundo, sendo fator de risco para
o desenvolvimento de diversas outras doengas como diabetes tipo 2 (DM2),
doencas cardiovasculares, dislipidemia, nefropatias e cancer (PALHARES et al.,
2017).

Paralelamente, os sinais e sintomas da obesidade podem ser agravados
conforme o grau de classificagdo proposto pela OMS: obesidade grau | para
indice de Massa Corporal (IMC) entre 30 e 34,9 kg/m2; obesidade grau Il para
IMC de 35 a 39,9 kg/m2 e obesidade grau lll para IMC = 40 kg/m2. Ainda, a
obesidade grave (grau lll) resulta em implica¢des para além dos aspectos fisicos,
afetando atividades da vida diaria, psicoemocionais, sociais e ocupacionais, o0
que pode ter influéncia significativa na qualidade de vida (WHITE et al., 2013).

No ambito da fisiopatologia, o balango energético positivo crénico
decorrente da elevada ingestao energética e reduzida pratica de atividade fisica
pode ser destacado como principal fator etiolégico. Uma influéncia importante no
balanco energético positivo é o estresse e a ansiedade, associados a ingestao
alimentar que, segundo a Diretriz de Obesidade (2017), tal associagdo é mais

frequente em mulheres. Somam-se ainda aos fatores etiolégicos da obesidade,
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componentes neuroendocrinos, genéticos, dietéticos, culturais, psicossociais,
além da composicao da microbiota intestinal a qual € uma perspectiva que vem
sendo intensamente estudada nos ultimos anos (TAUQEER; GOMEZ;
STANFORD, 2018).

Sabe-se que é necessario um balango negativo para proporcionar a
reducao de gordura corporal, assim, o tratamento clinico com dieta e restricdo
energética € a principal opgcado de tratamento. Existem evidéncias que a
orientacao de déficit energético de 500 kcal a 1.000 kcal diarias para redugéo de
peso acarreta reducao de 0,5 a 1 kg por semana (Diretriz de Obesidade, 2016).
Pode-se considerar eficaz uma redugao de peso maior ou igual a 1% do peso
corporal por més (ABALOVICH et al.,, 2016). Além do foco quantitativo e
qualitativo de alimentos ingeridos no tratamento dietético, € imprescindivel o
planejamento de estratégias comportamentais que estimulem a adesdo ao

tratamento para redugao de peso e manutengdo do mesmo.

2.2 Caracteristicas morfofuncionais do tecido adiposo

Essencialmente, todas as espécies animais evoluiram para armazenar
energia na forma de triglicerideos (TG) (SCHOETTL; FISCHER; USSAR, 2018).
O tecido adiposo é o principal 6rgao responsavel pelo armazenamento de
lipidios, podendo ser diferenciado em tecido adiposo branco (TAB) ou tecido
adiposo marrom (TAM). Ambos os depodsitos apresentam diferentes
caracteristicas morfoldgicas, funcionais e moleculares (BODIS; RODEN, 2018;
SCHOETTL,; FISCHER; USSAR, 2018; POUTAHIDIS et al., 2013).

Os adipdcitos do TAB contribuem para o reservatorio energético no
organismo, pois sdo capazes de armazenar lipidios na forma de TG, o que ocorre
em uma unica goticula lipidica, conferindo caracteristica unilocular. Por outro
lado, o TAM é multilocular, formado por adipécitos contendo multiplas pequenas
goticulas lipidicas, alto conteudo de mitocéndrias e é altamente vascularizado e
inervado (JEZEK; JABUREK; PORTER, 2019; SCHOETTL; FISCHER; USSAR,
2018). Diferente do TAB, o TAM tem como fungdo a manutengao da temperatura
corporal devido a alta capacidade que os adipocitos apresentam para dissipar

energia na forma de calor. Além disso, a participagdo do TAM na manutencao
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da homeostase energética também foi evidenciada na literatura (SCHOETTL;
FISCHER; USSAR, 2018; BODIS; RODEN, 2018; RAYMOND et al., 2016).

O local primario de armazenamento de energia varia entre as espécies.

Em humanos e roedores, os adipdcitos sdo organizados em dep0ositos de
TAB anatomicamente distintos, os quais podem ser divididos em depdsitos
viscerais e subcutaneos (TAB-SC) (SCHOETTL; FISCHER; USSAR, 2018). No
entanto, a proporc¢ao individual de TAB subcutaneo para TAB visceral varia de
acordo com a idade, sexo, nutricdo, homeostase energética de depositos
especificos e genética (BODIS; RODEN, 2018; SONG; YE et al., 2015).
Dependendo das diferengas especificas pelo sexo, o TAB visceral é responsavel
por 6% a 20% e o TAB-SC por 80% a 90% do tecido adiposo do corpo inteiro
(BODIS; RODEN, 2018).

O TAB visceral é considerado mais ativo, por apresentar maior
sensibilidade a lipdlise, e por isso maior liberagdao de acidos graxos (AG) e
secrecao de adipocinas relacionadas a inflamagao como a interleucina 6 (IL-6),
e resisténcia a ag¢ao da insulina. Ja o TAB-SC é responsavel pela maior
expresséo de leptina (BODIS; RODEN, 2018; ABESO, 2016).

O papel do TAB é armazenar lipidios na forma de TG através da
lipogénese e por disponibilizar AG pela lipdlise, gerando substratos para o
metabolismo energético, via B-oxidagcdo, em periodos de déficit calorico. A
regulagcédo desses processos ocorre através de nutrientes e sinais aferentes dos
sistemas neurais e hormonais, e depende das necessidades energéticas do
individuo (BODIS; RODEN, 2018; ZHANG, ZHI YUN et al., 2013).

A lipogénese inicia-se a partir da esterificagado do glicerol 3-fosfato com
acilCoA, é catalisada pela enzima glicerol 3-fosfato aciltransferase (GPAT)
formando 1-acilglicerol-3- fosfato (acido lisofosfatidico), reacao que ocorre tanto
no reticulo endoplasmatico quanto na mitocondria. Posteriormente, o acido
lisofosfatidico é esterificado com outro acilCoA, processo catalisado pela enzima
1-acilglicerol-3-fosfato  aciltransferase (AGPAT) localizada no reticulo
endoplasmatico e que resulta na formacéo de 1,2-diacilglicerol-3-fosfato (acido
fosfatidico). Foram identificadas oito isoformas de AGPAT, sendo a isoforma 2 a
principal encontrada no tecido adiposo (YUE et al., 2019).

O acido fosfatidico formado € ent&o utilizado na formagéo de diferentes

fosfolipidios ou para sintese do TG. Na sintese de TG, o grupamento fosfato do
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carbono 3 do acido fosfatidico é retirado pela agao da enzima fosfatase de acido
fosfatidico (PAP) formando 1,2-diacilglicerol (BODIS; RODEN, 2018).
Finalmente, um terceiro acilCoA é adicionado ao diacilglicerol pela agdo da
diacilglicerol aciltransferase (DGAT 1 e 2) formando os TG (BODIS; RODEN,
2018; LEE; SHIN; CHOUE, 2010) (Figura 1).

Glicerol-3-fosfato

AcilCoA
GPAT C
CoA SH

Acido lisofosfatidico

AcilCoA
AGPAT C
CoA SH

Acido fosfatidico

PAP C do
P

Diacilglicerol

AcilCoA
DGAT 1,2 C
CoA SH

Triglicerideos

Figura 1 - Biossintese de triglicerideos

A lipdlise consiste na hidrolise sequencial da molécula de TG, formando
subsequentemente diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG), glicerol e trés
acidos graxos livres (AG), processos estes catalisados respectivamente pelas
enzimas lipase de triglicerideos do adipécito (ATGL), lipase horménio sensivel
(HSL) e lipase de monoglicerideos (MGL) (BODIS; RODEN, 2018(Figura 2).

26



AG AG AG

16 Y, pac Y. mac Y, alicerol
ATGL HSL MGL

Figura 2 — Hidrolise do triglicerideo

Ja a lipogénese de novo, consiste em processos metabalicos a partir de
substratos diferentes de lipideos que resultam na sintese nas goticulas de
gordura do adipécito (BODIS; RODEN, 2018; SONG; ZIYI; XIAOLI; YANG,2018).
Esse processo ocorre pela conversao da citrato em acetil-CoA pela enzima ATP
citrato liase (ACL). A Acetil-CoA formada é convertida a malonil-CoA pela enzima
acido graxo carboxilase (ACC) que sera utilizada como substrato para sintese
de TG pela enzima &cido graxo sintase (FAS) (BODIS; RODEN, 2018; COATE
et al., 2013; SONG,; ZIYI; XIAOLI; YANG, 2018(Figura 3).

CITRATO —» ACETILCOA —» MALONILCoA —» AG
ACL ACC FAS

Figura 3 - Lipogénese de novo

2.3 Tecido adiposo e metabolismo

Sabe-se que o TAB em excesso contribui para o desenvolvimento da
resisténcia insulinica e DM2, e que o TAM esta envolvido na dissipagao de
energia na forma de calor, reduzindo a deposi¢ao de gordura. Nesse sentido, o
TAM tem sido um alvo terapéutico para o tratamento de doengas metabdlicas
(MONTANARI; POSCIC; COLITTI, 2017; NG et al., 2014).

A diferenciagao do tecido adiposo branco em marrom, termo conhecido
como ‘browning’ tem sido amplamente estudado em fungao do grande potencial
para modular o balango energético e prevenir doengas metabdlicas
(CHONDRONIKOLA; SIDOSSIS, 2019). Nesse contexto, a possibilidade de
diferenciar adipocitos com caracteristicas marrons no TAB, denominados de

bege, que aumentam a termogénese e o0 gasto de energia, pode contribuir no
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manejo da obesidade e sua comorbidades associadas (CHONDRONIKOLA;
SIDOSSIS, 2019; CODELLA; LUZI; TERRUZZI, 2018).

A atividade pro-inflamatdria das adipocinas e a infiltragdo de macréfagos
no tecido adiposo caracterizam a obesidade como um estado de inflamacao
cronica de baixo grau e tém importante relagdo com o aumento da resisténcia a
insulina, diabetes tipo 2, aterosclerose, bem como demais alteragdes
metabdlicas relacionadas a inflamagao (MORRISON et al., 2009).

Através da ativagao simpatica induzida pelo frio, o TAM aumenta a lipdlise,
a captacao de glicose e a biogénese mitocondrial. Além disso, leva a geragao de
calor, por meio da proteina desacopladora do tipo 1 (UCP-1) (JEZEK; JABUREK;
PORTER, 2019). A acdo da norepinefrina induz a formagdo do AMPc.
Subsequentemente, o AMPc promove a fosforilagdo de enzimas lipoliticas no
citosol. Os AG oriundos da lipdlise sao oxidados, e as concentra¢des de H+ no
meio intermembrana da mitocéndria aumentam por consequéncia (JEZEK;
JABUREK; PORTER, 2019). Enquanto o gradiente de prétons da respiracéo
oxidativa leva a sintese de ATP, a acdo da UCP-1 nas mitocdndrias do TAM
desacopla o gradiente de prétons, aumentando assim a liberagéo de energia na
forma de calor (JEZEK; JABUREK; PORTER, 2019; MONTANARI; POSCIC;
COLITTI, 2017).

Entre as consequéncias metabdlicas da adiposidade esta o aumento na
producao de citocinas pro-inflamatérias, como a interleucina 6 (IL-6) e o fator de
necrose tumoral (TNF-a). Essas citocinas podem promover resisténcia insulinica
(RI) através da inativagao do receptor de insulina via fosforilagdo do residuo
serina (HIROSUMI et al., 2002), através da inducdo da supresséo da proteina
supressora da sinalizagédo de citocinas 3 (SOCS3) (HOWARD; FLIER, 2006) e
ainda, através da produgdo de espécies reativas de oxigénio (HOUSTIS;
ROSEN; LANDER, 2006).

A adiponectina, adipocina secretada de maneira inversa a adiposidade
corporal, promove aumento da oxidacao de AG no musculo esquelético através
da ativacao do receptor por proliferadores de peroxissoma gama (PPAR-y) e da
proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) (JIALAL;
DEVARAJ, 2018), aumento da captagao de glicose nos adipdcitos (MELN et al.,
2019), aumento da secregéo de insulina e redug¢ao da concentragdo plasmatica

de glicose (TAIRA et al., 2015). Dessa forma, observa-se redugdo na sua
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concentragdo em roedores com doencas metabdlicas, como DM2 e obesidade
(JIALAL; DEVARAJ, 2018).

2.4 Consumo de frutose

A frutose é considerada um dos carboidratos fermentaveis (FODMAPS:
fermentable oligosaccharides, disaccharides, monosaccharides and polyols)
mais importantes. Na dieta humana ocidental, os carboidratos correspondem de
200 a 300g/dia ou a cerca de 40% a 50% da energia ingerida. Em paises da
América do Norte, a ingest&o diaria de frutose livre, ou seja, quando se exclui a
sacarose, é de cerca de 16g/dia. Se somado ao consumo de xaropes de milho,
ricos em frutose, pode atingir 60 a 100g/dia e até 150g/dia se somada a frutose
proveniente da sacarose (CLAYTON et al., 2015).

Estima-se no Brasil o consumo médio de cerca de 4,34g/dia de frutose
livre, originaria de frutas, doces, hortalicas e outros vegetais. A quantidade de
frutose provinda da sacarose é de aproximadamente 27,5g/dia. Nos ultimos anos
observou-se que a dieta da populagao brasileira vem sendo modificada com
tendéncia para redugdo do consumo de leguminosas, hortalicas e frutas e ao
crescente consumo de salgados industrializados, chocolates, refrigerantes,
pizzas e sanduiches prontos, 0os quais a grande maioria possui xarope de milho
nos ingredientes (IBGE, 2011; BARREIROS, 2005).

E um acucar de baixo custo utilizado na industria alimenticia em sucos,
doces, produtos adogados e embutidos. Tipicamente consumido como sacarose
(agucar de mesa) ou como componente do xarope de milho rico em frutose
(HFCS do inglés High-fructose corn syrup). O HFCS é extensivamente utilizado
em refrigerantes, produtos de padaria, geléias, lacticinios, biscoitos
industrializados e barras de cereais. A facilidade de manuseamento deste
adocante liquido e o seu baixo prego fizeram com que o seu uso aumentasse
progressivamente nos ultimos 30 anos em comparagdo com o da sacarose
(WILDER-SMITH et al., 2014) coincidindo assim com a incidéncia crescente da
obesidade (CLAYTON et al., 2015). E um carboidrato tipo monossacarideo, cuja
estrutura molecular apresenta-se na forma de hexose que, com a glicose, é
constituinte do dissacarideo sacarose. Também pode ser encontrada em tri e

tetrassacarideos, como a rafinose e a estaquiose, presentes em leguminosas
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como soja, lentilha, ervilha e feijao. Os carboidratos presentes nas leguminosas
nao sao completamente digeridos pelo organismo e sofrem fermentagao pela
acgao de bactérias no intestino grosso, com a produgéo de gases. A frutose esta
presente em outros polimeros denominados frutanos ou inulina que estao
presentes na cebola, chicdria, cereais e aspargos (FEDEWA, AMY; RAO, 2015).

Os enterécitos possuem enzimas capazes de clivar os dissacarideos
lactose, sacarose e maltose, entre outros pequenos polimeros de glicose. O
dissacarideo sacarose, por exemplo, divide-se em uma molécula de glicose e
outra de frutose. Assim, os produtos finais da digestdo de carboidratos sao todos
monossacarideos hidrossoluveis que sao absorvidos facilmente na corrente
sanguinea (TAPPY; LE, 2010). As etapas iniciais do metabolismo nao sao
dependentes de insulina, sendo largamente metabolizada sem exigir a secregéo
desse hormdnio e sem influéncia significativa na glicemia pos-prandial. Apesar
do seu metabolismo hepatico primario, sabe-se que parte da frutose parece ser
diretamente metabolizada nos enterocitos, onde é convertida em lactato e
glicose (PARKS et al., 2008).
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2.5 Adipogénese e organogénese

Durante o desenvolvimento do tecido adiposo, as células-tronco sao
sensiveis a sinais pro-adipogénicos (horménios e metabdlitos) (QASIM et al.,
2018). Esses sinais induzem uma série de modificagdes epigendbmicas nas
regides abertas do genoma, contendo genes adipogénicos, que precisam estar
acessiveis para a transcricao. Os perfis epigendmicos sao estabelecidos durante
a adipogénese, que ocorre em duas etapas: comprometimento das células-

tronco com o destino dos pré-adipécitos e diferenciacédo terminal.
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Nas células-tronco, a transcricdo de genes pluripotentes € ativa e os
genes adipogénicos sdo fechados pela presengca de marcas epigenéticas
repressivas (Metilagdo do DNA, H3K27me3 e H3K9me3). Durante o
comprometimento da linhagem, os genes adipogénicos sdo pausados pela
presencga de histonas bivalentes (H3K4me3 e H3K27me3), observado em pré-
adipdcitos. Durante a diferenciagao terminal, o estado bivalente é resolvido para
um estado ativo associado ao recrutamento dos primeiros fatores de C / EBPD,
receptor de glicocorticoide, SREBP-1c e ZFP423). Esses fatores de transcricao
induzem a reorganizagdo da cromatina para regides abertas do genoma
contendo genes envolvidos na segunda onda do fator de transcri¢do, sendo os
mais importantes o Pparg e o Cebpa. Os segundos fatores de transcricao se
ligam a cromatina e transcrevem genes adipogénicos (Glut4, Adipog e Lep)
(LECOUTRE et al., 2018; HOLTRUP et al., 2017; LECOUTRE; BRETON, 2015).

A adipogénese ocorre principalmente durante o desenvolvimento, isto €,
gestacédo e lactacdo. O tecido adiposo é formado ndo apenas no periodo
embrionario, mas também nas etapas pos-natal até a puberdade. A primeira
infancia e a puberdade sido periodos importantes para o desenvolvimento de
massa normal de tecido adiposo. De fato, em humanos e roedores, 0 numero e
o tamanho dos adipdcitos aumentam gradualmente até puberdade em condi¢des
fisiologicas (HOLTRUP et al., 2017).

ApoOs a puberdade, o numero e tamanho de adipécitos permanecem
estaveis (JIANG, YUWEI et al., 2014). Sob condicbes normais de dieta, os
adipécitos possuem um turn over de 10% ao ano em humanos € 10 a 20% ao
més em roedores. Porém, em ambientes obesogénicos, a expansao do tecido
adiposo pode resultar em aumento do tamanho e do numero dos adipdcitos
durante o desenvolvimento e a idade adulta (BERRY; JIANG; GRAFF, 2016).
Em roedores, a obesidade materna durante a gestacdo prejudica o
desenvolvimento e termogénese adaptativa do TAB na prole, com diminuigdo do
gasto energético, persisténcia da adiposidade, resisténcia a insulina e
intolerancia a glicose (SONG, YE et al., 2015; TREESUKOSOL et al., 2014).

Presente na adipogénese, o TAB secreta um grande numero de fatores
peptidicos conhecidos como adipocinas. Varias dessas moléculas, como leptina
e IL-6, sdo aumentados na obesidade e podem desencadear a inflamacao

cronica de baixo grau que liga obesidade com resisténcia a insulina (LECOUTRE
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et al., 2017). Entre eles, a leptina € um regulador critico de muitas fung¢des
fisiolégicas, da saciedade a imunidade (SONG, YE et al., 2015).

Foi relatado que os filhotes de ratos desmamados de maes obesas
apresentaram maior adiposidade, hipertrofia adipocitaria, hiperleptinemia e
expressao elevada do gene da leptina em TAM (LECOUTRE; BRETON, 2015).
A lactagao é caracterizada por atividade epigenémica ativa e remodelagéo das
sequéncias reguladoras da leptina (isto €, maior hidroximetilagdo do DNA e
modificagdes de histonas H3K4me1 / H3K27ac) em depdsitos subcutaneos e
viscerais com aumento dos niveis de expressao de RNAmM de Lep. No entanto,
na idade adulta, a regulagao positiva da Lep via epigenética persiste apenas no
TAB visceral (LECOUTRE et al., 2017), o que pode refletir diferengas na
programagao.

Nos ratos, uma dieta HFD durante a gravidez e lactagdo também leva a
metilacdo de H4K20 no promotor de Lep na prole, e esse efeito se torna mais
forte se a dieta materna continua por varias geragées (MASUYAMA et al., 2015).
Em um modelo de roedores multigeracional, mostrou-se que a dieta hipercal6rica
causou um ‘ciclo de alimentacado' exacerbando os processos pré-inflamatérios
do TA via hipometilagdo do DNA em genes de reconhecimento de padrbes
inatos, como TIr1 e TIr2 (DING et al., 2010). Esses dados sugerem que
modificagdes na dieta materna pode reprogramar o TAB da prole por meio de

mecanismos epigenéticos, que podem afetar a saude metabdlica futura.

2.6 O papel do TNF-a e da leptina

Ha mais de 20 anos se sabe que o tecido adiposo expressa o TNF-a.
Todas as células desse tecido sdo capazes de produzir citocinas, porém os
adipdcitos sdo as principais secretoras e expressam ambos 0s receptores que
medeiam a transducgao de sinal desencadeada por essa citocina, o TNFR | e Il.
Os genes que codificam esta citocina sdo expressos diferentemente no tecido
adiposo subcutaneo e visceral (FJELDBORG et al., 2014).

O TNF-a é uma citocina multifuncional, implicada em inflamacgao,
apoptose, citotoxicidade, producdo de outras citocinas como IL-1 e IL-6, e

inducao de resisténcia a insulina. Com relagdo aos adipdcitos, age diretamente
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em processos dependentes de insulina, incluindo a homeostase do metabolismo
de carboidratos e de lipideos, inibindo a lipogénese e estimulando a lipdlise,
tendo papel como importante regulador no acumulo de gordura no tecido adiposo
(FJELDBORG et al., 2014).

Inicialmente, pensava-se que a razao para o0 aumento séricos desta
citocina em obesos fosse a superprodugao pelo tecido adiposo. Entretanto,
atualmente tem sido reconhecido que esse aumento é devido a infiltracdo de
macréfagos M1 no TAB (LACERDA; MALHEIROS; ABREU, 2016; SPERETTA,;
LEITE; DUARTE, 2014). Independente do agente responsavel pelo aumento de
TNF-a, inumeros achados demonstram que niveis elevados desta citocina estao
relacionados com a resisténcia a insulina e, consequentemente, com a etiologia
do DM2 (FJELDBORG et al., 2014; GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011; VOLP et
al., 2008).

O TNF-a parece ter papel importante na fisiopatologia da resisténcia a
insulina através da diminuicdo da expressdao a superficie celular dos
transportadores de glicose (GLUT-4), fosforilagdo do substrato 1 dos receptores
de insulina (IRS-1) e fosforilagdo especifica do receptor da insulina (SPERETTA;
LEITE; DUARTE, 2014).

A producédo de TNF-a por células imunes pode ser estimulada também
por niveis aumentados de leptina. Essa citocina aparece em niveis elevados em
modelos animais de obesidade comparados aos controles magros, sendo um
importante intermediario entre inflamacéao e obesidade. Ele reduz a sensibilidade
a insulina, contribuindo para a resisténcia ao horménio (FJELDBORG et al.,
2014; SHIBATA et al., 2012).

Ha ainda indicios de que o aumento da expressao génica de TNF-a no
tecido adiposo bem como a sua elevada concentragao plasmatica poderiam
induzir a obesidade, em parte, por alterar a liberagdo na circulagao de outras
adipocinas, como o inibidor do ativador de plasminogénio-1 (PAI-1) e a
adiponectina. Ratificam essa hipotese resultados de experimentos envolvendo
ratos tratados com tiazolidinedionas. Foi verificada diminuicdo da expressao
génica de TNF-a no tecido adiposo bem como sensibilidade inalterada a insulina
neste tecido. Além disso, ocorreu aumento da expressao de PAI-1 e diminui¢ao
da adiponectina no tecido adiposo branco (GAZIOGLU et al., 2015).
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A HFD aumenta a expressao de TNF-a e outros fatores que caracterizam
0 aumento do processo inflamatério no tecido adiposo de camundongos
C57BL/6. Além disso, demonstra também que o aumento no processo
inflamatorio esta associado a aumentos concomitantes nos niveis de insulina,
leptina e glicose, reforgando a relagao do processo inflamatorio crénico de baixa
intensidade com a resisténcia insulinica (BRADLEY et al., 2008).

Existe correlacao positiva, em obesos, entre os niveis de TNF-a no tecido
subcuténeo e alteragdes no metabolismo glicémico, corroborando a associagéo
do TNF-a a resisténcia a insulina na obesidade (VOLP et al., 2008). Os
mecanismos da resisténcia a insulina induzida por TNF-a incluem a aceleracao
da lipdlise elevando acidos graxos livres na circulagdo, a diminuicao da sintese
de GLUT- 4 e da expresséao do receptor de insulina e do IRS-1 (FJELDBORG et
al., 2014).

A leptina € um hormdnio peptideo néo glicosilado que desempenha um
importante papel na homeostase energética (LACERDA; MALHEIROS; ABREU,
2016). E codificada pelo gene ob e produzida principalmente pelo tecido adiposo,
particularmente por adipocitos maduros diferenciados. Possui agao no cérebro,
principalmente hipotalamo, e em outros tecidos periféricos como células alfa-
pancreaticas, figado e sistema imunoldgico (ZHANG, DONG MEI; JIAO; KONG,
2017).

Os efeitos metabolicos incluem reducédo na ingestéo energética, estimulo
na captacado de glicose pelo musculo esquelético, na lipdlise no adipdcito, na
oxidagao de acidos graxos em diferentes tecidos (musculo, figado e tecido
adiposo), na expressdo de proteinas desacopladoras (UCPs) em diversos
tecidos, na termogénese no TAM tecido adiposo marrom e inibigdo na
gliconeogénese e lipogénese hepatica (LEE; SHIN; CHOUE, 2010). A
concentracdo e expressao de leptina estdo diretamente associadas a
adiposidade, mudancas no peso corporal e estado nutricional. A insulina € um
potente ativador da expressado e secrecdo de leptina. E estimulada também por
glicocorticéides, TNF-a e estrogenos (SAAD, ANTONIO F. et al., 2016; SAMPEY
et al., 2011). Em humanos a expressao do RNAm de leptina € maior no tecido
adiposo subcutaneo que no visceral (TRAN et al., 2019).

Na obesidade, a hiperleptinemia esta associada a resisténcia a leptina, no

qual o estoque de gordura esta aumentado em relacdo a capacidade de
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oxidacdo, levando consequentemente a esteatose hepatica e acumulo de
gordura em tecidos extra-hepaticos, como muscular e pancreatico. A
hiperleptinemia seguida da resisténcia a leptina pode ser uma causa da
disfungdo do adipdcitos, e da sobrecarga de lipidios em tecidos periféricos na
obesidade, favorecendo o desenvolvimento de resisténcia a insulina
(MASUYAMA et al., 2015).

2.7 Frutose e NAFLD (doenca hepatica gordurosa nao alcodlica)

Atualmente, a doenga hepatica gordurosa ndo alcoolica (NAFLD) e a
esteato-hepatite n&o alcodlica (NASH) estéo relacionadas as crescentes causas
de doenga hepatica e mortalidade e morbidade associadas a doencgas do figado.
Existem estimativas variadas de prevaléncia de NAFLD em geral populacgao,
sendo que 17-51% dos adultos tém NAFLD, enquanto uma meta-analise de
estudos de 2006-2014 estimou a prevaléncia de NAFLD de 24% (20-29%) na
populagdo em geral, amplamente baseada em estudos de populagbes nos
paises europeus (ESTES et al., 2018).

A NAFLD pode ser definida como o acumulo de figado de lipidios,
principalmente na forma de triglicerideos, sem ingestdo de quantidades
significativas de alcool e com a exclusdao de outras causas conhecidas de
esteatose, como medicamentos e toxinas (MUSSO et al., 2015).

A NAFLD é caracterizada como: tipo 1 - apenas esteatose, tipo 2 -
esteatose mais inflamacao, tipo 3 - esteatose mais lesdo hepatocelular e tipo 4 -
esteatose mais fibrose sinusoidal. O NASH é considerado a foma mais séria de
NAFLD (tipos 3 e 4) e também esta associada a cirrose e carcinoma
hepatocelular. A progressdo da NAFLD para NASH ocorre por conta de danos
causados por peroxidacgao lipidica e producao de radicais livres. A peroxidacao
lipidica € acompanhada por um resposta inflamatoria e ativagdo de células
estreladas, induzindo fibrogénese (CASTRO et al., 2011; MUSSO et al., 2015).

Day e James (1998) propuseram duas hipdteses para explicar a
progressdo da esteatose para inflamacéo, fibrose e cirrose. O primeiro é a
esteatose, causada pelo desequilibrio entre a formacdo e o turnover dos
triglicerideos. Acredita-se que a resisténcia a insulina (RI) afeta o primeiro passo

da NAFLD da seguinte forma: ativa a secre¢do de adipocitocinas pelos
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adipdcitos, altera a taxa de sintese e transporte de triglicerideos por hepatocitos
e aumenta a lipdlise em adipdcitos que liberam acidos graxos (acidos graxos néo
esterificados - NEFA) na circulagao portal, expondo o figado a niveis excessivos
de NEFAs. Levando a diminui¢do na fungado mitocondrial e um aumento na taxa
de sintese de novo e niveis de triglicerideos. Na presenga de NAFLD, outros
fatores, como inflamagao e aumento o estresse oxidativo provavelmente leva a
progressao para NASH, fibrose e necrose. A segunda é possivelmente causada
por adipocinas e espécies reativas de oxigénio, que aumentam a fibrogénese e
a peroxidacao lipidica.

O excesso no consumo de carboidratos simples, como a frutose provoca
a sintese de triacilglicer6is que se acumulam no figado, e esse acumulo é a
causa da NAFLD (TEIXEIRA et al., 2012). A sua ingestado também esta ligada a
gravidade da doenga hepatica gordurosa nao alcodlica, sendo visivel que
pacientes com NAFLD com maior consumo de frutose aumentaram inflamacéao
e fibrose do figado (PARKS et al., 2008). As dietas ricas em frutose constituem
um modelo experimental para NAFLD em que os animais comeg¢am a se exibir
resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, hipertriglicericidemia e hipertensao
(MASUYAMA et al., 2015).

2.8 O potencial transgeracional da obesidade

O aumento mundial da obesidade tem sido amplamente atribuido ao
ambiente obesogénico, o consumo de junk food e comportamentos sedentarios.
A mudancga na distribuigcdo do peso corporal também pode depender de inumeras
outras e mudangas comportamentais (QASIM et al., 2018; WESTERTERP;
SPEAKMAN, 2008). No entanto, uma proporg¢ao significativa da populagao
exposta a esse ambiente ndo se torna obesa (QASIM et al., 2018). Embora
diferengas interindividuais no peso corporal possam ser influenciadas por
variagbes genéticas nos genes relacionados ao metabolismo energético, o
genoma humano nao evoluiu no mesmo ritmo de aumento de prevaléncia da
obesidade aumentou. No geral, isso sugere que os fatores causais subjacentes
a obesidade s&o mais complexos do que se pensava anteriormente (MADSEN
etal., 2018) .
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Em particular, estudos em modelos animais e humanos demonstram que
a superalimentacdo materna, pode conferir risco aumentado de obesidade na
prole por transmissao ‘'agenética’ comumente referido como o ‘ciclo
intergeracional da obesidade'. Os mecanismos precisos pelos quais a exposi¢cao
as perturbagbes ambientais pode influenciar os resultados a longo prazo s&o
complexos e dependem do tipo, hora e gravidade da exposi¢cdo (LECOUTRE et
al., 2017).

Os efeitos deletérios da obesidade materna ocorrem durante periodos
especificos de gravidez e pos-natal em que memorias epigenéticas podem ser
adicionalmente configuradas ou moduladas. Para a programagédo do tecido
adiposo, o periodo sensivel coincide com o da adipogénese (LECOUTRE et al.,
2018). No entanto, o tempo de desenvolvimento da adipogénese difere
consideravelmente entre as espécies. Em roedores, a adipogénese é
particularmente ativa durante o periodo perinatal. Esses processos ocorrem
principalmente durante a ultima semana de gestacdao (as primeiras células
adiposas aparecem entre os dias 14 e 18 de gestacao) (BERRY; JIANG; GRAFF,
2016; HOLTRUP et al., 2017) e acelera durante a vida pos-natal precoce até que
os filhotes sejam completamente desmamados. Como resultado, as células-
tronco dos adipdcitos sédo particularmente sensiveis aos fatores maternos
durante a lactacdo (LECOUTRE et al., 2017).

Em ambas as espécies, a expansao do TA envolve hiperplasia e
hipertrofia (BERRY; JIANG; GRAFF, 2016; JIANG, X et al., 2013) de uma
maneira especifica para sexo e depoésitos subcutaneos versus viscerais
(BERRY; JIANG; GRAFF, 2016). Esta bem estabelecido que o TA hipertréfico
exibe um fendtipo metabdlico mais pernicioso comparado ao TA hiperplasico.

Estudos em roedores sugerem que os mecanismos moleculares que
conduzem a hiperplasia adipocitaria em uma HFD sao distintos aos mecanismos
que regulam o estabelecimento do numero de adipdcitos durante o
desenvolvimento (JIANG, X et al., 2013). Além disso, o periodo perinatal € um
periodo de rapido crescimento e remodelamento epigenético do TA, durante o
qual a progénie € particularmente sensivel a fatores de maneira especifica ao
sexo e ao local de depésito do tipo de tecido adiposo. E possivel que processos

epigenéticos induzidos durante o desenvolvimento persistam ao longo da vida,
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fornecendo uma base para a memdria celular, criando o “link” entre a obesidade

materna ao aumento do risco de adiposidade na prole (WATANABE et al., 2018).

2.8.1 Programacgao do Desenvolvimento e Transmissao

Transgeracional da Obesidade

Um ambiente adverso nos periodos de pré-concepgdo, gestagao e
lactacao parece afetar o fenétipo da prole em desenvolvimento e das geragdes
subsequentes, mesmo sem estressores ambientais (SARKER et al., 2019). Por
exemplo, quando a mé&e gravida € obesa, trés geragdes sao efetivamente
expostas simultaneamente: a mae gravida (F0), o feto (F1) e a linha germinativa
do feto (o futuro F2). Estes sdo considerados efeitos parentais diretos sobre o
sistema somatico de células do embrido F1 em desenvolvimento e / ou feto e,
também, no desenvolvimento de células germinativas (que se tornardo gametas
adultos de F1) e, por sua vez, podem afetar a prole de F2 (LECOUTRE et al.,
2018). Assim, a exposicao direta durante o periodo perinatal da mae obesa FO
pode ter efeitos intergeracionais em F1 e F2. Portanto, um efeito transgeracional
€ encontrado em geragdes que nao eram diretamente expostos ao insulto
(HOLTRUP et al., 2017).

Embora a implicagdo dos mecanismos epigenéticos nos efeitos
intergeracionais seja amplamente aceita, a heranga transgeracional que requer
uma transmissdo epigenética da linha germinativa ainda € uma questdo de
debate. Uma grande limitagcdo a heranga epigenética € a reprogramagao
epigendémica. Isso ocorre durante o desenvolvimento embrionario e a maturagao
da linha germinativa, quando o DNA e as modificacbes sado redefinidas
(KIRCHNER et al., 2010).

A exposigao a HFD materna em camundongos resultou no aumento da
massa corpérea e em redugao da sensibilidade a insulina que permaneceu até
a geragao F2, tanto via linhagens paterna e materna (DUNN; BALE, 2009).
Trabalhos adicionais, analisando a geracdo F3 mostraram que as fémeas
exibiam massa corporea aumentada e os machos alteragdes na homeostase da
glicose, porém esses efeitos s6 foram transmitidos via linhagem paterna
(LECOUTRE et al., 2018).
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O estudo de Sarker et al. (2019) mostrou a contribuicdo da exposigcéo
materna a HFD em diferentes estagios de pré-concepgéao, gestacéo e lactagéo
para induzir fendtipos relacionados a disturbios metabdlicos. A exposicao
materna a HFD no periodo pré-concepgao a curto prazo n&o afeta a fisiologia
dos filhos. Porém, na lactacdo leva ao aumento dos niveis de dopamina, que
pode precipitar os sintomas positivos a caracteristica obesogénica na
descendéncia.

Essas observacbes exigem investiga¢cdes adicionais para identificar os
mecanismos envolvidos nesse periodo especifico e fornecer novos alvos para
intervencgdes terapéuticas precoces, a fim de reverter a epidemia de obesidade
em mulheres em idade fértil e, por sua vez, minimizar as consequéncias para a
saude da geracdo futura (SARKER et al., 2019; DONKIN; BARRES; 2018;
AIKEN; OZANNE, 2014).

2.9 A microbiota intestinal

O corpo humano, desde a pele até o trato gastrointestinal, &€ colonizado
por um conjunto diversificado de microrganismos, denominado microbioma,
composto por bactérias, virus, fungos e protozoarios. Os principais filos de
bactérias encontrados sdo: Bacteroidetes, Proteobacteria, Firmicutes e
Actinobacteria (RIBEIRO; RIBEIRO, 2017).

As fungbes de absorgao nutricional, prote¢ao contra patégenos invasores,
restricdo na passagem de substancias e secre¢do hormonal sdo caracteristicas
do epitélio intestinal. O intestino € composto por quatro agrupamentos de células:
placas de Peyer, lamina propria, linfonodos mesentéricos e linfécitos intra-
epiteliais ( HUTTENHOWER et al., 2012), e é considerado o maior compartimento
do sistema imunoldgico do corpo humano. A diferenciagao e renovagao celular
acontecem em células multipotentes préximas a base da cripta e as novas
células migram em diregdo ao apice da vilosidade, com excegao das células de
Paneth, cuja rota é descendente rumo a base da cripta (LONG et al., 2016; NG
etal., 2014).

A composigado da microbiota pode variar em diferentes regiées do corpo
humano, sendo que a microbiota intestinal apresenta maior diversidade e

complexidade de microrganismos, competindo apenas com a cavidade oral. A

40



exposicado a uma baixa diversidade bacteriana nos primeiros dias de vida, inibe
ou atrasa a maturacao do sistema imunitario da mucosa intestinal, aumentando
as respostas imunitarias exacerbadas e as doengas alérgicas, sendo este o
fundamento da hipotese da higiene, que sugere que infec¢gdes na primeira
infancia diminuem a tendéncia para desenvolver doengas alérgicas. (THOMAS;
OCKHUIZEN; SUZUKI, 2014b).

A estabilidade da microbiota intestinal é alcancada ainda na infancia e, no
adulto, existe uma estabilidade consideravel, porém as proporgdes dos filos
bacteriano podem variar entre individuos (UMU et al., 2016), devido a genética,
o estado nutricional, habitos alimentares, estado de saude e pratica de exercicio
fisico (CODELLA; LUZI; TERRUZZI, 2018; WHITE et al., 2013; LEY et al., 2005)

A microbiota intestinal e seu hospedeiro estabelecem uma relagao
simbidtica, na qual as bactérias possuem capacidade de assimilar e modificar
componentes do seu ambiente e produzir novas moléculas que podem ser
benéficas ou maléficas. Essa relagao entre a microbiota e o hospedeiro influencia
a protegdo das mucosas intestinais, o metabolismo, inclusive na degradacéo de
alimentos, a fisiologia e a fungdo imune do hospedeiro, de modo que a
consequéncia desta associagcdo pode ser positiva ou negativa para saude e/ou
para doenca (ZHANG, CHENHONG et al., 2010).

Em individuos obesos pode-se observar na microbiota intestinal a
prevaléncia de genes bacterianos relacionados ao processo inflamatério. Niveis
elevados de citocinas pré-inflamatérias, como as observadas na obesidade, e a
hiperinsulinemia alteram as propriedades de barreira do epitélio intestinal, que &
a primeira linha de defesa do organismo contra ingestdo de agentes téxicos,
propiciando o extravasamento da endotoxina da membrana externa de bactérias
gram-negativas na circulagao portal, expondo o figado aos lipopolissacarideos e
contribuindo para as morbidades relacionadas ao excesso de peso (BRUN et al.,
2007).

Evidéncias apontam que a colonizagdo microbiana pode comecar in utero
e que, a depender do tipo de microbiota, observam-se partos prematuros,
disturbios metabdlicos, gastrointestinais e alérgicos. Porém, ainda € nao é
possivel determinar as ligagdes entre microrganismos especificos e as
comorbidades na mulher gravida e no bebé. Sugere-se que a colonizagéo

primaria prediga a ecologia microbiana e a imunidade tardias

41



(LAGKOUVARDOS et al., 2016). Sabe-se que a colonizagéo por Lactobacillus e
Bifidobacterium em adultos é protetora contra disturbios metabdlicos, sendo
estes os probidticos mais amplamente estudados (WALKER et al., 2017;
CLAYTON et al., 2015).

N&o ha consenso sobre o tamanho e a composigdo da microbiota
intestinal saudavel, entretanto, sugere-se que a contagem inferior a 480.000
genes bacterianos esta relacionada a maior adiposidade, RI, dislipidemia e
inflamagé&o sistémica (COTILLARD et al., 2013; LE CHATELIER et al., 2013;
TURNBAUGH et al., 2009). Apesar de nao ser possivel estabelecer um papel
causal da microbiota intestinal no desenvolvimento das alteracbes metabdlicas
relacionadas a obesidade, estudos com intervencédo dietética sugerem que a
modulagdo da microbiota intestinal pode melhorar parametros de risco
metabdlico (LUNDBERG et al., 2017).

2.9.1 A microbiota intestinal na gestacao

A alteragcdo da composicdo das bactérias da microbiota intestinal pode
modular a saude do hospedeiro, afetando o seu metabolismo, imunidade e
horménios. Estas mudancgas também séo observaveis na gravidez e a medida
que esta progride. Estudos sugerem que a microbiota sofre profundas mudancgas
na gravidez associadas a adaptagdes fisioldégicas e imunoldgicas durante este
periodo (CHEN et al., 2017; WALKER et al., 2017).

Sabe-se que a composi¢cdo da microbiota intestinal varia ao longo da
gestagéo, mas no primeiro trimestre € semelhante a da mulher ndo gravida. Com
0 avangar da gestacdo ocorre aumento do filo Firmicutes, Actinobacteria,
Proteobacteria e reducdo de Bacteroidetes (JORDAN et al., 2017; NURIEL-
OHAYON; NEUMAN; KOREN, 2016). Ainda no periodo pré-natal, a microbiota
exerce influéncia no metabolismo materno, e fetal (WALKER et al., 2017). Por
essa razao, modificagdes na sua composic¢ao relacionam-se ao parto prematuro,
complicagbes cardiometabdlicas, enterocolite necrosante, eclampsia, morte fetal
intrauterina, restricdo do crescimento do feto e obesidade (JORDAN et al., 2017;
NURIEL-OHAYON; NEUMAN; KOREN, 2016).
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2.9.2 A microbiota vaginal e placentaria

O género mais expresso na microbiota vaginal é o Lactobacillus, sendo
associado a saude e normalidade vaginal. As espécies mais frequentemente
isoladas sao: Lactobacillus gasseri, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus
Jensenii e Lactobacillus iners. Estas espécies sao produtoras de acido latico, que
mantém o pH baixo, inferior a 4,5, e bacteriocinas que conferem protecao contra
a invasao de organismos patogénicos, prevenindo, assim, infe¢des do trato
urogenital (NURIEL-OHAYON; NEUMAN; KOREN, 2016).

Quando ocorrem falhas nas barreiras de protecdo podem ocorrer
complicagbes como a vaginose bacteriana, levando ao parto prematuro, a
infecdo do fluido amnidtico e corioamniotite. Pensa-se que a maioria destas
infecdes ocorrem quando micro-organismos da parte inferior do trato genital
ascendem e acedem ao fluido amnidtico (VINTURACHE et al., 2016). Porém,
sabe-se que ao longo da gravidez, ha aumento das espécies de Lactobacillus,
cuja principal fungao € a protecao contra bactérias patogénicas (CHEN et al.,
2017; NURIEL-OHAYON; NEUMAN; KOREN, 2016).

Evidéncias sugerem a presenga, em baixa densidade, de bactérias
comensais, quebrando o paradigma do ambiente estéril desse 6rgao. Porém, é
preciso uma avaliagdo detalhada para que esse resultado nao seja por
translocagao, no processo de obtengdo das amostras, principalmente quando o
parto é vaginal. Entre seus efeitos, ainda a esclarecer, esta o fornecimento de
determinantes antigénicos, favorecedores do desenvolvimento da imunidade
inata (PELZER et al., 2017; HUTTENHOWER et al., 2012).

Estudos sugerem que a maior parte das infegbes intra-uterinas
associadas ao parto prematuro, tém origem no trato genital inferior e ascendem
ao ambiente intrauterino. Contudo, recorrendo a tecnologias de analise de
material genético, a maior parte das espécies detectadas na placenta nao se
assemelham as do trato urogenital, mas sim as comensais da cavidade oral
(PRINCE et al., 2016; HUTTENHOWER et al., 2012). Porém, apesar do esforgos
e estudos recentes, a placenta continua sendo um dos 6rgdos menos conhecidos

do corpo humano no que diz respeito a sua microbiota.
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2.10 Microbiota, permeabilidade intestinal e a inter-relagao com o

consumo alimentar

O consumo alimentar pode influenciar a composicdo da microbiota
intestinal, e esta por sua vez pode interagir com o metabolismo do seu
hospedeiro (WHITE et al., 2013). Varios autores hipotetizam que esse efeito é
decorrente da qualidade e quantidade dos nutrientes ofertados pela dieta e sua
capacidade de proporcionar um ambiente favoravel as bactérias intestinais,
estimulando seletivamente a proliferacdo e/ou atividade de bactérias desejaveis
(THOMAS; OCKHUIZEN; SUZUKI, 2014; DELZENNE; NEYRINCK; CANI,
2013). Assim, a capacidade de interagéo, adaptagao e competicao da microbiota
por substrato determina a sua presenga e abundancia no microbioma intestinal
(WHITE et al., 2013).

Dentre os componentes alimentares que podem modular a microbiota
intestinal estdo os prebidticos, que sdo carboidratos nao digeriveis e lignina
presentes de forma intacta nas plantas, e as fibras funcionais, que sao
carboidratos nao digeriveis isolados e que apresentam efeitos fisiologicos
benéficos. Fibras dietéticas e funcionais, proteinas ou peptideos que nao sao
digeridos pelas enzimas do trato gastrointestinal sofrem fermentacédo pela
microbiota do ceco e do célon, produzindo acidos graxos de cadeia curta (AGCC)
(HUTTENHOWER et al., 2012; LEY et al., 2005).

Sao trés, os principais AGCC sintetizados: acetato, propionato e butirato.
O acetato desempenha papel no controle do consumo alimentar, o propionato
na diminui¢do de triglicerideos hepaticos e aumento a sensibilidade insulinica, e
o butirato, por ser fonte de energia para células intestinais, como os enterdécitos
e atua na prevengdo da obesidade (MCNABNEY; HENAGAN, 2017;
WEITKUNAT et al., 2016). Em menor quantidade pode ocorrer a produgao de
isobutirato, 2-metilbutirato e isovalerato, sendo que estes ultimos sdo originarios
da fermentacido de aminoacidos de cadeia ramificada valina, isoleucina e leucina
(COATE et al., 2013; GIBSON; FULLER, 2000).

Esta complexa interacdo entre consumo alimentar, microbiota e
hospedeiro evidencia a habilidade das bactérias atuarem na recuperacao de

energia da dieta, na transformacdo de carboidratos digeriveis, aminoacidos e
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vitaminas (WIKOFF et al., 2009), participando das vias metabdlicas do
hospedeiro (WHITE et al., 2013).

As bactérias que colonizam o intestino humano desempenham papel de
destaque na génese da obesidade e de outras DCNT, como DM2 e a
aterosclerose (KOETH et al., 2013; LARSEN et al., 2010). O estudo de Zhang et
al. (2010) mostrou que ratos, alimentados com dieta hiperlipidica, apresentam
diminuicdo de Bacteroidetes e Firmicutes. Um estudo com diferentes tipos de
dietas revelou que o enterétipo Bacteroides, em seres humanos, esta associado
com pessoas cuja dieta contém mais gordura saturada durante longos periodos
de tempo, enquanto o enterétipo Prevotella é predominante em pessoas que
consomem mais carboidratos.

A dieta pode influenciar no desenvolvimento da endotoxemia, entre os
fatores dietéticos, a ingestdo de gordura saturada e frutose tem se destacado,
uma vez que dietas tipicamente ocidentais sao caracterizadas por maior
consumo de lipidios e carboidratos, o que pode justificar, o alto indice de DCNT
em paises ocidentais (MUSSO et al.,, 2015). Outros compostos, tais como
probiéticos podem influenciar o LPS circulante, de maneira a diminuir os seus
valores ( TAIRA et al., 2015; DELZENNE; NEYRINCK; CANI, 2013; LAPARRA,;
SANZ, 2010; MANCO; PUTIGNANI; BOTTAZZO, 2010; SPRUSS et al., 2009).

Dietas ricas em gordura sdo dadas para induzir obesidade e alteragbes
metabdlicas em modelos animais e parecem estar associadas a aumentos na
concentracdo plasmatica de LPS. O teor de gordura e a composi¢cao das
refeicdes influenciam a ocorréncia e o tempo de pico na concentragao de LPS.
E possivel que, quanto mais rapido for o pico de LPS e retornar aos niveis basais,
menor a ativacéo inflamatéria (AMAR et al., 2008; JIALAL; DEVARAJ, 2018;
MOREIRA, 2013).

O potencial de uma dieta hiperlipidica em elevar os niveis de LPS no
sangue tem sido confirmada em estudos com seres humanos (HARDIKAR et al.,
2015; LAUGERETTE et al., 2014). Considerando a dieta ocidental, sugere-se a
adocao de dietas com conteudo normolipidico. Um estudo avaliou o consumo de
duas refei¢des isocaldricas (910 kcal) em individuos saudaveis e eutroficos, com
indice de massa corporal < 25 kg/m2, sendo uma refeicao hiperlipidica e a outra
normolipidica: dieta 1: 41% de carboidratos, 42% de lipidios e 17% de proteinas;

dieta 2: 58% de carboidratos, 27% de lipidios e 15% de proteinas, segundo
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recomendagdes da American Heart Association. A refeic&o rica em lipidio induziu
0s seguintes aumentos: LPS plasmatico, expressdao do TLR-4 e geragédo de
espécies reativas de oxigénio (GHANIM; SIA; UPADHYAY, 2011).

Mais do que conteudo total de lipidio, o perfil de AG da dieta parece ter
impacto na endotoxemia. Fontes de gordura (gordura do leite, 6leo de palma,
colza e girassol) que diferem em seu perfil de acidos graxos foram dadas aos
roedores. O inicio da inflamagédo nao se correlacionou com o ganho de peso
corporal. A endotoxemia nao foi associada ao conteudo de gordura na dieta (22%
vs. 3% do conteudo caldrico total), mas sim a qualidade lipidica. Apesar da
endotoxemia aparentemente mais alta, o grupo alimentado com colza mostrou
inflamacao menor do que o grupo alimentado com o 6leo de palma. Como os
oleos de colza e girassol e a gordura do leite resultaram em niveis plasmaticos
semelhantes de citocina pré-inflamatdria, apesar das diferentes estruturas de
acidos graxos e TG, ainda sao necessarios estudos para elucidar as diferengas
e semelhangas entre as diferentes fontes de gordura (LAUGERETTE et al.,
2014).

A translocacdo de LPS, favorecida pelo consumo de dietas ricas em
lipidios e frutose, pode ser compensada com a administragao de probidticos, por
meio da melhora na microbiota e permeabilidade intestinal (BUTEL; WALIGORA-
DUPRIET; WYDAU-DEMATTEIS, 2018; TAIRA et al, 2015, THOMAS;
OCKHUIZEN; SUZUKI, 20142; MANCO; PUTIGNANI; BOTTAZZO, 2010 ). Um
estudo com camundongos tratados com HFD, mostrou que quando
suplementados com Lactobacillus johnsonii BS15, foi capaz de impedir a NAFLD
induzida por HFD através da melhora da disfungdo mitocondrial e reducéo da
permeabilidade intestinal, observado pelo nivel sérico de LPS, por meio da
modulagao da microbiota intestinal (CANI et al., 2008).

O transplante de microbiota fecal (FMT) de roedores magros, alimentados
com dieta controle e obesos (HFD) para animais germ-free foi eficaz em mostar
0 ganho de adiposidade e maior extragcdo de calorias provenientes da dieta
daqueles animais transplantados com a microbiota de obesos, comparados aos
que receberam a microbiota de animais magros, mesmo sem acréscimo no
consumo de ragao. Dessa forma, sugere-se que as caracteristicas da microbiota

dos animais obesos por si sO, contribuem para o acumulo de gordura e ganho
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de peso (THOMAS; OCKHUIZEN; SUZUKI, 2014a HARRIS; KASSIS; CHOU,
2012).

Apesar dos inumeros estudos, ainda nédo se pode afirmar qual a exata
relagao entre os macronutrientes da dieta e a alteracao de vias metabdlicas que

darado origem as DCNT por meio da alteragdo da microbiota intestinal.

2.11 A disbiose intestinal

A disbiose é uma alteragdo na composicao da microbiota, associada ao
desequilibrio entre bactérias protetoras e bactérias patogénicas, com redugéo
da diversidade taxondmica de espécies (DE ALMADA et al., 2015). Pode ser
ocasionada por agentes patogénicos endogenos, quer seja pela inflamagao
reativa no hospedeiro, uso de antibiéticos e doencas de base ou fatores
externos, como a dieta e o meio ambiente em que o individuo se encontra
(MIZOCK, 2015).

A disbiose apresenta um agravante quando associada com outros
disturbios, como aumento da permeabilidade intestinal e a constipagao intestinal.
Em uma microbiota anormal, a quebra dos peptideos e reabsor¢ao de toxinas do
lumen intestinal, ocorrem de maneira inadequada, induzindo o surgimento de
doengas pelo nado funcionamento das fungdes da microbiota intestinal
(PETERSON et al., 2015)

Estudos sugerem que uma microbiota intestinal com baixa diversidade
bacteriana esta associada ao risco aumentado de doengas gastrointestinais
como a sindrome do intestino irritavel, doenca inflamatdria intestinal e diarreias
infecciosas, além de doengas extraintestinais como alergias e doencgas
metabodlicas, como a obesidade (DE ALMADA et al, 2015, THOMAS;
OCKHUIZEN; SUZUKI, 2014b). Ainda é dificil e seria importante afirmar, nesta
associagao, se a alteragao da composi¢cao da microbiota é causa da doencga, ou
se essa alteragdo € consequéncia de uma microbiota intestinal patologica
(PETERSON et al., 2015).

Um dos fatores que tem importante contribuicdo para o desequilibrio da
microbiota intestinal € a ma digestdo, em que o estbmago produz acido

insuficiente para extinguir as bactérias patogénicas ingeridas na maioria das
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vezes com alimentos. Além disso, outros fatores com importancia clinica sao o
abuso do laxante, o consumo excessivo de alimentos ricos em gorduras
saturadas e frutose, exposi¢ao a toxinas ambientais e o estado imunolégico do
hospedeiro. O efeito de alguns antibidticos permanece por longos periodos,
produzindo, uma selegdo dos microorganismos, proporcionando a perda da
microbiota comensal e a propagacao de bactérias patogénicas (DE ALMADA et
al., 2015).

O desequilibrio da microbiota pode levar a perda de efeitos imunes
normais reguladores na mucosa do intestino, sendo associada a um numero de
doencas inflamatdrias e imumo mediadas. Obter uma homeostase adequada
durante 0 momento de colonizag&o do trato gastrointestinal € um dos principais
elementos para a modulacdo adequeda do sistema imune e inducdo da
toleréncia imunoldgica (LE CHATELIER et al., 2013).

2.12 Evidéncias de disbiose intestinal na obesidade

Durante os ultimos anos, os estudos relacionados com a interacao entre
a populagdo de microrganismos que habitam o trato gastrointestinal e o
hospedeiro tém alcangado grande relevancia. Sabe-se que a microbiota
intestinal esta envolvida em numerosas fungdes bioldgicas intestinais, como por
exemplo: na defesa do hospedeiro frente a patdogenos invasores, no
desenvolvimento da imunidade de mucosas, das microvilosidades intestinais e
na degradagdo de polissacarideos nao digeriveis como a inulina
(CANIEVERARD, 2016; CANI; DELZENNE, 2009).

Estudos mostram o envolvimento da microbiota intestinal no ganho de
peso corporal. Neste sentido, um estudo mostrou que o FMT de camundongos
obesos, mantidos em condigdes livres de patdégenos especificos (SPF) para
camundongos germ-free, ocasionou o aumento de 60% no peso corporal destes
animais (BACKHED et al., 2004). Outro estudo observou que o desenvolvimento
de obesidade tem sido associado a mudangas na composi¢cao e proporgao das
populagdes bacterianas presentes na microbiota intestinal, processo
denominado de disbiose intestinal (EVERARD et al., 2013). Foi observado que
tanto em modelos animais de obesidade como em humanos com sobrepeso,

existe uma proporgao diferencial em 2 filos principais de bactérias: maior
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abundancia de Firmicutes e menor de Bacteroidetes quando comparados com
os controles magros (DELZENNE; NEYRINCK; CANI, 2013).

De maneira interessante, o consumo de uma dieta rica em lipidios também
foi associado com a redugcdo da abundancia relativa das bactérias
Bifidobacterium (CANI; DELZENNE, 2009). De fato, alteragbes dessas bactérias
estdo correlacionadas ao aumento da capacidade de obtencéo de energia e ao
aumento dos niveis de LPS circulantes, o que leva ao desenvolvimento de
processo inflamatorio sistémico de baixo grau e resisténcia a insulina.
Corroborando com esses dados, foi demonstrado que a prevaléncia de
Bifidobacterium no intestino esta associada a diminuicdo dos niveis de LPS,
melhora da barreira intestinal e redu¢do de ganho de peso corporal (CANI;
DELZENNE, 2011; ZHANG, CHENHONG et al., 2009).

Apesar da maioria dos estudos constatarem a diminuicdo da razdo de
Bacteroidetes/Firmicutes em pacientes obesos ou com DM2, existem outros
resultados que sugerem dados contrarios a estes ja estabelecidos na literatura
(SERINO et al., 2012; WU, GARY D et al., 2010). Contudo, diversas evidéncias
reforcam a hipotese de que a microbiota intestinal constitui um elemento chave
no desenvolvimento de doengas metabdlicas. De fato, foi demonstrada reduzida
inflamacédo no tecido adiposo e normalizagdo dos parametros metabdlicos
relacionados a obesidade e DM2 em camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica e tratados com antibiéticos (WU, GARY D et al., 2010).

2.13 Probioéticos

2.13.1 Caracteristicas e propriedades

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro. As
especies de Lactobacillus e Bifidobacterium sdo as mais usadas como
probioticos, mas o Streptococcus thermophilus, Saccharomyces boulardii e
algumas espécies de E. coli também sao usadas. O termo “probidtico” deve ser
reservado para os micrébios vivos que, em estudos humanos controlados,

demonstraram produzir beneficios a saude (GUARNER et al., 2017).
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Para que o probidtico seja considerado eficaz, precisa cumprir
determinadas caracteristicas: os beneficios para o hospedeiro tém de estar
comprovados, a sua ingestdo nao pode representar um risco para o hospedeiro,
quer de toxicidade ou patogenicidade, devendo ser reconhecido como seguro;
0s organismos vivos devem ser capazes de atingir o colon e colonizar o TGl; o
probidtico tem de manter as suas caracteristicas e a sua estabilidade durante o
processo de armazenamento e conservagao na matriz, caso seja incorporado
(BUTEL, M.-J.; WALIGORA-DUPRIET; WYDAU-DEMATTEIS, 2018; MIZOCK,
2015).

Para ser eficaz, o probidtico precisa chegar ao local de agdo em
quantidade adequada, e para isso precisa sobreviver ao ambiente acido do
estdbmago, ao pH do meio e a presenga de sais biliares duodenais na porgao
inicial do intestino delgado. Dessa forma, sao selecionados os microrganismos
com maior capacidade de resisténcia a tais condi¢des, tendo também sido
desenvolvidos métodos que permitem a encapsulagao dos probidticos com esse
proposito (BUTEL; WALIGORA-DUPRIET; WYDAU-DEMATTEIS, 2018;
MIZOCK, 2015; VANDENPLAS; HUYS; DAUBE, 2015).

De forma a alcangar o intestino delgado e modular positivamente a
microbiota local, os probidticos requerem uma matriz especifica que garanta a
sua sobrevivéncia ao longo do TGI. Algumas formulagdes consistem na
incorporagao dos probioticos em produtos alimentares como o leite, o kefir ou os
iogurtes. Existem ja formulagdes que utilizam outros alimentos menos
convencionais como cereais, queijo, salsichas, bolachas ou, mais recentemente,
chocolate. Os probidticos também podem ser administrados como preparados
farmacologicos com diversas formas de liberagdo, como capsulas, comprimidos
ou p6 (GUARNER et al., 2017; LAGKOUVARDOS et al., 2016; VANDENPLAS;
HUYS; DAUBE, 2015).

As recomendacdes para o uso de probidticos, especialmente na pratica
clinica, devem ligar as cepas especificas com os beneficios declarados a partir
de estudos em seres humanos. Algumas cepas tém propriedades singulares que
podem explicar certas atividades neuroldgicas, imunoldgicas e antimicrobianas.
Entretanto, um conceito emergente no campo dos probidticos € reconhecer que

alguns mecanismos da atividade probiotica estdo compartilhados provavelmente
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entre as diferentes cepas, espécies ou inclusive géneros (GUARNER et al.,
2017).

Muitos probidticos podem funcionar de maneira similar com respeito a sua
capacidade de promover resisténcia a colonizagao, regular o transito intestinal
ou normalizar a microbiota alterada. Por exemplo, a capacidade de melhorar a
producao de acidos graxos de cadeia curta ou de reduzir o pH luminal no célon
pode ser o beneficio principal expressado por muitas cepas de diferentes
probiéticos (THOMAS; OCKHUIZEN; SUZUKI, 2014a; WU, GARY D et al.,
2012). Se o objetivo do consumo de probiodtico for melhorar a saude do
hospedeiro, preparagcdes contendo quantidades adequadas de espécies

fermentadoras bem-estudadas sao suficientes (GUARNER et al., 2017).

2.13.2 Mecanismos de agao

Os probidticos afetam as bactérias intestinais aumentando o numero de
bactérias anaerdbias benéficas e diminuindo a populagdo de microrganismos
potencialmente patogénicos. Os probidticos afetam o ecossistema intestinal
estimulando os mecanismos imunes da mucosa, interagindo com
microrganismos comensais ou potencialmente patogénicos, gerando produtos
metabdlicos finais, como acidos graxos de cadeia curta, e se comunicando com
as células do hospedeiro através de sinais quimicos (THOMAS; OCKHUIZEN;
SUZUKI, 2014a).

Estes mecanismos podem conduzir ao antagonismo de patdgenos
potenciais, a melhorar o ambiente intestinal, fortalecer a barreira intestinal, a
regulacdo negativa da inflamagao e a regulagao positiva da resposta imune
(BARZ et al., 2015).

Ha trés mecanismos gerais através dos quais os probidticos exercem os

seus efeitos benéficos:

l. Reforgo da barreira epitelial intestinal

A funcdo de barreira intestinal é mantida pelas células mucosas
responsaveis pela produgdo de muco que funciona como uma barreira fisica a

passagem de células estranhas; pelas TJ que ligam as extremidades apicais das
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células epiteliais e ainda pelas células de Paneth, produtoras de peptideos
antimicrobianos como as defensinas e as lisozimas (BUTEL; WALIGORA-
DUPRIET; WYDAU-DEMATTEIS, 2018; DE ALMADA et al., 2015).

Os probiodticos favorecem a integridade da barreira epitelial intestinal por
meio da sua capacidade de adesao as células epiteliais e estimulo da produgao
de muco, pelo aumento da expressao de genes codificadores das proteinas de
juncao e estimulo a producao de defensinas (BUTEL, M. J., 2014; HARDER et
al., 2007).

Il. Efeito Antimicrobiano

Os probidticos tém a capacidade de manter e restaurar o equilibrio
microbiano através de acbes que compreendem dois principais mecanismos, o
de competicao através da ocupacéao de nichos funcionais livres e outro de leséo
direta ou indireta dos microrganismos patognicos (DE ALMADA et al., 2015;
EREJUWA; SULAIMAN; AB WAHAB, 2014).

Os nutrientes essenciais ao desenvolvimento de quase todos os
microrganismos, sao utilizados pelos probidticos, deixando menos destes
disponiveis para o crescimento daqueles patogénicos. Além disso, a disputa
ocorre a nivel da adesdo ao muco e as células epiteliais através dos receptores
disponiveis, desta forma, a ocupagao dos locais de ligacdo ao epitélio pelos
probioticos, impede a sua ocupagdo por microrganismos estranhos (DE
ALMADA et al., 2015; VANDENPLAS; HUYS; DAUBE, 2015; HARDER et al.,
2007).

Através do efeito bacteriostatico indireto os probidticos lesionam os
microrganismos invasores ao criar um microambiente hostil ao crescimento de
outros microrganismos através da reducao do pH intestinal, resultante da
formacdo de AGCC e de acidos organicos como o acido lactico, o acido
propiénico e o butirato. A alteracdo qualitativa da mucina intestinal € outra agao
dos probidticos que esta envolvida na criacdo deste ambiente adverso a
colonizagdo por outros microrganismos (BUTEL; WALIGORA-DUPRIET;
WYDAU-DEMATTEIS, 2018). Alguns sao ainda capazes de produzir conjugados
de acidos biliares que tém uma forte atividade antimicrobiana, bem como
metabdlitos capazes de inibir o crescimento de alguns fungos e bactérias gram
negativas (DE ALMADA et al., 2015; BISCHOFF et al., 2014).
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Il. Modulagao do sistema imunitario e da resposta inflamatéria

Os probidticos sdo capazes de modular o sistema imunitario do
hospedeiro interagindo com diversas células imunitarias, localizadas ao nivel do
TGI, que representam mais de 70% da totalidade de células envolvidas no
sistema imune do hospedeiro (BUTEL; WALIGORA-DUPRIET; WYDAU-
DEMATTEIS, 2018).

A resposta imunitaria é ativada pelo reconhecimento dos organismos
estranhos, mediada por receptores especificos de células da imunidade inata
como as células epiteliais, as células dendriticas e os macréfagos. Estes
receptores, sdo denominados receptores de reconhecimento de padrbes (PRR)
e sao reconhecidos por componentes estruturais da superficie dos
microrganismos (MAMPs) que por sua vez interagem com o epitélio intestinal,
estimulando as células do sistema imunitario intestinal ao nivel da lamina propria.
As células T reguladoras s&o ativadas e diferenciam-se em linfécitos Thelper, o
que induz a producdo de citocinas pré ou anti-inflamatérias. Os probidticos
poderdo, por isso, ter diferentes efeitos dependendo do perfil de citocinas
produzido (BUTEL et al.,, 2014; KOETH et al., 2013).

As células epiteliais do hospedeiro s&o das que mais interagem com o0s
probioticos através de moléculas de reconhecimento e receptores que estimulam
a produgao de citocinas, capazes de inibir a apoptose celular e estimular a
regeneragao das células epiteliais (YIU; DORWEILER; WOO, 2017).

Os probidticos atuam também sobre as células dendriticas
potencializando as suas fun¢des no reconhecimento bacteriano e na modulagao
da resposta pelos linfocitos T (DE ALMADA et al., 2015). A interagdo com
monadcitos e macrofagos locais que atuam na primeira linha da imunidade inata,
bem como a interagdo com células mediadoras da resposta adaptativa
especifica (linfocitos T e linfocitos B) é também conseguida pelos probioticos,
que exercem um papel anti-inflamatério e protetor importante. Assim, os efeitos
dos probidticos podem ser locais, limitados ao estimulo da imunidade intestinal,
ou sistémicos (CHEN et al., 2017; YIU; DORWEILER; WOO, 2017).
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2.13.3 Seguranca

Probiéticos como os Lactobacillus, Bifidobacterium e Streptococcus, sao
genericamente considerados seguros devido ao seu uso extensivo, durante
décadas, por milhdes de individuos saudaveis e doentes, com uma baixa
prevaléncia de casos de toxicidade associados ao seu uso (WANG et al., 2015).
A distingdo entre microrganismos comensais e patogénicos torna-se essencial
ao longo do trato gastrointestinal. No entanto, esta diferenciagdo nem sempre é
evidente, principalmente em situacbes de vulnerabilidade do hospedeiro
consequente a um defeito da barreira intestinal ou a alguma susceptibilidade
genética, que permita uma ruptura e invaséo facilitada pelos microrganismos
(GUARNER et al., 2017).

Quando o organismo detecta sinais de lesdo ou estresse iniciados por
meio da alteragcdo da microbiota intestinal, ocorre a ativagdo da cascata de
respostas imunolodgicas, processo mediado por complexos multiproteicos, para
restabelecimento do equilibrio das bactérias intestinais e deteccdo de
microrganismos patogénicos (HUTTENHOWER et al., 2012).

O microbioma do hospedeiro pode interferir na sua saude de forma
favoravel ou desvaforavel, representando um risco para a sua saude. Alguns
fatores determinam a ocorréncia de uma das duas, que incluiem, entre outros, a
idade, a dieta, o ambiente em que vive e a genética. Um exemplo é o
Helicobacter pylori, naturalmente adquirido durante a infancia, que pode atuar de
forma benéfica em jovens contra a asma e infe¢cdes ou ainda, na fase adulta,
protegendo de complicagdes associadas ao refluxo gastro esofagico. Pode, no
entanto, representar um fator de risco para o desenvolvimento de ulcera péptica,
ainda que numa minoria dos adultos infectados e, numa idade mais avangada,
facilitar o desenvolvimento de carcinoma gastrico (GUARNER et al., 2017).

Quase toda a experiéncia com probidticos aponta que o efeito probidtico
€ especifico de uma estirpe, pelo que, tanto os beneficios como a seguranca de
um probidtico ndo pode ser extrapolada para outras espécies, sendo sempre
necessarios estudos de qualificacdo (GUARNER et al., 2017; VANDENPLAS;
HUYS; DAUBE, 2015; WANG et al., 2015).
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2.13.4 Caracteristicas do Biorich®

O Biorich® é um fermento lactico probidtico com culturas selecionadas
concentradas de Streptococcus thermophilus = 1 x 108 UFC/g, Bifidobacterium
bifidum BB-12 = 1 x 10® UFC/ e Lactobacillus acidophilus LA-5= 1 x 108 UFC.

A Bifidobacterium bifidum & anaerdbica, gram-positiva e imével. Sao
prevalentes no colon e outros sitios como vagina e cavidade bucal. As
bifidobactérias fermentam acucares com producdo principalmente de acido
aceético e acido lactico. Tem sido aplicada no tratamento da intolerancia a lactose,
reducdo do colesterol, restauragdo da microbiota intestinal apés uso de
antibioticos e ativagédo do sistema imune (NOGUEIRA, 2011).

O Lactobacillus acidophilus € um bastonete gram-positivo, ndo formador
de esporo, produtor de bacteriocinas, acido latico e peroxido de hidrogénio. Sua
principal fungdo esta relacionada a manutengdo da microbiota por meio da
ativagao do sistema imunolégico, competicdo com microrganismos patogénicos
pela adesao ao epitélio intestinal. Além disso, auxiliam no controle da diarreia,
na redugao do colesterol LDL através da conversao do coprostanol e previnem
a sindrome do supercrescimento bacteriano (SIBO). Estudos apontam que
quando combinadas, as cepas BB-12® e LA-5® sido capazes de recolonizar a
microbiota intestinal (CHATTERJEE et al., 2013; DE VRESE et al., 2011).

O Streptococcus thermophilus também é uma bactéria produtora de acido
latico e exerce efeito bactericida e bacteriostatico, eliminando as bactérias
patogénicas sensiveis a diminuicdo do pH. Porém, sua fungdo mais conhecida
esta relacionada ao aumento na sinalizagdo de células capazes de reduzir a
resposta inflamatéria e por consequéncia, a producgéao de citocinas inflamatérias.
Também libera enzimas que exercem efeitos sinérgicos na digestao, aliviando
sintomas de ma absorcao intestinal, promove adesao com células epiteliais e
producdo de muco, favorecendo a integridade da barreira epitelial intestinal
(SAAVEDRA et al., 2004).

2.14 Estratégias terapéuticas na modulagdo da microbiota

intestinal
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2.14.1 A alimentagao como moduladora da microbiota

intestinal

Acumulam-se evidéncias que habitos alimentares associam-se a
obesidade e de que composicdo da microbiota exerce papel relevante na
interacdo dieta e risco de doengas (TRAN et al., 2019; BUTEL; WALIGORA-
DUPRIET; WYDAU-DEMATTEIS, 2018; KIM, SUN WQOO et al., 2013; KOETH et
al., 2013).

A composicdo e a diversidade da microbiota s&o consideradas
importantes para determinar a simbiose entre hospedeiro e bactérias. Certos
padrdes dietéticos otimizam esta simbiose (WU, CHIEN CHEN et al., 2015).
Pesquisadores sugerem que a qualidade da dieta é responsavel por 57% da
variagdo da composicdo da microbiota, enquanto apenas 12% estariam
relacionados a fatores genéticos (LI et al., 2019; BUTEL; WALIGORA-DUPRIET;
WYDAU-DEMATTEIS, 2018; CANI; EVERARD, 2016; ZHANG, CHENHONG et
al., 2010).

Mais recentemente, reconheceu-se que a microbiota responde
rapidamente a mudancas de macronutrientes na dieta. Em poucos dias de dieta
baseada em produtos animais ou vegetais, verificam-se alteragbes na expressao
de genes envolvidos no metabolismo (TRAN et al., 2019).

Nutrientes e fibras alimentares consumidos pelo hospedeiro sao
assimilados pelas bactérias intestinais e convertidos a outros metabdlitos,
capazes de induzir alteracbes na composicdo da microbiota. Também os
prebidticos — definidos como ingrediente alimentar nao digerivel fermentavel —
podem induzir a proliferagcdo de bactérias benéficas, principalmente
Bifidobacterium e Lactobacillus (SONG, YE et al., 2015). Estudos experimentais
indicaram que a suplementacdo com prebidticos, buscando aumentar
seletivamente as Bifidobacterium, foi capaz de melhorar a tolerancia a glicose e
normalizar o processo inflamatério subclinico com redugdo das concentragdes
de LPS (CANI; DELZENNE, 2011; LARSEN et al., 2010; REIGSTAD et al., 2010).

Cani et al. (2008), ao estudarem a relagdo entre microbiota, integridade
epitelial e obesidade, confirmaram que prebibticos eram capazes de reduzir a
permeabilidade intestinal, a expressdo de citocinas proé-inflamatérias e a

resisténcia a insulina de ratos obesos submetidos a dieta hiperlipidica. Existe
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expectativa de que uma bactéria em particular, a Akkermansia muciniphila que
degrada mucina, possa ter efeito probiético. Demonstrou-se, em animais de
experimentagdo, que esta bactéria melhorou a permeabilidade intestinal por
aumentar a espessura da camada de muco da mucosa intestinal, reduzindo a
endotoxemia metabdlica (WATANABE et al., 2018; DE ALMADA et al., 2015;
EVERARD et al., 2013).

Existem duvidas a respeito de quais habitos alimentares, por quanto
tempo e por quais mecanismos modulariam a microbiota intestinal. E provavel
que modificagbes nos habitos alimentares e consumo de probidticos possam
favorecer a homeostase intestinal, auxiliando no tratamento de DCNT por meio

da manutencao da integridade da barreira epitelial intestinal.
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2 HIPOTESE
O consumo de probidticos durante a gestagdo melhora os parametros

metabdlicos em camundongos expostos a dieta hipercalérica rica em frutose e

gordura saturada, assim como na prole.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos nas maes e na prole do consumo de probiéticos durante
a gestacao por maes expostas a dieta hipercaldrica rica em frutose e gordura

saturada.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a eficiéncia da dieta hipercaldrica acrescida de frutose na indugao
de alteracbes metabdlicas em fémeas e na prole, comparado ao grupo
dieta controle acrescidos ou nao de probidticos.

e Comparar o ganho de peso corporal, consumo alimentar e alteragbes na
composi¢ao corporal.

¢ Avaliar o metabolismo glicémico e lipidico, além do perfil inflamatdrio.

e Qualificar as alteragbes estruturais do figado.

o Verificar alteragdes estruturais do intestino e tecidos adiposos perigonadal

e retroperitoneal.
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4 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais da UFJF (CEUA/UFJF), sob protocolo 025/2018. O estudo foi
realizado no Biotério de Experimentacdo Animal do Centro de Biologia da
Reproducdo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora, registrado com o
numero 02.0048.2019 de CIAEP (Credenciamento Institucional para Atividades
com Animais para Ensino ou Pesquisa) e as analises foram realizadas nos

laboratorios do CBR.

4.1 Animais

Foram utilizados 48 camundongos fémeas C57BI/6, fornecidos pelo
Biotério de Producdo do CBR, também registrado com o mesmo CIAEP. Os
animais foram mantidos em prateleiras climatizadas ALESCO®, com fluxo de ar
e em condi¢des laboratoriais padrdo, com temperatura controlada de 22 £ 2° C
e fotoperiodo claro/escuro de 12h. O ambiente de manutencdo dos animais
seguiu as recomendagdes das resolugdes normativas 15 (CONCEA, 2013a) e
30 (CONCEA, 2016) do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de
Experimentag&o Animal).

Entre os 21° e 28° dia pds-natal, os animais foram distribuidos em dois

grupos: Dieta controle (C: 24 animais) e Dieta hipercal6rica (HC: 24 animais).

4.2 Composigao das dietas

O grupo dieta controle (C) recebeu a ragdo normocalérica da marca
Nuvilab CR-1 autoclavavel, da empresa Quimtia® (Curitiba - PR, Brasil). Os
carboidratos dessa dieta, eram compostos, em sua maior parte, por milho
integral moido e farelos de soja e trigo. O grupo dieta hipercalorica (HC) recebeu
a dieta da marca PragSolu¢gées Comércio e Servigos Ltda® (Jau - SP, Brasil),
rica em frutose e gordura saturada. A fonte proteica da dieta HC foi a caseina e
na dieta C o carbonato de calcio (Tabela 1). Os animais receberam agua filtrada

e racao ad libitum.
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Figura 5 — Dieta HC fornecida aos animais da geracdo FO. HC — Dieta
hipercaldrica, composta por ragao hipercalérica com 5,98kcal/kg - PragSolugdes

Comércio e Servigos Ltda® (Jau - SP, Brasil).

Tabela 1: Composicéo das dietas experimentais por 100 g.

Ingredientes CA HCB
Carboidrato (%) 56,0 22
Frutose 0 1,0
Sacarose 0 5,0
Outros compostos 56,0 16,0
Proteina (%) 19,0 16
Lipidios (%) 3,5 45
Oleo de soja 3,5 10,0
Banha 0 35,0
Fibra (%) 5,0 12,0
Celulose 5,0 12,0
Mix mineral (%) 3,5 3,5
Mix vitaminico (%) 1,0 1,0

Calorias por 100g de dieta:
Carboidrato (%) 56,0 22,0
Proteina (%) 19,0 16,3
Lipidios (%) 3,5 45,0
Densidade caldrica (kcal/g): 3,86 5,98

A: dieta padrao para roedores B: dieta hipercaldrica

Fonte: dados fornecidos pelos fabricantes das ragdes.

4.3 Probiodtico

Confirmada a prenhez por meio da visualizagdo do tamp&o vaginal pela
manha, a oferta do probiotico iniciou-se no mesmo dia. Para maior controle
estabeleceu-se o horario de 14 horas para a oferta de maneira que todos os
animais recebessem diariamente no mesmo horario. Ao parto suspendia-se a

oferta do probidtico a partir daquele dia.
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O produto Biorich® foi oferecido aos animais prenhes dos grupos dieta
controle que recebeu probidtico (CGP) e dieta hipercalérica que recebeu
probidtico (HCGP) durante o periodo gestacional (21 dias), via gavagem, no
volume de 0,5ml em uma Unica dose, na concentragdo de 1x108 UFC de cada
cepa bacteriana de maneira que a quantidade de bactérias presentes
assegurassem sua chegada ao intestino delgado e promovesse a modulagao da
microbiota intestinal (SAAD, SUSNA MATA ISAY, 2006). Os respectivos grupos
controles n&o tratados com probidticos foram gavados com agua filtrada no

mesmo volume.

4.3.1 Teste de viabilidade Bio-rich®

O teste de viabilidade do produto foi realizado no Laboratorio de
Bioatividade da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFJF) entre Dezembro e Fevereiro de 2018, correspondente ao periodo anterior

ao inicio do experimento, como descrito a seguir:

Dia 1: Ativacao do inéculo

Suspendeu-se em 100 mL em agua destilada estéril (autoclave = 121°C
15min) da cultura liofilizada de Biorich®. Para contagem total de bactérias laticas
utilizou-se agar MRS.

As analises microbioldgicas foram realizadas pela técnica de Drop-plate
(plagueamento em gotas). A partir do indculo (meio de cultura MRS contendo as
cepas bacterianas) aliquotas de 10 pl foram inoculadas em quadrantes (4) da
placa de Petri contendo o meio de cultura. Posteriormente as placas foram
incubadas (incubacgao a 37°C/48 horas) em estufa e mantidas em anaerobiose.

As contagens foram descritas em Log UFC/mL.
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Dia 1 l 10 ul l 10 i llO pl - *em cada quadrante das placas

‘ ‘ —» Placas de MRS INCUBAR 24/ 48 hsS —37 2C

Anaerobiose

Figura 6 — Processo que descreve o teste de viabilidade das culturas por 7 dias

apos reconstituicao sob refrigeracao.

Quadro 1 — Repeticdo média de trés testes para cada diluigdo

Saché1l |Saché1l |Sachél |Sachél |Sachél |Sachél
R MRS MRS MRS MRS MRS MRS
E 10-1 10-1 10-1 10-1 10-1 10-1
P
E 30 urc 32 urc 34 urc 30 urc 35 urc 34 urc
T 28 urc 30 urc 30 urc 29 urc 29 urc 29 urc
! 29 urc 31 urc 27 urc 32 urc 30 urc 30 urc
g 30 urc 29 urc 32 urc 31 urc 31 urc 31 urc
E 29 urc 30 urc 31 urc 30 urc 30 urc 31 urc
S 32 urc 31 urc 31 urc 28 urc 28 urc 30 urc

4.4 Delineamento experimental

Para a obtengao da geragao F1, ao desmame (21-28 dias de nascimento)
48 camundongos fémeas C57BI/6, foram distribuidos aletoriamente em dois
grupos experimentais: dieta controle (C) e dieta Hipercalérica (HC) mantido por
120 dias (PARK et al., 1999) (figura 3).
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4.41 Obtencao da geragao F1

Apos 120 dias de vida, as fémeas da geracdo FO (n=48), foram
acasaladas com machos de fertilidade comprovada na proporcéo de 3:1. As 7:00
horas da manha seguinte, o acasalamento foi comprovado pela presenca de
tampao vaginal. A partir da confirmagao da prenhez, os grupos foram divididos
em quatro grupos de fémeas prenhes: CG (dieta controle), HCG (dieta
hipercaldrica), CGP (dieta controle e probidtico) e HCGP (dieta hipercalérica e
probidtico). Os grupos foram mantidos com as dietas correspondentes até o final
da lactagdo. Foram mantidos dois grupos nao prenhes: dieta controle (C) e dieta
hipercalorica (HC). Proximo a data provavel do parto (21° dia pds-inseminagao)
as fémeas foram alocadas em caixas individuais para a construgdo do ninho e
parir a ninhada que formou a préxima geragao (F1). Do nascimento a vida adulta,

a prole foi mantida em dieta controle e eutanasiada aos 60 dias (figura 3).

Inicio tratamento

G1:dieta C

' . ' Acasalamento Eutanasia
| G2: dieta HC | aos 120 dias “maes”
Tratamento por 120 dias 21 dias 21 dias Prole
Gestacdo Lactacio
Cdgs C57BL/6 ( '
21-28 dias GL:C G2: HC [ Mantidos os 6 ] [ c J
n=48 . : Erupos
- \ 3 Eutanasia
[ G3: ] [ G4: ] GS5: Gé: prole aos
CG CGP HCG || HCGP | 60 dias

Figura 3 — Delineamento experimental. G1:C (grupo: 1 dieta controle); G2:HC
(grupo 2: dieta hipercaldrica); G3:CG (grupo trés: dieta controle e gestacgao);
G4:CGP (grupo 4: dieta controle, gestagao e probidtico); G5:HCG (grupo cinco:
dieta hipercalérica e gestagédo); G6:HCGP (grupo seis: dieta hipercaldrica,

gestagéao e probiotico).
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4.5 Dados biométricos

O peso corporal dos animais HC e C foi registrado semanalmente a partir
do sétimo dia pds-natal até o dia da eutanasia. O indice de Lee, obtido na
eutanasia para avaliagdo de obesidade, foi calculado pela formula [IL= (MC x
1/3) / CNA x 100], onde MC = massa corporal (g); CNA= comprimento nasoanal
(CNA) (cm). Foram considerados obesos o0s animais com indice de Lee acima
de 0,3. O consumo alimentar também foi obtido semanalmente pela diferenca
entre a quantidade de alimento ofertada e a remanescente 24 horas apos o
fornecimento. O indice hepatossomatico foi calculado pela relagdo entre o peso
do figado e a massa corporea multiplicado por 100 (NOVELLI et al., 2007). A
estimativa de acumulo de tecido adiposo foi realizada pelo peso (g) dos tecidos
adiposos retroperitoneal e perigonadal apos necropsia. Essa identificagao foi
realizada apos dissecagcdo dos 6rgaos abdominais e das gorduras, as quais
foram pesadas em balangas de precisdo Ohaus - modelo Adventure Pro® (Sao

Bernardo do Campo, Brasil).

4.6 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Duas semanas antes da eutanasia, os animais foram submetidos ao teste
oral de toleréncia a glicose (TOTG). O método consiste em manter os animais
em jejum alimentar de 6 horas e obter o sangue por meio de secgao da ponta da
cauda, por lancetamento com uso de lamina de bisturi, para aferigao de glicemia
capilar no TO (tempo zero). Em seguida, foi administrado 2 g/kg de peso corporal
de solugéo de glicose a 50% aos animais, por via intragastrica (gavagem), e
coletadas amostras de sangue nos tempos T1 (15 minutos), T2 (30 minutos), T3
(60 minutos) e T4 (120 minutos) (SILVA et al., 2015). As afericbes de glicose
capilar subsequentes foram realizadas nos tempos determinados, apds a
administracdo de glicose, pela via intragastrica. Todas as amostras foram
analisadas em glicosimetro Accu-Check® modelo Active (Roche - Alemanha). A
avaliacao da tolerancia a glicose foi aferida pela area sob a curva que foi
calculada utilizando-se o programa Graphpad Prism® — Versao 5 (La Jolla,
Estados Unidos). Para a realizacdo de ambos os testes, os animais foram

submetidos ao jejum alimentar no periodo de seis horas.
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4.7 Teste de tolerancia a insulina (TTI)

Para o TTIl, uma semana antes da eutanasia, os animais foram
submetidos ao jejum alimentar de 6 horas prévio ao teste e, entdo, tiveram
novamente a glicose aferida por meio de sangue coletado a partir da ponta da
cauda. Os animais receberam dose de insulina do tipo NPH Novolin — Novo
Nordisk® (Bagsvaerd, Dinamarca) por via intraperitoneal na dose de 1 Ul/kg de
peso. As medidas subsequentes de glicose foram realizadas no T1 (5 minutos),
T2 (15 minutos), T3 (30 minutos) e T4 (45 minutos) (HIRATA et al., 2003). Os
tempos necessarios para coleta foram contados a partir da administragao
intraperitoneal da solu¢do de insulina. Todas as amostras foram analisadas em
glicosimetro Accu-Check - modelo Active da marca Roche® (Roche - Alemanha).
A avaliagao da sensibilidade a insulina foi feita pela determinagédo da constante
de decaimento de glicose/minuto (KTTI), que estabelece a redugéo da glicemia
capilar em porcentagem por minuto. Para isto, foi utilizado o programa Graphpad

Prism® — Versédo 5 (La Jolla, Estados Unidos).

4.8 Determinacgao do Coeficiente de Eficiéncia Energética (CEE)

Afim de determinar a conversao do aporte calérico em aumento de peso
dos animais, foi calculado o coeficiente de eficiéncia energética (CEE) tomando-

se como base as formulas matematicas utilizadas segundo (PINHEIRO, 2011):

CEE= (PCF-PCI)/ACT
Sendo:

PCF — Peso corporal final (g)
PCI — Peso corporal inicial (g)

ACT — Aporte caldrico total (gramas)
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4.9 Eutanasia

A eutanasia dos animais seguiu as recomendagbes das resolugdes
normativas 37 (CONCEA, 2018) do CONCEA (Conselho Nacional de Controle
de Experimentagao Animal). Os animais foram eutanasiados por exsanguinagéo
cardiaca apoOs anestesia e complementada pela ruptura diafragmatica
(CONCEA, 2018). O protocolo anestésico utilizado foi a combinagdo do
anestésico dissociativo cloridrato de quetamina na dose de 90 mg/kg
(Vetanarcol®, Konig — Brasil) e o sedativo e miorrelaxante cloridrato de xilazina
na dose de 10 mg/kg (Kensol®, Konig — Brasil e corrigido na dose para
camundongo. Os dois farmacos foram misturados e aplicados unicamente pela
via intraperitoneal (WOLFENSOHN; LLOYD, 1995). Ap6s exsanguinagao total
por pungao cardiaca sob anestesia geral, o sangue coletado foi centrifugado e o
soro armazenado a -80°C para analises futuras. Imediatamente apds a
eutanasia, o tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal, figado e intestino
delgado foram retirados e pesados em balangca de precisdo (Bioprecisa®-
especificidade 0,0001g - Brasil) e colocados em formol calcio de Baker. As fezes
do reto e célon foram coletadas no momento da eutanasia em recipiente estéril

e congeladas a -80°C.
410 Analise bioquimica sérica
A analise bioquimica foi realizada no aparelho automatizado CobaS c111
(Roche®) e kits Cobas c111 para a dosagem de colesterol total, HDL, LDL,
triglicérides, glicose, ALT, acido urico e creatinina.
411 Histomorfometria e histopatologia

4.11.1 Tecido hepatico e adiposo

O lobo menor do figado, tecidos adiposos retroperitoneal e perigonadal

totais, foram fixados em formol calcio de Baker para posterior processamento
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histolégico, em que os orgaos foram desidratados por banhos crescentes de
alcool (70%, 80%, 90%, 100%), diafanizados por xilol, e impregnados em
paraplast fundido a temperatura de 56°C a 58°C, usando-se trés banhos a fim
de retirar os vestigios do diafanizador que prejudicaria a qualidade do bloco, bem
como a perfeicdo dos cortes (TOLOSA, 2003). Os blocos foram cortados em
micrétomo de rotacdo Microm® (Alemanha) obtendo-se cortes de cinco
micrébmetros (5um). As laminas de figado e tecido adiposo foram coradas por
Hematoxilina e Eosina (H.E) para analise histomorfolégica. Fotomicrografias
foram obtidas em microscépio Leica DM5000 acoplado a camera digital. As
analises morfométricas foram realizadas com auxilio do Software Image J.

Por meio das fotomicrografias do figado foram realizadas as analises
qualitativas do tecido através da presenca de hepatdcitos com esteatose
microvesicular e esteatose macrovesicular (ABREU, 2013).

No tecido adiposo, a analise quantitativa foi realizada por meio de trés
medidas: a area, o diametro e o perimetro dos adipdcitos. A area do circulo €
diretamente proporcional ao raio, que é a distancia entre o centro e a sua
extremidade. Para calcular a area, utilizou-se a expressdo A = 1 * r?, onde: 1T =
3,14 (aproximadamente) e r = raio. O calculo do perimetro foi realizado por meio
da soma dos comprimentos de todos os lados, pela expressdo C =2 * 1 * r,
onde: C = raio da circunferéncia (medida do centro a extremidade). Para o
calculo do didmetro baseou-se na medida do raio, multiplicado por 2. O calculo
da area, do didmetro e do perimetro dos adipdcitos foi dado pelo valor médio de
100 adipdcitos por animal. As imagens das secgbes histolégicas foram
capturadas com objetiva de 20X e as medidas de diametro, perimetro e area dos
adipdcitos foram obtidas com auxilio do aplicativo ImagePro-Plus® verséo 4.5
(Media Cybernetics) (ARBEX et al., 2018) .

4.11.2 Intestino
O ileo dos animais de cada grupo foi lavado com solugao de NaCl 0,9%,

preenchido e imerso em solucio fixadora de formol calcio de Baker a 10%

por 48 horas. Posteriormente, o ileo foi submetido a rotina de processamento
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histolégico para confecgéo de cortes de cinco micrémetros (5um), os quais
foram corados por Hematoxilina e Eosina (H.E).

As laminas coradas com HE do intestino delgado foram escaneadas
usando o scanner digital NanoZoomer-XRC12000 (Hamamatsu, Jap&o). Os
parametros que descrevem alteragdes patomorfoldgicas do intestino delgado
(gravidade e extensao do infiltrado inflamatério celular, alteragdes epiteliais e
embotamento das vilosidades, bem como atrofia foram avaliados ao
microscopio Optico de acordo com o esquema de pontuagdo de Erben. A
altura e a profundidade das vilosidades da cripta foram medidas
manualmente usando o software NDP.view 2 (Hamamatsu, Japdo) em 10
locais da secédo transversal do intestino em que vilosidades e criptas eram
orientadas perpendicularmente a camada muscular. Foram calculados os
valores medianos das 10 alturas das vilosidades e das 10 profundidades das
criptas, bem como a razéao cripta-vilosidade, respectivamente (ERBEN et al.,
2014).

412 Dosagem de TNF-a e leptina

Os testes enzimaticos por ELISA do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
da leptina foram determinados usando kits comercialmente disponiveis
(Abcam, Biotech, Life sciences, Cambridge, Reino Unido). Os protocolos do

fabricante foram seguidos sempre que kits comerciais foram usados.

413 Analise estatistica

Inicialmente foi realizado o teste de Shapiro Wilk para verificar a

normalidade dos dados. Para dados paramétricos foi utilizado o teste t de

Student. Para os dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de Mann-Whitney.

Os resultados sédo expressos como média + DP (desvio padrao) e nivel de

significancia adotado p<0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas
usando GraphPad Prism®5.0 (San Diego, EUA).
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5 Resultados e discussao

Os resultados e discussao sao apresentados na forma de dois artigos
submetidos em periédico conforme demonstrado no Apéndice.
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6 Comentarios gerais

A dieta hipercaldrica utilizada no projeto se diferenciou das mais
comumente utilizadas em experimentacao por ser considerada do tipo “High-Fat-
High-Sugar”, ou seja, rica sacarose, frutose e gordura saturada. De modo geral
as dietas hipercaldricas, apresentam apenas um componente nutricional em
excesso, sendo hiperlipidicas ou hiperglicidicas. Porém, para se aproximar do
padrao alimentar ocidental atual a dieta rica em carboidratos simples e gordura
saturada foi escolhida.

Pode-se evidenciar que a dieta em gestantes promoveu dislipidemia,
maior adiposidade, maior coeficiente de eficiéncia energética, maior area sob a
curva para o Teste de Tolerancia a Glicose e menor taxa de decaimento da
insulina para o Teste de Tolerancia a Insulina, além de valores superiores de
leptina e de TNFa. O grupo gestante que recebeu dieta hipercalérica apresentou
lipidose hepatica moderada a grave, porém quando suplementado com
probidtico, o tecido hepatico foi compativel com o do grupo controle, ou seja, sem
goticulas de gordura.

Os camundongos descendentes das gerag¢des F1, em que as mées foram
expostas a dieta hipercaldrica apresentaram ganho de peso e alta adiposidade
até a idade adulta, embora todos os filhotes fossem alimentados com racao
padrdao apos o desmame. O aumento do peso corporal final, massa de tecido
adiposo e glicose descenderte do grupo gestante que recebeu dieta HC, indica
que a dieta experimental foi capaz de produzir caracteristicas obesogénicas na
prole. De outro modo, o grupo gestante que recebeu dieta hipercaldrica quando
suplementado com probidticos diminuiu a adiposidade e o peso relativo do figado
na geracao F1 tanto em machos quanto em fémeas.

Embora ndo tenham sido evidenciadas alteragdes adicionais, ressalta-se
que a observagédo dos animais da geragdo F1 contemplou somente até a fase
adulta jovem, sendo que, comumente, os disturbios metabdlicos tendem a surgir
de forma mais tardia. Dessa forma, estudos que acompanhem por um periodo
de tempo maior podem nos mostrar a transmissédo epigenética para a prole a

longo prazo.
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7 Conclusao

Sendo assim, como conclusdes ao trabalho avaliado tem-se que a dieta
uma dieta hipercaldrica rica em gordura saturada e carboidrato simples foi
eficiente em promover resisténcia a insulina, intolerancia a glicose e altos valores
de TNFa levando a um maior coeficiente de eficiéncia energética, por sua vez
refletido no aumento da adiposidade em camundongos gestantes. Porém o
grupo HC gestante suplementado com probidtico apresentou médias menores
para o indice hepatossomatico e peso relativo do figado e nenhuma diferenga
para ALT em relacdo ao seu respectivo grupo controle. A analise
histomorfolégica do figado deste grupo atingiu 0 mesmo padrao do grupo tratado
com dieta controle. Na respectiva geracao F1 houve diminui¢do da adiposidade
e o0 peso relativo do figado na geracéo tanto em machos quanto em fémeas, e
aumento nos niveis de colesterol HDL nos machos. Esses achados mostram que
0 consumo de probidticos durante a gravidez e lactagao pode desempenhar um
papel protetor no desenvolvimento da doenga hepatica gordurosa n&o alcodlica
(NAFLD) nas maes e promover melhora dos parédmetros metabodlicos dos

animais da geracéo F1 de camundongos C57BI/6.
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APENDICE 1

Title: Multigenerational effects of probiotics during pregnancy
and in offspring by mothers exposed to a hypercaloric diet

Short title: Consumption of probiotics by pregnant mice

Priscila Marques Arbex', Frauke Seehusen?, Ana Paula Lélis Morais', Martha
de Oliveira Guerra', Vera Maria Peters'

' Reproduction Biology Center - Federal University of Juiz de Fora - Brazil
2 Institute for Veterinary Pathology, University of Zurich — Switzerland
Abstract
Increased fat and carbohydrate intakes based on the Western diet are important
lifestyle modifications that lead to hypercaloric inputs, obesity and negative
effects during pregnancy. Recent evidence indicates that there is a relationship
between diet, intestinal microbiota and obesity. The present study aims to
evaluate the influence of a hypercaloric diet (HC) diet supplied with probiotics to
C57BIl/6 mice from weaning until adult life on inflammation and metabolic
parameters after pregnancy. The Control groups (C, CP and CPP) received the
normocaloric diet - Nuvilab Quimtia® - 3.86 kcal/kg. The Hypercaloric groups
(HC, HCP and HCPP) received the HC diet — PragSolu¢bées® — 5.98 kcal/kg. The
control pregnant probiotic (CPP) and the hypercaloric pregnant probiotic group
(HCPP) received the corresponding diet plus probiotics during pregnancy.
Metabolic and biometric parameters, glucose tolerance test (GTT), insulin
tolerance test (ITT), inflammation level, morphology assessments and
histological analyses of liver, adipose tissue and intestine were performed. An
increase in adiposity, leptin, higher energy efficiency coefficient, glucose, lower
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insulin decay fate for insulin, change in lipid profile and hepatic lipidosis in FO
were observed, while hepatic tissue from the hypercaloric group with probiotics
matched the control group, without fat droplets. Maternal overeating increased
health risks both for mother and offspring, demonstrating that a hypercaloric diet
intake promotes metabolic alterations in the offspring. Maternal probiotics had an
effect in F1 generation, reducing the adiposity, relative liver weight, increasing
HDL cholesterol and restoring the integrity of the intestinal barrier.

Keywords: hypercaloric diet, probiotics, pregnancy, mice, metabolism.

93



Introduction
The westernization of food has led to an increase in the availability of high-
calorie and high-fructose foods, such as soft drinks and pre-prepared foods, such
as processed and ultra-processed foods, which contribute to the increase in the
prevalence of chronic non-communicable diseases (CNCD), such as obesity (1).
Studies in animal and human models demonstrate that maternal
overfeeding can confer an increased risk of obesity in the offspring through
‘agenetic' transmission commonly referred to as the 'intragenerational cycle of
obesity'. Fructose, present in added sugars such as sucrose and high fructose
corn syrup, has been linked with obesity and metabolic syndrome (2).
Experimental studies have shown that simple carbohydrates, such as
fructose and glucose can induce leptin resistance and virtually all the features of
metabolic syndrome, whereas glucose intake does not (3). The precise
mechanisms by which exposure to environmental disturbances can influence
long-term results are complex and depend on the type, time and severity of
exposure (4). A study by Sarker et al. (5) showed that maternal exposure to high-
fat diet (HFD) at different stages of preconception, pregnancy and lactation does
induce phenotypes related to metabolic disorders. Short-term pre-conception
maternal exposure to HFD does not affect the physiology of the children.
Evidence indicates that microbial colonization may begin in utero and that,
depending on the type of microbiota, premature births, metabolic, gastrointestinal
and allergic disorders are observed (6,7). However, it is still not possible to
determine the links between specific microorganisms and comorbidities in
pregnancy and offspring. Differences in the intestinal microbiota between lean

and obese humans and animals suggests a link between the intestinal microbiota
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and the energetic homeostasis, affecting both the acquisition of nutrients and the
regulation of acquired energy (8). In obesity, the way the body metabolizes
nutrients is an important factor to worsen the pathology, so that the composition
of the intestinal microbiota determines the production of lipoproteins lipases and
modulates the absorption of lipids (9). Each bacterial population can manipulate
nutrient absorption in a specific way (10).

There is a relationship between diet, intestinal microbiota and obesity. The
metabolic changes observed have been considered of relevance for the
development of new treatment options, mainly by modulating the intestinal
microbiota through the consumption of probiotics (11,12). There is growing
interest in understanding the relationship between the composition of the
intestinal microbiota and metabolic changes, such as the development of obesity,
type 2 diabetes mellitus and insulin resistance during pregnancy, including
lactation and the effects in offspring (13,14).

Thus, this study aims to evaluate whether maternal overweight can cause
metabolic effects in offspring of subsequent generations and if probiotics during
pregnancy protects against the development of obesogenic phenotype in adult
life.

Methods
Animal source

The animals were obtained from the Reproductive Biology Center (CBR)
breeding facilities belonging to the Juiz de Fora Federal University (UFJF), CIAEP
n. 01.0048.2013. All experimental procedures were previously approved by the
Juiz de Fora Federal University Ethics Committee on Animal Use/CEUA (n.

025/2018).
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Freshly weaned female C57BI/6 mice (n = 48) 21 days old (FO) were used.
All animals were maintained in polypropylene cages with four individuals per
cage, in ventilated cabinets with controlled airflow, temperature (22°C + 2°C) and
relative air humidity (60 % + 10 %). The animals had free access to feed and non-
sterilized filtered water under a 12:12-h light—dark cycle, from 6am to 6pm.
Experiment outline

FO generation

Fourty eigth female C57BI/6 mice were randomly distributed into two
groups containing 24 animals each, receiving either a standard (C) or
hypercaloric (HC) diet, both groups received diet ans water ad libitum. The C
group received the normocaloric (3.86kcal/g) Nuvilab CR-1 feed, manufactured
by Quimtia® (Curitiba, Brazil). The HC group received the high palatability
hypercaloric (5.98Kcal/g), manufactured by PragSolugbes Comércio e Servigos
Ltda (Jau, Brazil). Both groups received the respective diets after weaning until

the end of lactation.

Standard and hypercaloric diet feeds

The C group received the normocaloric diet with composition of 56% of
carbohydrate, 19% of protein and 3.5% of lipids with a caloric density of 3.86
kcal/kg. The HC group received the high palatability hypercaloric HC, rich in
sucrose and lipids, with composition of 22.0% of carbohydrate, 16.3% of protein
and 45% of lipids with a caloric density of 5.86 kcal/kg.

F1 generation

When FO generation females (n = 48) were 120 days of age, they were
mated with males of proven fertility in the proportion of 3: 1. At 7:00 am the next

morning, the mating was confirmed by the presence of vaginal tampon. From the
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confirmation of pregnancy, the groups were divided into four groups: CP (control
diet: pregnant mice who did not receive probiotic during pregnancy), HCP
(hypercaloric diet: pregnant mice who did not receive probiotic during pregnancy),
CPP (control diet: pregnant mice who received probiotic during pregnancy) and
HCPP (high calorie diet: pregnant mice who received probiotic during
pregnancy).

Near the probable date of delivery, the females were placed in individual
boxes to build the nest and give birth. Two days after the delivery, six pups per
female were sexed and standardized, comprising three males and three females.
After offspring weaning, 21 days after birth, both F1 male and female pups (n =
24) were weighed and distributed into 4 groups of 6 animals each, according to
the maternal FO group to which they belonged to. From weaning to 60 days of
age the puppies received a normocaloric diet from Quimtia® (3.86kcal/g) and
water ad libitum.

The Biorich® product was offered to animals in the pregnant control diet
groups that received a probiotic (CGP) and a pregnant high calorie diet that
received a probiotic (HCGP) during the gestational period (21 days), via gavage,
in the volume of 0.5 ml in a single dose. The concentration of 1x108 CFU of each
bacterial strain (Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium bifidum BB12,
Lactobacillus acidophilus) was choose to ensured its arrival in the small intestine
and promote the modulation of the intestinal microbiota (15). Near the probable
date of delivery (21st day after insemination) the females were placed in
individual boxes to build the nest and give birth. For greater control, a 14-hour

offer time was established so that all animals received daily and at the same time.
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Animals in the non-probiotic groups received filtered water. At delivery, the
probiotic supply was suspended from that day.
Body weight assessments, caloric intake and Energy Efficiency Coefficient (EEC)

After weaning, the animals were evaluated weekly and data concerning
total body weight (g) evolution and estimated one-day food consumption were
obtained. The energy efficiency coefficient (EEC) was determined as: EEC =
(FBW-IBW)/TCI, where EEC (g/cal); FBW - Final body weight (g); BWW - Body
weight after weaning; TCI - Total caloric intake (calories) (16). Final weight and
nasoanal length (NAL) (cm) were also taken before euthanasia.

Oral glucose tolerance test (OGTT)

Two weeks before mating the animals were submitted to the oral glucose
tolerance test (OGTT). Blood samples were obtained by means of tail sectioning
by lancing using a scalpel blade as close to the tail tip as possible, in order to
measure capillary glucose at TO (time zero - 6-hour fasting period). Subsequently,
an intragastric dose of a 50% glucose solution at 2 g/kg body weight was
administered and blood samples were taken at T1, T2, T3 and T4 (15, 30, 60 and
120 minutes) according to Silva et al. (17). All samples were analyzed on an
Accu-Check® Active model glucometer (Roche - Germany). The area under the

curve using the Graphpad Prism® - Version 5 software (La Jolla, USA).

Insulin tolerance test (ITT)

One week before mating, the animals were submitted to the insulin
tolerance test. After a 6-hour fasting period prior to the test glucose was
measured by means of blood collected from the tip of the tail. The animals
received an NPH Novolin-Novo Nordisk® (Bagsvaerd, Denmark) insulin dose

intraperitoneally at 1 1U/kg body weight. Subsequent glucose measurements
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were performed at T1, T2, T3 and T4 (5,15, 30 and 45 minutes) from
intraperitoneal administration of the insulin solution (18). All samples were
analyzed on an Accu-Check® Active model glucometer. The glucose decay
coefficient/minute (KirT), using the Graphpad Prism® - Version 5 software.
Euthanasia

At the end of lactation, after a 6h fasting, the animals were euthanized
through total exsanguination under ketamine (90 mg/kg ip.) and xylazine (10
mg/kg ip.) anesthesia (Konig SA®, Avellaneda, Argentina), followed by
diaphragm rupture. Blood was collected by cardiac puncture and blood serum
was separated, fractionated in aliquots and stored at -80°C for subsequent

biochemical analyses.

Adipose tissue accumulation estimates

Adipose tissue accumulation estimates were performed by weighing ()
retroperitoneal (RFW) and perigonadal adipose (PFW) tissues in animals after
dissection of abdominal organs and fat, which were weighed on precision scales.
Serum biochemical evaluations

Serum creatinine (CRE), alanine aminotransferase (ALT), total cholesterol
fractions (HDL and LDL), triglyceride (TRIG), glucose (GLU) and uric acid (UA)
levels were evaluated using commercial Roche® brand kits on a Cobas analyzer,
Model C 111, also from Roche® (Indianapolis, USA).
Organ weights

Necropsies were performed and the following organs removed and

weighed on a precision scale: retroperitoneal fat weight (RFW), perigonadal fat

weight (PFW) and liver weight (LW).
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Histomorphometry and histopathology
Liver

The lesser lobe of the liver, total retroperitoneal and perigonadal adipose
tissues, were fixed in Baker's calcium formalin for later histological processing,
where the organs were dehydrated by increasing alcohol baths (70%, 80%, 90%,
100%), diaphanized by xylene, and impregnated in molten paraplast at a
temperature of 56 ° C to 58 ° C, using three baths in order to remove the traces
of the diaphanizer that would impair the quality of the block, as well as the
perfection of the cuts (19). The blocks were cut in a Microm® rotation microtome
(Germany, obtaining cuts of five micrometers (5um). The slides of liver and
adipose tissue were stained by Hematoxylin and Eosin (HE) for
histomorphological analysis. Photomicrographs were obtained in a Leica
DMS5000 microscope coupled to the digital camera. The morphometric analyzes
were performed with the aid of the Image J. Software

Qualitative analyzes of the tissue were performed using liver
photomicrographs to evaluate the physiological liver architecture with the Image
J Pro-Plus® version 4.5 (Media Cybernetics) (20).

Adipose tissue

In adipose tissue, quantitative analysis was performed using three measures:
the area, diameter and perimeter of the adipocytes using Adiposoft® program.
The area of the circle is directly proportional to the radius, which is the distance
between the center and its end. To calculate the area, the expression A = 11 * r?
was used, where: 1 = 3.14 (approximately) and r = radius. The perimeter was
calculated by adding the lengths on all sides, using the expression C =2 * 11 * r,

where: C = radius of the circumference (measured from the center to the end).
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For the calculation of the diameter it was based on the radius measurement,
multiplied by 2. The calculation of the area, diameter and perimeter of the
adipocytes was given by the average value of 100 adipocytes per animal. The
images of the histological sections were captured with a 20X objective and the
measures of diameter, perimeter and area of the adipocytes were obtained with
the aid of the Image J Pro-Plus® version 4.5 (Media Cybernetics) (21).

Intestine

The ileum of the animals in each group was washed with 0.9% NaCl solution,
filled and immersed in 10% Baker formaldehyde fixative solution for 48 hours.
Subsequently, the ileum was subjected to a histological processing routine to
make cuts of five micrometers (5um), which were stained with Hematoxylin and
Eosin (H.E).

The small intestine HE stained slides were scanned using the digital
scanner NanoZoomer-XRC12000® (Hamamatsu, Japan). The parameters that
describe pathomorphological changes in the small intestine (severity and extent
of the inflammatory cell infiltrate, epithelial changes and dullness of the villi, as
well as atrophy were evaluated under an optical microscope according to the
Erben et al. (22) scoring scheme. The height and depth of the villi of the crypt
were measured manually using the NDP.view 2 software® (Hamamatsu, Japan)
at 10 locations in the intestinal cross section where villi and crypts were oriented
perpendicularly to the muscle layer. The median values of the 10 villus heights
and 10 depths of crypts as well as the crypt-villus ratio were calculated,

respectively (22).
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TNFa and Leptin measurement

ELISA enzymatic tests of Tumor Necrosis Factor-Alpha (TNFa) and leptin
were determined by using commercially available kits (Abcam®, Biotech, Life
sciences, Cambridge, UK). The manufacturer's protocols were followed
whenever commercial kits were used.

Statistical analyses

Data distributions were analyzed by the Shapiro-Wilk test. Comparisons
were performed between the Control groups with their respective Hypercaloric
groups. Student's t-test was performed when data presented a normal
distribution, while the Mann-Whitney test was used for non-normally distributed
data. The adopted level of significance was p<0.05. The Graphpad® software,
version 8 (San Diego, California) was used for all statistical analyses.

Results
Maternal evaluation (FO0)

Animals from the hypercaloric group (HC) displayed weight gain,
increased relative weight of livers, hepatosomatic index, retroperitoneal and
perigonadal fat weight and higher levels of leptin when compared to control group
(C). OGTT area under the curve was statistically different between C and HC,
with a larger area for the HC group. Animals from hypercaloric group presented
a significant lower mean insulin decay rate compared to group their control (Fig
1).

The pregnant hypercaloric group (HCP) presented serum alanine amino
transferase values significantly higher when compared serum alanine amino

transferase compared to their control (CP). Decreased means related to serum
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urea concentrations were observed, with a significant difference between the

control and hypercaloric groups with probiotics.

Regarding of adipose tissue, increases in the mean of area, perimeter and
diameter were observed in the hypercaloric probiotics group in relation to their
control. No statistical differences between the observed means for villus and crypt
measures of the groups were observed, despite group HCPP having the same
means of villus as group C (Table 2). None of the intestines showed more than
just mild inflammatory infiltrations. The epithelial cells did not show any signs of
necrosis or degeneration from a morphological point of view. The HC group
showed mild cytoplasmic vacuolation of fat, featuring mild hepatic lipidosis. The
hypercaloric pregnant group (HCP) showed moderate to severe cytoplasmic
vacuolation, fat vacuoles of varying sizes, featuring moderate to severe hepatic
lipidosis, but when they received probiotics the hypercaloric pregnant group
(HCPP) presented mild cytoplasmic glycogen storage, without any sign of fat

vacuoles, matching the hepatic tissue of the control group (CPP) (Fig 2).

Offspring evaluation
F1 males

Table 3 results indicate that the hypercaloric diet consumed by the mother
led in HCP puppies a body weight increase after weaning (+29.94%), higher
relative perigonadal fat weight (+25.02%) and cholesterol level (+7.11%) when
compared to control group (CP). In the adipose tissue, we observed an increase
in the mean of area (+46.54%), perimeter (+21.09%) and diameter (+24.06%) in
the hypercaloric groups in relation to their respective controls. The HCP group
presented a decrease in the villus crypt ratio of intestine compared to CP group.

Otherwise the hypercaloric group with probiotics (HCPP) group showed a
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decrease in the values of relative liver weight (-20.01%) and perigonadal fat
weight (-33.33%) and increase in HDL cholesterol (+14.57%) compared to their
control (CPP). Serum TNFa and leptin levels were no significant different
between the groups, although the HCPP group presented higher means for TNFa
and the HCP group for leptin (Fig.3).

F1 females

Comparisons between the CP and HCP groups indicated an increase in
final body weight (+7.21%), body weight after weaning (+33.84), relative
retroperitoneal fat weight (+75.01%), and relative perigonadal fat weight
(+62.5%) and glucose (+18.61%). This groups also showed an increased in the
area (+42.39%), perimeter (+17.69%) and diameter (+18.02%) of adipose tissue
compared to the CP group. In turn, decreased triglycerides (-21.62%) were
observed when comparing HCP with CP. The hypercaloric pregnant group
presented a decrease in the means for villus cypt ratio (-32.08%) compared to
their control.

When received probiotics, the pregnant group presented lower means for
relative liver weight (-20.01%) and perigonadal fat weight (-50.01%). This group
also showed lower means for adipose tissue, with significant difference for the
perimeter (-9.80%) and the area and diameter matching the CPP group.

Regarding the serum TNFa the hypercaloric groups presented higher
means than their respective control groups, but only the HCP differ significantly.
For leptin both HC groups showed higher values compared to their respective

control group with significant difference (Fig.3).
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Discussion
Dietary and probiotics effects on the FO generation

The results reported in the present study confirm previous findings,
indicating that animals exposed to hypercaloric diet tend to display metabolic
changes when compared to those on standard diet. This confirms the efficiency
of a diet rich in simple carbohydrates such as fructose and glucose, in addition to
saturated fat. Epidemiological, clinical and preclinical studies in animals relate
excessive intake of refined sugars, such as fructose, sucrose and corn syrup
(high fructose concentration) during pregnancy with an increased risk of
developing obesity, insulin resistance and diabetes mellitus type 2 in prolongation
during adult life (23). Accompanying the increase in adiposity, we can observe an
increase in energy efficiency, mainly in groups that received fructose in relation
to the control group, showing that there is an increase in energy demand in
females during gestation periods when there is excessive consumption of
fructose.

The energy efficiency parameter, i.e. the average body weight gain divided
by the average energy unit ingested, was also shown to be elevated in mice that
received a high carbohydrate diet (28). Therefore, the assessed diet led to a
greater conversion of ingested calories to weight gain in the HC group, especially
concerning increasing perigonadal and retroperitoneal fat mass, corroborating
the findings reported by LeCoutre et al. (29) who studied the development
mechanisms of adipose tissue (AT) in rodents, suggesting that hyperplasia and
hypertrophy occur in specific ways for sex and deposit area. Instead of what was
observed for the pregnant groups, the HC group presented higher body weight

than C group, showing the efficiency of the high calorie diet in weight gain and
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that pregnancy can play a protective role in weight gain through greater energy
demand, as reported by Starling (30) and Loy (31) . However, OGTT and ITT
alterations were observed between C and HC groups confirming White et al. (32)
who verified higher glycemia and insulin resistance levels in mice fed with
hyperlipidic diet during 10 weeks.

Song et al. (33) also described that a high fructose maternal diet showed
an exaggerated hyperinsulinemic response to pregnancy, which continues
throughout pregnancy. The supplementation with probiotics in the hypercaloric
leads to same means of serum concentrations of total cholesterol and its HDL
and triglyceride fractions compared to their control group, corroborating the
literature, demonstrating that supplementation during pregnancy of different
strains from Lactobacillus appears to be protective against dyslipidemia (34).

When combined, the probiotic strains Bifidobacterium bifidum BB12,
Lactobacillus acidophilus LA-5 and Streptococcus thermophilus can increase the
immune response and assist in the recolonization of the intestinal microbiota (35).
Corroborating our findings where the evaluation of the damage in ileum showed
just mild inflammatory infiltrations in HCPP groups, and it's known that we can
find lymphocytes and plasma cells in the mucosa of the small intestine under
physiological circumstances. The villus cript ratio from the hypercaloric group with
probiotics matched their control group. This group also showed lower
hepatosomatic index and relative weight of the liver and no statistically significant
difference for alanine amino transferase which is an important marker of liver
damage. Corroborating these results, the histomorphological analysis of the liver
showed the absence of fat droplets, reaching the same pattern of the group

treated with a control diet. These findings show that the consumption of probiotic
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may play a protective role in the development of non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD) and can overcome the harmful effects on the intestinal level of a diet
rich in fructose and saturated fat.

The group that received a HC diet and probiotics during pregnancy
presented higher means of TNFa compared to their respective control, showing
that the mechanism of action of probiotics through the intestinal modulation of the
immune system may not have been effective in reducing this marker.
Corroborating our findings, Ding et al. (42) working with C57BI/6 observed a
higher level of TNFa in mice fed with hypercaloric diet, suggesting an interaction
between the diet and the bacteria present in the intestine promoting
proinflammatory changes in the small intestine, which precede weight gain and
obesity and showing strong and significant associations with progression of
obesity and development of insulin resistance.

In our study all groups fed a diet rich in saturated fat and fructose had
significantly higher leptin levels compared to their control groups, however, not
the highest daily food consumption was observed in the control groups, which
may have happened due to the potential sacietogen that the amount of fat present
can provide to the animals, corroborating the results found by Arbex (21). The
failure of this hyperleptinemia to produce any compensatory decrease in food
intake or body weight was initially viewed as evidence of leptin resistance.
Effects on descendants

Maternal obesity induces changes in offspring metabolic status and plays
a key role in the probability of onset of metabolic disorders in the offspring through
mechanisms that are not clearly understood (44). In the current investigation,

maternal HC feeding led to weight gain and high adiposity through adulthood,
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even though all the pups were fed with standard chow after weaning. These data
highlight the long- term influence of maternal diet on the offspring’s metabolism.
In a recent report, it has been shown that a high-carbohydrate supplement
ingestion during gestation leads to leptin resistance in adult offspring
independently of birth weight, and it is known that these hormonal changes
characterize obesity-prone animals (46). In fact, Fergusson and Koski (47)
concluded that, during pregnancy, it was the quantity rather than quality of
carbohydrate that determined fetal and postnatal development.

Concerning the transgenerational metabolic programming model, the
results of the present study demonstrate the model efficacy in inducing changes
to offspring in future generations. The increased final body weight, adipose tissue
mass and glucose in HCP group indicates clearly that the experimental diet was
able to produce obesogenic characteristics (31,48), this effect may be due to the
greater capacity of the high-calorie diet to convert consumption in grams into
weight gain as evidenced by the greater EEC in the male and female hypercaloric
groups (49).

According to literature, some mechanistic pathways may explain the
greatest evidence of this effect in females, which presented increased body
weight, adiposity, relative liver weight and glucose in the group descending from
the FO generation that consumed a HC diet without probiotics (HCP) (32,40,50).
In males, we observed an increase in FBW, adiposity, but also the total
cholesterol which could be due the increasing in HDL cholesterol. The HC diet
offered to mothers led to increased adiposity and body weight in F1 males and
females from the HCP generation. In this way, this study thus demonstrates the

transgenerational effect of the fructose-and lipid-rich diet prior and during
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pregnancy. One of the consequences of hypercaloric, hypolipemic or
hyperglycemic diet consumption during pregnancy and lactation is a glycemic
profile alteration in adult descendants (45,51). Since it had previously been
demonstrated that fructose-fed female, but not male rats, the modulation of
pancreatic B-cells may occur, implying in glycemia alterations (2,45). Some
studies have suggested that high fat-sugar diet could increase the gut microbial
diversity, which is similar to the gut microbiota pattern in type 2 diabetic patients
(52).

The influence of maternal obesity during pregnancy on the offspring gut
microbiota, which could be transmitted from mother to offspring, may be one of
the important factors influencing the metabolism. It is known that the gut
microbiota control intestinal permeability, which determines the threshold at
which metabolic endotoxemia could induce the metabolic disorders. In this
context, we hypothesized that manipulating the maternal gut microbiota through
probiotics administration leads to weight loss, reduction adiposity levels and
plasma glucose in the offspring.

The precise mechanism by which the microbiota regulates the metabolism
is not clear. It was hypothesized that alteration of microbiota composition may
stimulate development of obesity via several mechanisms: gut microbiota could
affect the gut barrier functions, food intake regulatory signals and energy balance,
thus leading to an increase in body weight (62). In this study, the intervention on
21 days of pregnancy reversed the increased adipose tissue mass female
offspring at 60 days of life from mothers fed with hypercaloric diet and probiotics

(34,63).
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Although offspring appear to have early onset changes in metabolic
regulation it is unclear whether phenotypic effects in the offspring are the direct
effect of fructose transfer through the placenta to the fetus, the effect of fructose
transmitted to the neonate during lactation through the mother’s milk, or the result
of adaptive responses made by the offspring in response to altered maternal
metabolism (40,64). Experimental animal models strongly suggest that fructose
intake during pregnancy and lactation leads to metabolic dysfunction in both the
mother and the newborn. Increased liver weight and glycogen content and
elevated plasma glucose and triglycerides may suggest that fructose can
promote lipogenesis and induce a state of fatty liver (65), but our results in the
groups of males and females form mothers fed with hypercaloric diet showed no
more than an moderate glycogen store and physiological liver architecture,
without hepatocellular lipidosis. This result leads to two hypotheses: that the
maternal diet was not enough to change this parameter in the offspring or that
the consumption of a control diet shortly after weaning until adulthood protected
the offspring from the harmful effects of the diet.

We assessed the integrity of the intestinal barrier through the ileum and
none of the intestines showed more than just mild inflammatory infiltrations.
Although we observed a decreased crypt villus ratio in male and female from HCP
group, which may point to a possible decrease in barrier integrity and increase in
intestinal permeability, as sign of altered epithelial barrier function. However, the
same measurements of the group of pups in which the mothers received the
probiotics presented, both in males and females, was similar to their respective
control. Although the fecal microbiota was not characterized in the present study,

the high maternal intake of Bifidobacterium bifidum BB-12 and Lactobacillus
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acidophilus LA-5 can positively affect the microbial balance (67) leading to an
improvement of adiposity, reduced the relative weight of liver and restored the
integrity of the intestinal barrier.

Corroborating the literature, leptin resistance was observed in the offspring
of males and females of mothers fed a diet rich in sugar and fat, suggesting the
transgenerational metabolic effect of maternal obesity (4,68). Our data showed
that animals fed with hypercaloric diet and treated with probiotics presented the
same final weight gain compared to control counterparts. Despite the decrease
in adiposity in the high-calorie diet groups that received probiotics, there was no
improvement in leptin levels in females, however when analyzing the males in the
same group the mean was equal to their respective control, suggesting that the
effects of probiotics on metabolism hormone through modulation of the intestinal
microbiota was prevalent in males.

It is well known that overproduction of TNFa by macrophages in adipose
tissue is an important feature of obesity (42). TNFa production initiated by
bacterial components such as LPS, lipoteichoic acid, and peptidoglycan can lead
to the development of systemic inflammatory response syndrome (71). We
observed that the levels of TNFa were the same between the control group and
the hypercaloric groups which received probiotics during pregnancy, suggesting
the interaction of probiotics with lymphoid tissue associated with the
gastrointestinal tract (GALT).

Conclusion

A high calorie diet, rich in fat and fructose, was efficient in promoting insulin

resistance, glucose intolerance and high TNFa values leading to a higher energy

efficiency coefficient, and increased adiposity in pregnant mice. When
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supplemented with probiotics the hypercaloric group showed lower means for the
hepatosomatic index and relative weight of the liver and no difference for ALT
comparing to their respective control group and the histomorphological analysis
of the liver reached the same pattern of the group treated with a control diet.
These findings show that the consumption of probiotics during pregnancy by mice
fed a diet rich in fructose and saturated fat may play a protective role in the
development of non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD).

Although the harmful effects of a fructose- and lipid-rich diet in individuals
of a reproductive age can be transmitted to subsequent generations, the results
of the present study suggest that maternal supplementation of probiotics leads to
beneficial effects on limiting the impact of hypercaloric maternal diet in metabolic
programming offspring, reducing adiposity and the relative weight of the liver and
restored the integrity of the intestinal barrier in the offspring.
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Table 1 — Final body weight (FBW) (g), nasoanal length (NAL) (cm), food intake (F1) (g/day), energy efficiency coefficient (EEC) (g

weight/calorie), Hepatosomatic index (HI) (g weight/liver weight), relative liver weight (LW), relative retroperitoneal fat weight (RFW)

and relative perigonadal fat weight (PFW) of females (FO generation).

C HC CcP HCP CPP HCPP
FBW (g) 2210:0.80  26.11£3.01*  25.32+2.41 26.61+2.91 26.5+2.9 25.6%3.1
NAL (cm) 9.82+0.21  10.22:0.21*  10.11£0.41 10.62+0.51 10.00.1 10.6£0.31*
Fl (g/day) 4.1621.94 1.75£0.28* 4.23+1.17 2.1020.51" 4.85%1.31 2.02+0.42*
EEC (g/cal) 0.053£0.008  0.0930.020*  0.055£0.009  0.0830.0150* 0,055:0,010  0,093%0,016*
HI 4.71£0.82 2.6111.62* 5.11+0.42 4.51+0.72 5,1%0,6 4,9+1,0
LW (%) 0.046£0.008  0.0370.004*  0.050£0.004  0.045£0.007  0.052+0.005  0.049+0.010
RFW (%) 0.002£0.001  0.008:0.004*  0.001%0.0001  0.0060.005* 0.0010.0003  0.006:0.0005*
PFW (%) 0.009£0.002  0.026:0.016*  0.009£0.002  0.0240.014*  0.007£0.004  0.021%0.012*
TC (mg/dL) 60.91214.01  105.02¢9.31*  73.51%8.12 99.9421.7 76.2424.5 101.1£13.1
HDL (mg/dL) 57.73:12.72  86.91221.31*  70.92+9.41 91.3£18.2 62.0£19.2 99.5+24.5
ALT (IU/L) 28.81+531  29.11%8.82 27.7124.41 44.7£17.0* 29.3+12.6 30.446.5
CRE (mg/dL) 0.10£0.01 0.21£0.02 0.2140.02 0.21£0.01 0.11£0.02 0.21£0.01

TC - Serum cholesterol concentrations, HDL fraction (mg/dL), ALT — serum alanine amino transferase concentration (IU/L), CRE - serum creatinine
concentrations (mg/dL). Data are expressed as means + standard deviation (MDP) of the analyzed parameter (n=8). The symbols represent significant difference
(P<0.05) between groups. *CP compared to HCP; *CPP compared to HCPP.
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Table 2 — Area (AAT), perimeter (PAT) and diameter (DAT) of perigonadal and retroperitoneal adipose tissue, villus (V1) and crypt

(Cl) of ileum (VCR) of females (FO generation).

C HC CcP HCP CPP HCPP
AAT (um) 50.38£13.92  73.59+30.18  52.65+11.10 70.93+32.19  33.07+6.795 73.15%£33.93%
PAT (um) 927.3+103.00 927.6%103.30 951.0+69.40 948.6+80.35  798.6+85.30 952.6%55.40%
DAT (pm) 250.8+38.19  306.4+54.24  225.8+49.28 286.6+70.27  205.9+22.45 300.2+76.89*
VI (um) 410.6+35.51 458.1+119.6  405.3+27.93 379.5+30.72  370.81+73.99 410.82+34.09
Cl(um) 62.47+6.01 61.85+12.20 59.01+3.31 50.55+7.56 60.41+6.68 52.62+9.39

Data are expressed as means * standard deviation (MDP) of the analyzed parameter (n=8). The symbols represent significant difference (P<0.05) between
groups. *CP compared to HCP; *CPP compared to HCPP.
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Table 3 — Final body weight (FBW) (g), body weight after weaning (BWW), energy efficiency coefficient (EEC) (g weight/calorie),
relative liver weight (RLW), relative retroperitoneal fat weight (RFW) and relative perigonadal fat weight (PFW) and biochemical

parameters in F1 males.

CcP HCP CPP HCPP
FBW () 21.63+1.02  23.3620.47*  19.61%2.90 21.60+3.24
BWW (g) 12.01£2.01 17.13%1.94* 9.60+1.54 11.46£2.59
EEC (g/cal) 0.16£0.03 0.18£0.09* 0.19+0.01 0.19+0.05
RLW (%) 0.04+0.002 0.04:0.001 0.05£0.001  0.040.001*
RFW (%) 0.001+0.0005  0.001+0.0007  0.001+0.0005  0.001+0.0001
PFW (%) 0.006£0.001  0.0080.001*  0.009:0.001  0.006%0.001*
ALT (mg/dL) 59.67+7.95 38.52+6.54 45.71+9.81 35.40+7.18
Uric acid (mg/dL) 2.37+0.58 2.660.80 3.01£0.92 2.92+0.56
Glucose (mg/dL) 233.1+10.39  263.8429.78  251.3+31.59  290.4452.86
Triglycerides (mg/dL) 67.25+7.95 57.56+7.38  55.64+12.31  49.54+11.77
Total cholesterol (mg/dL) 80.5611.34  88.85£3.69*  80.30+9.17 89.54+8.61
HDL cholesterol (mg/dL) 74.9931.44  86.88%6.81*  75.52:596  88.4115.43"

Data are expressed as means * standard deviation (MDP) of the analyzed parameter (n=6). The symbols represent significant difference (P<0.05) between
groups. *CP compared to HCP; *CPP compared to HCPP;
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Table 4 — Final body weight (FBW) (g), body weight after weaning (BWW), energy efficiency coefficient (EEC) (g weight/calorie),
relative liver weight (RLW), relative retroperitoneal fat weight (RFW) and relative perigonadal fat weight (PFW) and biochemical

parameters in F1 females.

CcP HCP CPP HCPP
FBW (g) 18.0520.54  19.40x0.82*  16.72+0.77 17.0740.55
BWW (g) 10.42£2.16  15.75+2.27* 9.25+1.74 10.75£2.08
EEC (g/cal) 0.1120.01 0.1320.02* 0.1240.07 0.13+0.02
RLW (%) 0.04£0.002  0.05+0.007 0.05£0.001 0.04£0.001*
RFW (%) 0.001£0.0004 0.004£0.0001* 0.001+0.0004  0.001+0.0001
PFW (%) 0.003£0.001  0.008:0.001*  0.006£0.002  0.003%0.001*
ALT (mg/dL) 47284729  31.47+7.40 35.78+7.13 28.21+4.28
Uric acid (mg/dL) 2.74%0.57 2.10£0.17 2.78+0.60 3.1240.73
Glucose (mg/dL) 222113417  271.42%15.74* 239.41216.18  279.81%5.29"
Triglycerides (mg/dL) 50.40£5.97  39.50%3.18*  55.3749.10 48.50+9.18
Total cholesterol (mg/dL) 76.10£6.79  73.0248.19 77.5145.86 71.3646.53
HDL cholesterol (mg/dL) 64.214528  63.33+4.35  69.96%8.76 69.83+3.25

Data are expressed as means * standard deviation (MDP) of the analyzed parameter (n=6). The symbols represent significant difference (P<0.05) between
groups. *CP compare to CPP; * HCP compare to HCPP. ALT: alanine aminotransferase.
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Figure 1 — The A and B graph representes the FO total area under the curve for GTT
(@) and insulin decay rate for ITT (b) of the mice treated with control (C) and

hypercaloric diet (HC). Data are expressed as mean + SD. *P<0.0001; **P<0.001
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Figure 2 — Representative photomicrographs of liver sections of FO generation
obtained of the mice treated with control (C) and hypercaloric diet (HC). Stained with

H&E. Arrows indicate hepatocytes with microvesicular (HC) and macro steatosis (HCP). Bar = 20um.
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Figure 3 — Graphs representing TNFa and leptin in mice serum after the treatments. A
and B: FO generation; C and D: F1 generations. Data are expressed as mean = SD. *P<0.05;
*P<0.05; **P<0.001.
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Figure 4 — Representative photomicrographs of liver and intestine sections of F1
generation of male (A) and female (B) obtained after treatments. Stained with H&E. Bar =

20um.
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