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RESUMO

SCHROEDER, Maria Clara Alves. Efeitos da obesidade paterna induzida por
supernutricdao lactacional na expressao de neuropeptideos hipotalamicos
envolvidos no controle da ingestdo alimentar em suas proles. Trabalho de
Dissertacdo do Curso de Pdés-Graduagdo em Ciéncias Fisiolégicas - Centro de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2026.

A prevaléncia da obesidade infantil estda em constante crescimento. O conceito
DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease) aponta que insultos
nutricionais durante o periodo critico do desenvolvimento podem levar a adaptagdes
fisioldgicas através de mecanismos epigenéticos e contribuir para a programagao
metabdlica. Estudos em roedores reforcam que as modificagées metabdlicas podem
ser transmitidas as gerag¢des seguintes através de mecanismos transgeracionais. A
supernutricdo lactacional, induzida pela reducdo do tamanho da ninhada, € um
modelo experimental para indu¢cdo de obesidade precoce, com efeitos persistentes
até a idade adulta. Estudos anteriores demonstraram que a obesidade paterna
induzida por supernutricdo lactacional pode causar uma reducdo da ingestao
alimentar na prole masculina. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da
obesidade paterna induzida pela supernutricdo lactacional nas vias envolvidas na
regulacdo da ingestado alimentar da prole adulta. No dia pods-natal (DPN) O, ratos
Wistar machos foram divididos em ninhada normal (NN - 10 filhotes/m&e) e ninhada
reduzida (NR - 3 filhotes/mae). No DPN 90, os machos de ambos os grupos foram
acasalados para gerar a segunda geragao. A expressdao de mMRNA dos
neuropeptideos hipotalamicos no nucleo arqueado, a concentracdo plasmatica de
leptina e a ingestdo alimentar foram avaliadas na prole. Na idade adulta, a prole
masculina de pai com supernutricao lactacional (NR) apresentou expressao reduzida
de mRNA dos neuropeptideos NPY, AgRP, POMC e CART quando comparada com
a prole masculina de pai sem obesidade (NN). A prole masculina de pai NR também
apresentou reducédo na ingestdo alimentar e na concentragdo plasmatica de leptina
em comparagao com a prole masculina de pai NN. A prole feminina ndo apresentou
diferencas em nenhum paradmetro avaliado. Os resultados demonstram que a
obesidade paterna precoce induzida por supernutricao lactacional pode interferir na
via de controle da ingestdo alimentar, reduzindo a expressdo de mRNA de
neuropeptideos hipotalamicos envolvidos na regulagdo da homeostase energética
na prole masculina, indicando uma transmissao transgeracional manifestada de
maneira dependente do sexo.

Palavras-chave: Reducdo do tamanho da ninhada; transmissao transgeracional;
programagao metabdlica.



ABSTRACT

SCHROEDER, Maria Clara Alves. Effects of paternal obesity induced by
lactational overnutrition on the expression of hypothalamic neuropeptides
involved in the control of food intake in their offspring. Trabalho de Dissertagéo
do Curso de Po6s-Graduagdo em Ciéncias Fisiologicas - Centro de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2026.

The prevalence of childhood obesity is constantly increasing. The DOHaD
(Developmental Origins of Health and Disease) concept states that nutritional insults
during this critical developmental period can lead to physiological adaptations
through epigenetic mechanisms and contribute to metabolic programming. Studies in
rodents reinforce that metabolic modifications can be transmitted to subsequent
generations through transgenerational mechanisms. Lactation overnutrition induced
by litter size reduction is an experimental model to induce early obesity, which
persists until adulthood. Paternal obesity by lactation overnutrition has been shown to
cause reduced food intake in the male offspring. Thus, the aim of this study was to
evaluate the effects of paternal obesity induced by lactational overnutrition on the
pathway involved in the regulation of food intake of their adult offspring. On postnatal
day (PND) 0, male Wistar rats were divided into normal litter (NL - 10 pups/dam) and
small litter (SL - 3 pups/dam). At PND 90, males from both groups were mated to
generate the second generation. Expression of mRNA of hypothalamic
neuropeptides in the arcuate nucleus, plasma leptin levels and food intake were
evaluated in the offspring. In adulthood, male offspring of SL fathers showed
decreased mRNA expression of the neuropeptides NPY, AgRP, POMC, and CART
when compared to male offspring of NL fathers. Male offspring of SL fathers also
showed reduced food intake and leptin plasma levels compared to male offspring of
NL fathers. Female offspring did not show differences in any parameter. The results
demonstrate that paternal obesity by lactational overnutrition reduces mRNA
expression of hypothalamic neuropeptides involved in the regulation of energy
homeostasis in male offspring, indicating sex-dependent transgenerational

transmission.

Keywords: Litter size reduction; transgenerational transmission; metabolic
programming.
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1 INTRODUGCAO

A obesidade € uma doenga crdnica ndo transmissivel que se tornou um
desafio de saude publica. De causa multifatorial e bastante influenciada pelo
ambiente obesogénico e sedentario, a obesidade € considerada uma epidemia
global em crescimento continuo (Houfflyn; Matthys; Soubry, 2017). De acordo com o
SISVAN, Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional, em 2025, 71% da populagéo
brasileira adulta foi classificada com excesso de peso corporal (Brasil, 2025a). A
estimativa € de que esse numero continue crescendo e, em 2030, 50% da
populagdo adulta mundial - aproximadamente 3 bilhbes de pessoas - apresente
excesso de peso (World Obesity Federation, 2025). Esses dados nao se restringem
apenas a populacado adulta, uma vez que a prevaléncia do excesso de peso também
apresenta indices preocupantes para populacao infantil e juvenil. O SISVAN indica
que em 2025 a prevaléncia de excesso de peso foi de 31,27% para a populagao
infantil (Brasil, 2025c) e de 33,52% para a juvenil (Brasil, 2025b). A tendéncia global
€ de aumento da prevaléncia de sobrepeso e obesidade nessa faixa etaria também,
sendo estimado que em 2035 atinja o percentual de 35% (World Obesity Federation,
2024). O aumento continuo dos casos de sobrepeso e obesidade é motivo de
preocupacao devido aos desfechos clinicos e sociais associados a essa condigao.

A obesidade esta diretamente associada ao desenvolvimento de outras
comorbidades e desfechos negativos. A Organizacdo Mundial da Saude define a
obesidade como o excesso de tecido adiposo branco, com consequente prejuizo a
saude e qualidade de vida, além do aumento do risco para desenvolvimento de
doengas crbénicas (WHO, 1999). Um dos indicadores diagndstico da obesidade é o
indice de Massa Corporal (IMC) maior ou igual & 30 kg/m? (ABESO, 2016), porém
individuos com sobrepeso (IMC entre 25 e 29,9 kg/m?) também podem ter prejuizos
a saude devido ao excesso de gordura corporal (WHO, 1999). Mais da metade dos
Obitos causados por doengas crbnicas nao transmissiveis sao devidas ao céancer,
doencas cardiacas, acidente vascular cerebral ou Diabetes Mellitus, condigdes que
sao associadas ao excesso de peso e podem ter seus desfechos acelerados por ele
(World Obesity Federation, 2024). Além disso, a obesidade possui impacto
econdmico, social, familiar e emocional (Barbosa et al., 2022). Embora amplamente
discutido em relagdo a vida adulta, o impacto da obesidade também atinge a

populagao infantil e juvenil. Hiperglicemia, presséo arterial elevada e alteragdes de
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perfil lipidico relacionados ao excesso de peso também s&o observados nessa faixa
etaria (World Obesity Federation, 2024). Para além dos desfechos clinicos
observados no individuo acometido pela obesidade, quando atinge a linhagem
parental, parece haver efeitos da doenga também na geragao seguinte.

A obesidade parental pode aumentar o risco do desenvolvimento de
alteracdes metabdlicas em sua descendéncia. E bem estabelecido que a obesidade
materna durante a gestacdo pode comprometer a saude da mée e trazer prejuizo ao
desenvolvimento do feto (Lane et al, 2015). Nao se restringindo ao
comprometimento na fase da gestacdo, evidéncias apontam que a obesidade
parental na pré-concepgao pode impactar a saude da descendéncia ao longo de sua
vida, atingindo até mesmo mais de uma geracao seguinte (Lane et al., 2015). Sao
observadas alteracbes no perfil glicémico, perfil lipidico e também no sistema
reprodutivo da descendéncia de progenitores com obesidade, principalmente em
estudos com roedores (Ornellas et al., 2017). A obesidade parental aumenta o risco
do desenvolvimento de obesidade no inicio da vida na descendéncia, e esse risco é
maior se ambos o0s pais sdo acometidos pela condigdo (Landry; Parker, 2026),
indicando que a obesidade ndo é apenas reflexo de escolhas individuais, mas
resultado de uma interagdo entre mecanismos e sistemas complexos com origem ja
nas fases iniciais da vida. A obesidade nessa etapa inicial do desenvolvimento
ganha destaque, pois esse € um periodo de alta plasticidade, em que respostas
adaptativas podem impactar a vida adulta e geragdes futuras (Bear, 2017).

O inicio do desenvolvimento embrionario e pds-natal € chamado de periodo
critico de desenvolvimento. O conceito DOHaD (Developmental Origins of Health
and Disease) propde que desde a concepgao até os primeiros anos de vida existe
uma janela de oportunidade, onde insultos ambientais podem aumentar o risco de
desenvolvimento de doengas ao longo da vida (Lisboa et al., 2021). Nesse contexto,
a exposicao a estimulos ambientais promove adaptagdes fisioldgicas como resposta,
as quais podem ter efeitos persistentes no funcionamento do organismo, levando ao
que é chamado de programacédo (Silveira et al., 2007). A programacado € uma
maneira do organismo buscar a sobrevivéncia, e com base nas experiéncias vividas,
o encéfalo pode se adaptar na tentativa de antecipar um estimulo ambiental, e
assim, aumentar a eficiéncia de resposta quando esse estimulo for vivenciado
novamente (Laubach et al., 2018; Lent, 2023). Entretanto, pode haver um contraste

entre o ambiente real vivido na maturidade e o ambiente previsto com base nas
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experiéncias anteriores. Com esse descompasso, ha aumento do risco de
desenvolvimento de doengas ou alteracbes metabdlicas (Laubach et al., 2018;
Silveira et al., 2007). Sendo assim, fatores ambientais podem interferir no padrao
saude-doenga na vida adulta (Silveira et al., 2007). A interagdo entre estimulo
ambiental e desenvolvimento de alteracbes metabdlicas pode ter relagdo com
modificagdes da expressao génica.

Os fatores ambientais induzem adaptacdes fisioldgicas possivelmente através
de processos epigenéticos. Mecanismos epigenéticos sao processos que regulam a
expressado génica sem modificar a sequéncia de bases de nucleotideos, incluindo
modificacdes de histonas, expressdo de RNA ndo codificante e metilacdo de DNA
(Lent, 2023; Silveira et al., 2007). Os estimulos ambientais podem causar tais
modificagdes no individuo exposto, podendo provocar alteracbes metabdlicas
(Houfflyn; Matthys; Soubry, 2017). Dessa forma, as respostas adaptativas preditivas
sdo possivelmente mediadas pelos processos epigenéticos e potencialmente
transmitidas para geragoes futuras através dos gametas (Silveira et al., 2007). A
exposicdo de gametas paternos ou maternos a fatores ambientais pode alterar a
arquitetura epigenética celular, e através de um mecanismo de heranga epigenética,
aumentar a suscetibilidade a obesidade nas geragdes futuras (Panera et al., 2022).
Com isso, aspectos nutricionais dos pais podem afetar a programacéao epigenética
da geracao seguinte e favorecer o aparecimento de doengas metabdlicas, mesmo
na auséncia da exposi¢gao aos mesmos estimulos (Panera et al., 2022). Embora a
literatura esteja mais consolidada em relacdo as consequéncias da obesidade e
nutricdo materna, os estudos sobre os efeitos da obesidade paterna tém acumulado
bastante evidéncia.

A influéncia paterna nos processos epigenéticos da descendéncia é pontual,
e embora ocorra apenas no momento da concepc¢ao, pode impactar o metabolismo
da prole. A relagdo entre alteragdes metabdlicas do pai e efeitos na saude da
proxima geragao € um conceito abordado por POHaD (Paternal Origins of Health
and Disease) (Houfflyn; Matthys; Soubry, 2017). O paradigma do POHaD originou-se
do conceito DOHaD, a fim de investigar a programagao metabdlica influenciada pela
exposicao a alteragbes metabdlicas e estilo de vida, a partir da linhagem paterna
(Capobianco; Pirrone, 2026). A influéncia paterna na saude metabdlica da sua
descendéncia pode ocorrer por mecanismos sociais, comportamentais e,

principalmente, por mecanismos bioldgicos, nos quais a obesidade paterna pode
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gerar uma reprogramacgao transmitida a prole (Landry; Parker, 2026). Ao avaliar a
heranga epigenética pela linhagem paterna, o esperma € identificado como um
provavel veiculo de transmissdo da informagao (Pentinat et al., 2010; Ribo et al.,
2025). Estudos apontam associacao entre obesidade paterna e metilagdo de DNA
ou condensagao de cromatina de espermatozoide (Batra et al., 2022). Roedores
machos com obesidade induzida através da alimentacao hiperlipidica apresentaram
alteragbes no espermatozoide, com mudangas no microRNA e reducao de metilagao
em células germinativas (Houfflyn; Matthys; Soubry, 2017). Através dessa alteragao
no espermatozoide, a programagao epigenética do pai pode ser transmitida a prole.
Ja foi identificada metilagdo de DNA em regibes regulatérias em criangas
descendentes de pais com obesidade, fortalecendo o argumento de que a exposigao
paterna aos estimulos ambientais pode afetar a programacao epigenética e que esta
pode ser transmitida de forma intergeracional (Panera et al., 2022). Sendo assim, o
espermatozoide nao transmite apenas informagdo genética, mas também pode
transferir um registro metabdlico e ambiental vivenciado pelo pai (Skerrett-Byrne et
al., 2025).

Nesse contexto, a manifestacdo da transmissdo transgeracional da
programacgao metabdlica na descendéncia oriunda de progenitor com obesidade é
observada na literatura. A avaliagéo da transmissao das adaptacdes induzidas pela
supernutricao lactacional em roedores mostrou que alguns fenétipos paternos sao
herdados pela geragdo seguinte, como hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia,
resisténcia a insulina e intolerancia a glicose (Pentinat et al., 2010). Da mesma
maneira, ao avaliar a exposi¢cao paterna a dieta hiperlipidica observou-se que a prole
feminina apresentava disfungdo em células 3 pancreaticas e alteragao na secregcao
de insulina, quando comparada a prole de pais com dieta normal (Ng et al., 2010).
Em humanos, também foi observada uma associacdo entre IMC paterno e
parametros de crescimento fetal na descendéncia (Chen et al., 2012), bem como
entre quantidade de tecido adiposo paterno e quantidade de gordura corporal da
descendéncia no periodo da infancia (Figueroa-Colon et al., 2000). Ainda, foi
observado que a exposicao a insulto alimentar na infancia do pai parece influenciar a
longevidade da descendéncia masculina (Kaati et al., 2007). Sendo assim,
alteragbes metabdlicas paternas induzidas por estimulos ambientais parecem ser

transmitidas para a proxima geracéo, podendo aumentar o risco de desenvolvimento
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de desordens metabdlicas, incluindo alteragées no controle neuroenddcrino do
balango energético da prole.

O organismo apresenta um controle neuroendécrino que regula o
comportamento alimentar e a homeostase energética. O controle neuroendécrino
envolve uma interacdo complexa entre mecanismos centrais e periféricos,
envolvendo producdao de hormdnios, peptideos e conexdes neurais. Um dos
horménios que sinaliza ao hipotalamo sobre o estado fisioldgico do organismo € a
leptina. Secretada principalmente pelos adipocitos presentes no tecido adiposo
branco, a leptina reflete o estoque de tecido adiposo e o balango energético (Kandel
et al., 2023). Dentre suas principais fungdes estad a agdo como inibidor da ingestao
alimentar, tendo sua secrecdo aumentada quando o individuo esta alimentado e
reduzida em periodos de privacao alimentar (Aires, 2018). Como consequéncia, a
liberacdo de leptina estimula o catabolismo, o aumento do gasto energético, e
diminui o apetite (Landeiro; Quarantini, 2011). A forma longa do receptor de leptina
(Ob-Rb) é bastante expressa no hipotalamo, mas é encontrada principalmente no
nucleo arqueado (ARC), hipotalamo ventromedial e dorsomedial (VMN e DMN), area
hipotalamica lateral (LHA) e area pré-6ptica medial (MPOA) (Stanley et al., 2005). No
ARC, o receptor de leptina é expresso por dois grandes grupos de neurdnios:
neurénios que produzem neuropeptideos orexigenos (NPY - neuropeptideo Y, e
AgRP - proteina relacionada ao Agouti); neurdnios que expressam neuropeptideos
anorexigenos (POMC - proopiomelanocortina, e CART - transcrito regulado por
cocaina e anfetamina) (Stanley et al., 2005). A leptina, ao agir no ARC, inibe a
atividade de neurbnios NPY/AgRP, reduzindo a expressdo de NPY e AgRP,
enquanto aumenta a ativagao de neurénios POMC/CART, aumentando a expressao
de POMC e CART (Stanley et al., 2005; Valassi; Scacchi; Cavagnini, 2008). Com
isso, 0 aumento da concentragao de leptina no ARC resulta em reducéo da ingestao
alimentar (Stanley et al., 2005). O papel dos neurbnios NPY/AgRP e POMC/CART
no controle da ingestdao alimentar € regulado por interagcbes complexas no
hipotalamo.

Os neurdnios NPY/AgRP estimulam a ingestado alimentar. A leptina inibe a
ativacdo desse grupo de neurbnios, assim como o peptideo YY (PYY) e a insulina
(Aires, 2018). Por outro lado, a grelina, horménio relacionado a ingestao alimentar,
os estimula (Morton et al., 2006; Molina, 2021). A concentracdo de NPY reflete o

estado nutricional, sendo sua concentracdo elevada em momentos de jejum e
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reduzida apos uma refeicdo (Stanley et al., 2005). O AgRP, cuja concentragao
também é maior no jejum, esta relacionado com aumento da ingestdo alimentar e
com a reducdo do gasto energético (Stanley et al., 2005). O estimulo a ingestao
alimentar se da pela projecdo dos neurbnios orexigenos com outras regides
hipotalamicas: nucleo paraventricular (PVN), LHA e com o proprio ARC. No ARC, ha
liberacdo de NPY e GABA para inibicado de neurdonios POMC (Stanley et al., 2005;
Valassi; Scacchi; Cavagnini, 2008). O AgRP inibe a acdo do neuropeptideo
anorexigeno POMC, pois além de aumentar a liberacdo de NPY e GABA -
transmissores inibitérios — o AgRP é um agonista inverso do MC4R (receptor do
a-MSH) (Kandel et al., 2023). O a-MSH se ligaria ao receptor MC4R, ativando-o para
inibicdo da ingestao alimentar; poréem o AgRP, ao se ligar, inibe o receptor e estimula
a ingestéo alimentar (Bear, 2017). A conexdo no PVN inibe a liberagdo de CRH
(horménio liberador de corticotrofina), ja a conexao na LHA, estimula a liberagéo de
orexina e do hormdnio concentrador de melanina (MCH) (Velloso, 2006). O MCH e a
orexina sao neuropeptideos orexigenos e estimulam a ingestdo alimentar (Bear,
2017). Os neurbnios que liberam MCH possuem conexdes com outras regides
encefalicas, como cortex, o qual identifica a concentragdo de leptina e auxilia na
motivacédo pela busca do alimento (Bear, 2017). Os neurbénios que liberam orexina
também apresentam conexdes corticais e recebem proje¢cdes do nucleo arqueado,
sendo regulados pela glicose, leptina, e pelos neurénios que expressam NPY e
POMC (Molina, 2021). Por fim, NPY e AgRP reduzem a liberacdo do horménio
estimulador da tireoide (TSH) e adrenocorticotrofico (ACTH) e ativam o sistema
nervoso parassimpatico (Bear, 2017). A ativagdo dos neurbnios orexigenos culmina
no estimulo da ingestao alimentar, enquanto a ativagao dos neurdnios anorexigenos,
por sua vez, induz a redugéo da ingestao alimentar.

A ativacdo dos neurdnios POMC/CART estd associada a diminuicdo da
ingestdo alimentar e estimulo do processo catabdlico. POMC e CART séao
neuropeptideos anorexigenos relacionados ao estado nutricional, sendo menos
expressos em periodos de jejum e aumentados apos a refeicdo (Stanley et al.,
2005). A POMC € um polipeptideo precursor do hormdnio estimulador de melandcito
a (a-MSH), o qual participa da regulagdo do balango energético ao se ligar em seu
receptor no PVN e reduzir a ingestao alimentar (Morton et al., 2006; Valassi;
Scacchi; Cavagnini, 2008). No PVN, o a-MSH e CART estimulam a liberagdo de

TRH (Horménio liberador de tireotrofina) e CRH, que regulam a secrecédo de TSH e
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do ACTH na adeno-hipéfise, os quais agem na tireoide e nas glandulas suprarrenais,
respectivamente, para aumentar a taxa metabdlica basal (Bear, 2017). Além disso,
a-MSH e CART também aumentam o gasto energético ao se ligarem em seus
receptores em neurdnios pré-ganglionares simpaticos na medula espinal (Kandel et
al., 2023). O PVN também realiza proje¢des ao tronco encefalico e a medula espinal,
regulando a atividade simpatica (Bear, 2017). Os neurénios POMC/CART fazem
projecdo com outros nucleos hipotalamicos como DMN, LHA e area perifornical
(Stanley et al., 2005).

Durante o processo de desenvolvimento ocorre a maturacdo dos circuitos
neuroenddcrinos, como o da homeostase energética, e alteragbes na alimentagao
nesse periodo podem provocar desfechos negativos na vida adulta (Barella et al.,
2012). Sendo assim, a infancia € um periodo critico de desenvolvimento, em que
alteragdes na programacado metabdlica podem provocar consequéncias persistentes
ao longo da vida. Esse contexto ressalta a importancia de estudar o impacto da
obesidade paterna desenvolvida antes da concepgéo na saude metabdlica da prole.

Nesse sentido, um modelo muito utilizado para estudo dos mecanismos e
desfechos da obesidade € o modelo de supernutricido pds-natal por reducdo do
tamanho da ninhada. Na manipulacdo da ninhada, com reducdo do tamanho da
ninhada, ocorre a formagao de dois grupos: grupos de ninhada normal (grupo
controle) com 8 a 12 filhotes, sendo metade machos e metade fémeas; e grupos de
ninhada reduzida (grupo com obesidade), com ninhadas menores do que o habitual,
com 3 a 4 filhotes, sendo 2 machos e 1 a 2 fémeas (Souza; Moura; Lisboa, 2022). A
reducao de filhotes por fémea reduz a competicdo por alimento (leite materno), o
que por sua vez, aumenta a disponibilidade de nutrientes e calorias para o filhote,
além de aumentar a concentracdo de ftriglicerideos do leite (Lisboa et al., 2021;
Rodriguez-Gonzalez et al., 2020). Com maior ingestdo caldrica, a obesidade é
induzida, sendo possivel investigar os seus mecanismos e efeitos.

Com o modelo de supernutricao lactacional é possivel estudar o ganho de
peso no periodo pdés-natal imediato, mimetizando a superalimentagao precoce, e
com ele observar desfechos fisiopatolégicos a longo prazo (Souza; Moura; Lisboa,
2022; Wunderlich et al., 2023). Além de alteragbes de peso corporal, também sao
observadas alteracdes bioquimicas e metabdlicas (Rodriguez-Gonzalez et al., 2020).
A obesidade induzida por supernutricdo lactacional pode ainda causar a

programacgao neuroenddcrina de maneira permanente no sistema imune e em vias
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regulatorias do hipotalamo (Lisboa et al., 2021). Isso pode acontecer porque
diferentemente de modelos de obesidade induzida através da alimentagao, que s6
podem iniciar a partir do desmame, o modelo de redugdo do tamanho da ninhada
induz a supernutricdo no momento inicial da vida, durante a janela de oportunidade
da lactagéo. O periodo de lactagdo € um momento de alta sensibilidade nos circuitos
hipotalamicos que controlam a homeostase energética, e com isso, podem ser
geradas respostas adaptativas que envolvem o sistema endocrino e o controle do
metabolismo energético, contribuindo para o desenvolvimento de desordens
metabdlicas e obesidade (Souza; Moura; Lisboa, 2022). Dessa forma, esse € um
modelo relevante para o estudo de efeitos transgeracionais da obesidade
desenvolvida no periodo inicial da vida.

Além dos desfechos percebidos nos animais desenvolvidos em ninhada
reduzida, alguns desfechos metabdlicos, como resisténcia insulinica e obesidade,
parecem ser potencialmente transmitidos a prole (Lisboa et al., 2021). Dados
recentes do nosso grupo evidenciaram que a obesidade paterna induzida pelo
modelo de supernutrigdo lactacional induz alteragbes metabdlicas na prole, como
reducdo da ingestédo alimentar na vida adulta na prole masculina, mas nao na prole
feminina (Shishido et al., 2026). No entanto, os mecanismos que explicam a
hipofagia observada apenas na prole masculina ainda ndo foram esclarecidos. De
fato, foi observado que a prole feminina de pai de ninhada reduzida apresentou
alteracbes reprodutivas, enquanto a prole masculina desse modelo apresentou
alteragdes metabodlicas (Shishido et al., 2026). Nesse sentido, muitos estudos
relatam respostas metabdlicas e hormonais diferentes em machos e fémeas
provenientes desse modelo (Lisboa et al., 2021). Esses resultados evidenciam que a
nutricdo no momento pds-natal € importante para o desenvolvimento e para a
programagao metabdlica do organismo. Como dito, durante o processo de
desenvolvimento ocorre a maturagao dos circuitos neuroenddécrinos, como o da
homeostase energética, e alteracbes na alimentagdo nesse momento podem ter
efeitos prejudiciais na vida adulta (Barella et al., 2012). Sendo assim, a infancia € um
periodo critico de desenvolvimento, em que alteragbes na programagao
neuroenddcrina podem provocar desfechos clinicos até mesmo na vida adulta, com
potencial para serem transmitidos de forma transgeracional as geragdes seguintes.

Dessa forma, torna-se relevante o estudo das vias neuroenddcrinas envolvidas no



17

controle da ingestdo alimentar na prole de pai com obesidade por supernutricdo

lactacional.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Considerando: o aumento da prevaléncia mundial de obesidade no inicio da
vida; que insultos, durante este periodo critico de desenvolvimento, podem gerar
adaptacdes através da plasticidade e determinar um padrédo saude-doencga que pode
se prolongar até a vida adulta; que estudos com roedores mostram que tal padréo
tem potencial para ser transmitido a prole; que a transmissao transgeracional pode
ocorrer por mecanismos epigenéticos que influenciam a expressao génica; e que
dados prévios do laboratério mostraram reducéo da ingestdo alimentar na prole
masculina de pai com obesidade lactacional, torna-se relevante investigar o efeito da
obesidade lactacional paterna na expressdo de neuropeptideos hipotalamicos
envolvidos na regulacdo da ingestdo alimentar da prole. Ainda que a influéncia
materna na programagao metabdlica seja bastante estudada, na literatura ainda ha
escassez de estudos relacionando a obesidade paterna precoce e os efeitos em sua
descendéncia. Assim, destaca-se a necessidade do estudo do impacto da obesidade
paterna no controle da ingestao alimentar na prole.

Baseado nos resultados prévios do grupo utilizando a mesma coorte
experimental de animais que observou redugdo da ingestdo alimentar na prole
masculina oriunda de pai com obesidade, a hipdtese inicial era que a prole
masculina apresentaria redugédo da expressao de mMRNA dos neuropeptideos
orexigenos NPY e AgRP, considerando seu papel no estimulo da ingestao alimentar.
Em relacdo a expressdo de mRNA dos neuropeptideos anorexigenos POMC e
CART, dado seu papel na reducédo da ingestdo alimentar, a hipotese era encontrar
aumento de sua expressao. Além disso, devido a importancia da leptina no controle
da ingestdo alimentar e na ativacdo e inibigdo de neurbnios anorexigenos e
orexigenos no nucleo arqueado, respectivamente, era esperado concomitante
aumento de leptina na prole masculina adulta. Uma vez que nao foi observada
diferenca na ingestdo alimentar na prole feminina, também esperava-se nao
encontrar diferengas significativas na expressdo de mRNA de neuropeptideos
anorexigenos e orexigenos ou na concentracdo plasmatica de leptina entre os

grupos de prole feminina.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos da obesidade paterna induzida por supernutrigao lactacional

no controle neuroenddcrino da ingestao alimentar de sua prole adulta.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a via central da regulagdo da ingestdo alimentar, quantificando a
expressdao de RNAm dos neuropeptideos orexigenos (NPY/AgRP) e
anorexigenos (POMC/CART) no nucleo arqueado da prole masculina e
feminina, com intuito de identificar alteragbes devido a supernutricio

lactacional paterna;

e Avaliar a concentragao plasmatica de leptina na prole masculina e feminina, a

fim de observar se a obesidade paterna pode alterar a concentragéo na prole;

e Correlacionar os niveis periféricos de leptina e a expressdo do RNAm de
neuropeptideos orexigenos e anorexigenos na prole masculina e feminina,
para analisar a integragao entre sinais periféricos e hipotalamicos, e possiveis

alteracbes causadas pela obesidade paterna.
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4 METODOS

4.1 ANIMAIS

Ratos Wistar machos e fémeas foram obtidos do Biotério Central da
Universidade Estadual de Londrina e mantidos no biotério do Departamento de
Ciéncias Fisiolégicas, sob condigdes controladas de luz (ciclo claro/escuro de 12
horas, com a fase clara a iniciar as 06:00 h) e temperatura (22 + 2 °C), com livre
acesso a agua e racao (ragcao padrao para roedores - Nuvilab CR1, Nuvital®),
exceto durante os procedimentos experimentais com privagdo alimentar. Os
procedimentos experimentais foram conduzidos no Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas. A Comisséo de Etica no Uso de Animais aprovou a realizagéo deste
protocolo (CEUA n°® 18310.2019.03, Circular CEUA n°® 164/2019) (ANEXO A).

4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL — SUPERNUTRIGAO LACTACIONAL

Na primeira fase do estudo, foram realizados esfregacos vaginais diariamente
as 10h nas fémeas controle para monitorizagdo do ciclo estral e, quando em
proestro, a fémea era alocada para acasalamento com um macho controle. No dia
seguinte, se o0s espermatozoides estivessem presentes no esfregago, era
considerado o dia gestacional O e a fémea era colocada em uma caixa individual. No
dia do nascimento (dia pés-natal - DPN 0) foi realizada a manipulagdo da ninhada
para formar os grupos experimentais da linhagem paterna. Para ajustar o tamanho
da ninhada, os animais foram separados em dois grupos: ninhada reduzida (NR;
grupo com obesidade por supernutricdo lactacional), com 3 filhotes (1 fémea e 2
machos); e ninhada normal (NN; grupo controle), com 10 filhotes (5 fémeas e 5
machos). Foi obtido um total de 40 ninhadas na linhagem paterna, sendo 20 NR e 20
NN. Os animais dos grupos das proles masculinas e femininas foram provenientes
dessas ninhadas, e o tamanho amostral final variou de acordo com o desfecho
especifico analisado. Os ratos machos desenvolvidos no grupo NR apresentaram
aumento do peso corporal do DPN 21 ao DPN 90, quando comparados com o0s
machos do grupo NN, confirmando o fendtipo de obesidade no grupo com
supernutricao lactacional (Shishido et al., 2026). No DPN 90 da primeira geragao,

um macho por ninhada, dos grupos NR e NN, foi alocado para acasalamento com
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fémeas normais de mesma idade e peso normal, oriundas do Biotério Central da

UEL para formar a segunda geragao, a qual foi avaliada neste estudo (Figura 1).

Acasalamento

[
. | |

Bty Machos NN Machos NR e IR
S '\_ N Grupo controle Supernutricdo Lactacional By
N— — \h \— © i

‘\-—~ \ .

Prole masculina - NN Prole feminina - NN Prole masculina - NR Prole feminina - NR

Figura 1 — Formagao dos grupos de ninhada reduzida (NR) e ninhada normal (NN)
da linhagem paterna e geragao da prole masculina e feminina oriundas de pais NR e
NN.

No 4° dia p6s-natal (DPN 4) da prole oriunda de pai NR e pai NN, foi realizado
o ajuste de ninhada para normalizar o tamanho da ninhada para 8 filhotes (4 machos
e 4 fémeas). No 21° dia pds-natal, no momento do desmame, as ninhadas foram
separadas por sexo para formar quatro grupos: prole feminina oriunda de pai sem
obesidade (NN); prole feminina oriunda de pai com obesidade (NR); prole masculina
oriunda de pai sem obesidade (NN); e prole masculina de pai com obesidade (NR)
(Figura 2) (Wunderlich et al., 2023). Apenas um animal de cada sexo da prole, por
ninhada, foi incluido em cada analise experimental e os animais nao incluidos nos

grupos foram eutanasiados por decapitagao, de acordo com as orientacdes éticas.



22

TRt : +
1 Prole NN Prole NR
NR Q J'NN
— Q ?
i o+ : (L S, Prole NN | [ Prole NR
L ?  JMR Q g g g
L - -
NN
I | | | |
DPNO DPN 90 DPN 4 DPN 21 DPN 90
Reducao de Acasalamento para Ajuste de Desmame e formagéo dos Eutanasia
tamanho de formar a segunda ninhada grupos da prole
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Figura 2 — Desenho experimental do protocolo experimental. NN: ninhada normal;
NR: ninhada reduzida; DPN: dia pos-natal.

4.3 EUTANASIA

Para evitar alteragcdes nos parametros metabdlicos, uma vez que os tecidos
coletados dos mesmos animais foram utilizados em outros protocolos experimentais,
antes da eutanasia os animais de todos os grupos foram sujeitos a um jejum de seis
horas e a eutanasia foi realizada por decapitacdo, sem anestesia (Windelgv;
Pedersen; Holst, 2016), as 14h, no DPN 90 para a prole masculina e no primeiro
proestro apés o DPN 90 para a prole feminina. Imediatamente apds a eutanasia, o
sangue foi coletado em tubos contendo heparina e centrifugado a 2.500 rpm durante
20 minutos a 4°C para obtencado do plasma, o qual foi armazenado a -20°C até a
analise da concentragdo plasmatica de leptina. Imediatamente apds a decapitagéo, o
encéfalo foi removido e armazenado a -80°C para posterior analise molecular por

PCR em tempo real.

4.4 INGESTAO ALIMENTAR CUMULATIVA

As proles masculinas e femininas foram mantidas com dieta padrao, ad
libitum. No estudo de Shishido et al. (2026), utilizando os mesmos animais,
observou-se uma reducdo da ingestdo alimentar na prole masculina de pai com
obesidade. Esses dados foram reanalisados por meio do calculo da area sob a curva
(AUC) da ingestao alimentar (n = 12-14 animais/grupo). Os valores de ingestao
diaria durante o periodo do DPN 25 ao DPN 90 foram integrados para fornecer uma

medida integrada da ingestéo alimentar cumulativa.
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4.5 AVALIACAO DA CONCENTRAGAO PLASMATICA DE LEPTINA

Para a analise da concentragdao plasmatica de leptina foram utilizados 10
animais/grupo. A concentracdo de leptina foi medida através de um ensaio
imunoenzimatico, utilizando kit ELISA comercial para leptina de roedores (RayBio®

ELISA Kit). O procedimento foi realizado de acordo com as instrugdes do fabricante.

4.6 MICRODISSECGCAO, EXTRACAO DE RNA E PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL
NO ARC

Para a analise da expressao relativa de mRNA de neuropeptideos no ARC,
foram utilizados 16-20 animais/grupo. No criostato, foram obtidas sec¢des coronais
de 1200 ym, seguindo as coordenadas do Atlas de Paxinos e Watson (ARC: -2.12 a
-3.32 mm do Bregma) (Paxinos; Watson, 2007). Na seccéo, foi realizado o “punch”
(microdisseccdo) com uma agulha de aco inoxidavel de 1500 ym para obter a
amostra do ARC. O tecido coletado foi armazenado em um microtubo contendo
solugdo RNA later® (Ambion, Life Technologies Corporation, Carlsbad, EUA) e
armazenado a —80 °C até o dia da extracdo de RNA.

A extragdo de RNA total de cada amostra foi realizada com o reagente
TRIzol® (Invitrogen®, Life Technologies Corporation, Carlsbad, EUA). A
concentragdo de RNA em cada amostra foi determinada utilizando o
espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). Para a sintese de cDNA, foi
utilizado o high-capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific, Foster City, EUA), utilizando 2,5 yL de RNA normalizado, a uma
concentragdo de 100 ng/uL por amostra. O cDNA foi utilizado para as reagdes de
PCR.

Para a PCR em tempo real foram utilizados reagentes TagMan® (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Branchburg, EUA) e, seguindo as instrugdes
do fabricante, as reacdes foram realizadas em volumes de 12 L, com 4 pL de
cDNA, em duplicata. As sondas utilizadas nas reacbées de PCR foram: [(-actina
(4352340E), NPY (Rn01410145_m1), AgRP (Rn01431703_g1), POMC
(Rn00595020_m1) e CART (Rn00567382_m1). A agua foi utilizada como controle
negativo e a B-actina como gene de referéncia para o controle endégeno da reagéo.
O ciclo limite (Ct) foi utilizado para calcular a expressao relativa de cada gene alvo.

O Ct da B-actina (gene de referéncia) foi subtraido do Ct do gene alvo,
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determinando-se o ACt de cada amostra (ACt = Ct do gene de interesse — Ct do
gene de referéncia). Para a analise dos resultados, utilizou-se o método AACt, que
considera o ACt do calibrador (grupo controle) subtraido do ACt de cada amostra
para determinar o AACt (AACt = ACt amostra — ACt calibrador). O valor obtido foi
introduzido na equacgdo 222 a qual representa a expressao relativa do mRNA do

gene de interesse.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Primeiramente, a distribuicdo normal e a homogeneidade de variancia entre
os grupos foram avaliadas pelos testes de Shapiro-Wilk e de Levene,
respectivamente. Os dados que apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade
da variancia foram submetidos ao teste t de Student, e os dados expressos como
média + erro padrdao da média (EPM). Na auséncia de distribuicdo normal, foi
aplicado o teste de Mann-Whitney e os dados foram expressos como mediana
(intervalo interquartil de 1° a 3°). O resultado foi apresentado como valor U, valor t e
valor p. O valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

O teste t de Student foi utilizado para avaliar a concentragdao plasmatica de
leptina na prole masculina e feminina, e para analisar a expressao do mRNA de
AgRP na prole feminina. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para analisar a
expressdo do mRNA do AgRP na prole masculina, a expressdao de mRNA dos
neuropeptideos NPY, POMC e CART na prole masculina e feminina, e a area sob a

curva da ingestao alimentar de ambas as proles.
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5 RESULTADOS

5.1 INGESTAO ALIMENTAR CUMULATIVA DO DPN 25 AO 90

O calculo da area sob a curva (AUC) apresentou diferenca na ingestao
alimentar da prole masculina, com uma ingestdo reduzida na prole masculina
oriunda de pai NR [U = 53, p = 0,0395] quando comparada com a prole masculina
oriunda de pai NN (Figura 3). Nao houve diferengca na AUC da ingestdo alimentar

entre os grupos de prole feminina [U = 77, p = 0,7424] (Figura 3).
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Figura 3 — Area sob a curva (AUC) da ingest&o alimentar do DPN 25 ao 90 da prole
masculina e feminina oriunda de pai de ninhada normal (NN) e de ninhada reduzida
(NR) (n=12-14 animais/grupo). Os dados foram analisados pelo teste de
Mann-Whitney e expressos como mediana e intervalo interquartil (1° a 3°). *p < 0,05.

5.2 CONCENTRAGCAO PLASMATICA DE LEPTINA NA PROLE ADULTA

Na avaliagdo da concentracdo plasmatica de leptina na prole adulta, foi
observada diferenca entre a prole masculina oriunda de pai com obesidade (NR) e
oriunda de pai sem obesidade (NN) [t(17) = 2,241, p = 0,0387]. A concentracéo de
leptina foi reduzida na prole masculina adulta oriunda de pai NR (Figura 4). Nao foi
observada diferenga na concentragao plasmatica de leptina entre a prole feminina de
pai NR e a prole de pai NN [t(18) = 0,9108, p = 0,5744] (Figura 4).
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Figura 4 — Concentracdo plasmatica de leptina (ng/ml) na prole masculina e
feminina oriunda de pai de ninhada normal (NN) e ninhada reduzida (NR) (n=10
animais/grupo). Os dados foram analisados utilizando o teste t de Student e
expressos como média * erro padrdao da média (EPM). *p < 0,05.

5.3 EXPRESSAO DE mRNA DE NEUROPEPTIDEOS OREXIGENOS E ANOREXIGENOS
NA PROLE ADULTA

Foi observada diferenca na expressao relativa de mRNA de neuropeptideos
hipotalamicos entre a prole masculina de pai com obesidade (NR) e pai sem
obesidade (NN). A expressao relativa de mRNA de AgRP [U =43, p = 0,0214], NPY
[U = 64, p = 0,0009], CART [U = 69, p = 0,0028] e POMC [U = 87, p = 0,0107]
apresentou redugdo na prole masculina de pai NR quando comparada a prole
masculina de pai NN (Figura 5). Por outro lado, na prole feminina, a expresséo
relativa de mRNA dos neuropeptideos hipotalamicos AgRP [t(30) = 0,6088, p =
0,5472], NPY [U =123, p = 0,8672], CART [U = 113, p = 0,4228] e POMC [U =109, p

= 0,3445] nao apresentou diferenca entre os grupos (Figura 6).
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Figura 5 — Expressao relativa de mRNA de AgRP (a), NPY (b), CART (c) e POMC
(d) no nucleo arqueado da prole masculina oriunda de pai de ninhada normal (NN) e
ninhada reduzida (NR) (n=16-20 animais/grupo). Os dados foram analisados pelo
teste de Mann-Whitney e expressos como mediana e intervalo interquartil (1° a 3°).

*p < 0,05.
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Figura 6 — Expressao relativa de mRNA de AgRP (a), NPY (b), CART (c) e POMC
(d) no nucleo arqueado da prole feminina oriunda de pai de ninhada normal (NN) e
de ninhada reduzida (NR) (n=16-20 animais/grupo). Os dados foram analisados pelo
teste t de Student (a) e pelo teste de Mann-Whitney (b, ¢, d) e expressos como
média £ erro padrao da média (EPM) ou mediana, intervalo interquartil (1° a 3°). *p <
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6 DISCUSSAO

Este estudo focou na avaliagdo do efeito transgeracional da obesidade
paterna por supernutricido lactacional nas vias de controle da ingestdo alimentar na
prole adulta. O principal achado foi a reducdo coordenada da expressdo dos
neuropeptideos hipotalamicos orexigenos e anorexigenos, acompanhada da
reducdo da concentragcédo plasmatica de leptina e da ingestdo alimentar, apenas na
prole masculina. Em um protocolo experimental utilizando os mesmos animais do
presente estudo, a linhagem paterna submetida a reducdo de ninhada desenvolveu
obesidade, porém a sua descendéncia nao apresentou diferengas no peso corporal
(Shishido et al., 2026). Contudo, a prole masculina de pai com obesidade precoce
apresentou reducao na ingestdo alimentar (Shishido et al., 2026), dado reforcado
pela menor AUC desse parametro observada no presente estudo. Assim como em
Shishido et al. (2026), ndo foram observadas alteragbes nos parametros
relacionados com a ingestdo alimentar na prole feminina. Diante dos resultados
observados, a obesidade paterna desenvolvida no periodo critico de
desenvolvimento parece influenciar a programagdo neuroenddcrina da prole,
afetando o controle da homeostase energética e reforgcando o paradigma POHaD.

Um dos achados centrais deste estudo foi a reducdo da expressao
hipotalamica dos neuropeptideos orexigenos NPY e AgRP. Os neurdnios NPY/AgRP
localizados no ARC constituem uma das principais vias de regulagéo da ingestao
alimentar e sao essenciais para o estimulo do consumo alimentar. A redugao da
expressdo de mRNA de NPY e AgRP na prole masculina de pai com obesidade
precoce é condizente com a redugdo da expressao de NPY observada na prole de
mae com obesidade induzida por dieta rica em lipideos (Morris; Chen, 2009). De
fato, a redugcao de NPY também foi observada em ratos machos alimentados com
dieta hiperlipidica (Hansen et al., 2004; Morris et al., 2008). Além disso, ratos
machos com obesidade induzida por redugado do tamanho da ninhada, equivalente a
linhagem paterna, também apresentaram reducéo na expressao de NPY na idade
adulta (Ferretti et al., 2011). Por outro lado, observou-se que, ao desmame, ratos
machos expostos a supernutricdo lactacional, apresentaram aumento da expressao
de NPY; no entanto, a expresséao foi restaurada na idade adulta (Schumacher et al.,
2021). A expressao de mRNA do neuropeptideo AgRP também foi reduzida na prole

masculina de pai com obesidade lactacional. A dieta materna rica em lipideos



30

também reduziu a expressdo de mRNA de AgRP de forma dependente do sexo,
levando a uma redugdo apenas na prole masculina (Schellong et al., 2020). A
diminuicdo da expressdo do mRNA dos neuropeptideos orexigenos constitui um
mecanismo plausivel para a hipofagia observada na prole masculina de pai com
obesidade precoce. Em conjunto, estes resultados sugerem que a supernutrigdo
lactacional, vivenciada pela linhagem paterna no periodo critico de desenvolvimento,
pode ter gerado uma resposta adaptativa de programacédo neuroenddcrina na via
orexigena que regula a homeostase energética. Além disso, esta alteracao
fenotipica parece ser manifestada na prole de uma forma sexo-dependente, em que
mesmo na auséncia de exposicao direta ao desafio nutricional, a prole masculina
apresenta alteragdes.

Neste estudo, foram também observadas diferengas na expressdo de mRNA
dos neuropeptideos anorexigenos. A expressédo reduzida de mRNA de POMC na
prole masculina oriunda de progenitores de ninhada reduzida esta de acordo com
trabalhos descritos na literatura sobre a influéncia materna, os quais mostram que as
dietas maternas hiperlipidicas também parecem reduzir a expressao deste
neuropeptideo na prole, tanto no dia seguinte ao nascimento como na idade adulta,
efeito observado particularmente na prole masculina (Desai; Han; Ross, 2016;
Morris; Chen, 2009). O neuropeptideo CART também apresentou uma expressao
reduzida de mRNA na prole masculina de pai com obesidade precoce. A regulagao
epigenética do CART nado esta totalmente esclarecida, mas a ligagdo entre a
hipermetilagdo do gene CART e a sua expressao reduzida ja foi associada; além
disso, os efeitos fisiolégicos do CART estao relacionados com os da POMC (Oladun;
Mall; Kim, 2025). Por outro lado, em um estudo com modelo de supernutricio
lactacional por redugdo do tamanho da ninhada, observou-se um aumento da
expressao de mRNA de POMC e CART nos machos ao desmame, mas os valores
foram restaurados ao DPN 90 (Schumacher et al., 2021).

Considerando a reducdo da ingestdo alimentar, era esperado que a
expressdo de mRNA dos neuropeptideos anorexigenos estivesse elevada, sendo
um dos estimulos para a saciedade e reducéo da ingestdo alimentar. No entanto, os
neurénios POMC/CART estao integrados em um sistema regulatério complexo, e a
reducao coordenada dos neuropeptideos hipotalamicos pode indicar a remodelagao
da circuitaria hipotalamica por meio da programac¢do metabdlica herdada do pai.

Estudos com ablacdo apenas de neuropeptideos orexigenos mostram uma reducéo
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significativa da ingestdo alimentar, indicando o papel critico desses neuropeptideos
no impulso alimentar (Gropp et al., 2005; Luquet et al., 2005). Em condigbes de
alimentagdao padrdao, a ablacdo dos neurbnios NPY/AgRP no periodo neonatal
parece levar a uma adaptagcdo compensatéria para prevenir a inani¢ao, indicando
que, neste periodo, a plasticidade neural € maior e pode responder com
mecanismos compensatérios para manter a homeostase energética (Luquet et al.,
2005). Dessa forma, a hipotese € que a linhagem paterna, exposta a um ambiente
com maior disponibilidade caldrica durante o periodo neonatal, pode ter gerado uma
programagao neuroenddcrina caracterizada por uma supressdo dos neurdnios
NPY/AgRP como adaptagcdo para compensar os efeitos da supernutricdo. A
programagao gerada no pai, poderia entdo ser transmitida a prole masculina,
resultando em menor expressdo de neuropeptideos orexigenos. Com isso, a
reducido da expressdao de POMC/CART poderia atuar como resposta compensatéria
secundaria para buscar a homeostase energética. Contudo, esta resposta nao foi
suficiente, considerando a relevancia dos neuropeptideos NPY/AgRP para o
estimulo da ingestédo alimentar.

A alteragdo coordenada na expressdo dos neuropeptideos orexigenos e
anorexigenos pode estar relacionada a transmissdo de alteragbes epigenéticas
persistentes originadas na linhagem paterna. Apesar de o presente estudo nao ter
investigado alteragdes em mecanismos epigenéticos, ja foi observada uma relagao
entre supernutricdo no pdés-natal imediato e alteragbes epigenéticas em genes
relacionados a ingestdo alimentar, como a hipometilagdo no promotor de POMC
(Schumacher et al., 2021). Ainda, a obesidade neonatal induzida por redugao do
tamanho da ninhada parece alterar o perfil global de metilacdo do DNA do
espermatozoide desses animais, e que parte dessas alteragbes epigenéticas
persistem no espermatozoide da prole (Ribo et al., 2025). Entretanto, a hipotese
epigenética € especulativa e mais estudos investigando o0os mecanismos
epigenéticos e a ativagao neuronal sdo necessarios.

O presente estudo focou nos componentes hipotalamicos que participam da
regulagdo homeostatica da ingestao alimentar, mais especificamente no ARC, porém
nao se pode desconsiderar que o comportamento alimentar é regulado por outras
regides encefalicas. Embora os neurbnios NPY/AgRP e POMC/CART estejam
localizados no ARC, nucleo com importante papel na integracdo dos sinais que

regulam o apetite, eles realizam projegdes para outras regides e, com isso, integram
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uma rede de comunicagdo complexa (Stanley et al.,, 2005). O PVN integra
informagdes provenientes de outras regides encefadlicas, como o proprio ARC,
enquanto o LHA, quando ativado, libera outros neuropeptideos orexigenos préprios
(Stanley et al., 2005; Valassi; Scacchi; Cavagnini, 2008). O tronco encefalico, mais
especificamente o nucleo do trato solitario (NTS), também tem um papel importante
nessa comunicagdo, mantendo conexao com o hipotalamo e integrando sinais
viscerais e metabdlicos (Stanley et al., 2005; Valassi; Scacchi; Cavagnini, 2008).
Além do sistema homeostatico, componentes do sistema ndo homeostatico também
regulam a ingestdo alimentar. Os sistemas dopaminérgico, opioide e canabinoide
participam do sistema de recompensa mesolimbico, que também participa da
regulacdo da saciedade e da motivagado pela busca do alimento (Stanley et al.,
2005). Devido a complexidade da integragcdo das informagcdes que regulam a
ingestao alimentar, a hipofagia observada no presente estudo pode também ter sido
influenciada por outras regides encefalicas ou mecanismos ndo homeostaticos, além
dos neuropeptideos anorexigenos e orexigenos. Entretanto, essas interpretagcdes
sdo especulativas, sendo necessarios mais estudos investigando a resposta de
outras regides hipotalamicas e n&o hipotalamicas no contexto da obesidade paterna.
A avaliagdo neuronal e molecular dos circuitos homeostatico e heddnico, somada a
analise comportamental e metabdlica, podera ajudar a compreender se o efeito da
obesidade paterna na ingestdo alimentar da prole decorre da alteragdo nos
neuropeptideos orexigenos e anorexigenos e/ou envolve alteracbes de outros
sistemas.

A leptina também €& um componente chave na regulagdo do balango
energético, participando da sinalizacao periférica no hipotalamo. Assim como foi
observada a redugao da expressao dos neuropeptideos hipotaldamicos e da ingestéo
alimentar cumulativa na prole masculina de pai com obesidade, esse grupo também
apresentou redugdo da concentragdo plasmatica de leptina. A hipdtese inicial do
estudo considerava sua fungdo de estimular a via anorexigena e, por isso, era
esperado que sua concentragao estivesse aumentada. Considerando que ao agir no
ARC, a leptina inibe os neurénios NPY/AgRP e estimula os neurénios POMC/CART
(Stanley et al., 2005; Valassi; Scacchi; Cavagnini, 2008), era esperado que a
reducdo da ingestdo fosse influenciada por essa sinalizagdo. Entretanto, a prépria
ingestao alimentar € um dos estimulos a sua secrecao (Stanley et al., 2005; Valassi;

Scacchi; Cavagnini, 2008). Varios fatores podem influenciar a secrecédo da leptina,
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entre eles se destacam a insulina e a glicose (Cammisotto et al., 2005). Outro fator
fundamental para a secrecao de leptina € o estoque de tecido adiposo. Todavia, é
importante destacar que o estudo prévio do grupo utilizando a mesma coorte
experimental de animais ndao encontrou diferengas tanto no peso corporal quanto no
peso do tecido adiposo retroperitoneal e perigonadal nas proles de ambos os sexos
(Shishido et al.,, 2026). Dessa forma, a redugdo da concentragcdo de leptina
observada neste estudo pode estar relacionada com a baixa ingestdo nesses
animais. Diante disso, a reducdo da ingestdo alimentar na prole masculina de pai
com obesidade parece estar associada ao remodelamento da via hipotaldamica da
homeostase energética, especialmente na redu¢ado dos neuropeptideos NPY/AgRP,
e ndo apenas a concentragcao de leptina. Porém, como no presente estudo nao foi
avaliada a sinalizagdo da leptina ou a expressdo de seu receptor, ndo se pode
descartar uma possivel alteracdo na sensibilidade a leptina contribuindo para esse
efeito.

Ainda que as alteragdes observadas na prole nao sejam influenciadas apenas
pela acdo da leptina, a regulagdo desse hormdnio parece ser afetada pela
transmissao da programagao metabdlica. De fato, dietas maternas ricas em gordura
parecem reduzir as concentragdes plasmaticas de leptina na prole no dia seguinte
ao nascimento (Morris; Chen, 2009). Um unico dia de vida seria insuficiente para
provocar alteragbes hormonais, sugerindo que a alteragdo poderia ter sido
transmitida via programagédo metabdlica materna. Em contraste, ratos machos com
modelos de inducdo de obesidade, como dietas hiperlipidicas ou administragao de
glutamato monossaddico, parecem transmitir o efeito de aumento da concentragao de
leptina a prole (Machado et al., 2021; Masuyama et al., 2016). A diferenca
encontrada nos resultados pode ter relacdo com os diferentes modelos de indug¢ao
de obesidade e com o momento do insulto nutricional. Contudo, estes achados
reforcam que os insultos nutricionais podem impactar vias importantes de regulagao
da ingestao alimentar, podendo esta alteragao ser transmitida a descendéncia.

Neste contexto, a reducdo dos neuropeptideos orexigenos observada na
prole pode representar uma resposta adaptativa desencadeada na linhagem paterna
quando exposta a um ambiente com maior disponibilidade calérica no inicio da vida.
No contexto de subnutricdo materna, a hipétese do fenétipo econémico indica que a
exposicao ao insulto alimentar de subnutricdo no inicio da vida da mae, pode

programar o organismo da descendéncia para otimizar a ingestdo de energia
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armazenada e a eficiéncia energética (Hales; Barker, 2001). Com essa programagao
herdada e no caso de descompasso entre o ambiente previsto e o ambiente real
vivido pela prole, ha aumento do risco de desenvolvimento de alteragbes
metabdlicas, como a obesidade ou a diabetes (Hales; Barker, 2001). Este conceito
refere-se a adaptagdo preditiva, na qual o organismo se adapta, através de
alteracdes epigenéticas, para antecipar o ambiente futuro, e pode transmitir as
adaptacgdes fisiologicas geradas pelas respostas adaptativas as geragdes seguintes
(Gluckman; Hanson; Spencer, 2005).

Embora inicialmente descritas em ambiente de subnutricdo, as adaptacdes
antecipatérias podem também ocorrer num ambiente obesogénico. Neste contexto,
quando o ambiente parental apresenta maior disponibilidade calorica, a
programacao metabdlica pode favorecer uma resposta adaptativa protetora na
descendéncia. As evidéncias sugerem que o descompasso entre um ambiente
materno com dieta hiperlipidica e um ambiente da descendéncia com alimentacao
normal na vida adulta esta associado a melhora de parametros metabdlicos na prole
(Kislal et al., 2021). Assim, os achados do presente estudo de hipofagia, combinados
com a redugéo da expressado de neuropeptideos orexigenos, sugerem a hipétese de
um mecanismo potencialmente adaptativo, priorizando o consumo reduzido de
energia como uma resposta antecipatoria, prevista pela linhagem paterna e
transmitida a prole. Sendo assim, a prole exibiu um fenétipo de ingestdo alimentar
reduzida, uma vez que se encontrava em um ambiente alimentar equilibrado e
controlado. Como resultado, com a reducéo do estimulo para a liberagéao de leptina
induzida pela diminuicdo da ingestdo alimentar, o estimulo para a expressao de
neuropeptideos anorexigenos pode ter sido reduzido.

Notavelmente, no presente estudo, a prole oriunda de pai com supernutricado
lactacional pode ter apresentado uma resposta adaptativa, mas desenvolveu-se sob
uma dieta padrao e sem insulto alimentar direto. Em casos de um segundo desafio
alimentar na geragdo da prole, a obesidade paterna parece aumentar o impacto
metabdlico, sendo ainda mais proeminente na prole masculina. A prole masculina de
pai com obesidade precoce induzida pela supernutricio durante a lactagao
apresentou maior e mais persistente peso corporal ao consumir uma dieta
hiperlipidica, bem como concentracdo de leptina mais elevada (Sanchez-Garrido et
al., 2018). Da mesma forma, a prole masculina de pai com obesidade precoce

apresentou alteragbes metabdlicas nos parametros glicémicos e lipidicos apenas
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apos a exposi¢cao ao insulto alimentar (Cropley et al., 2016). Além das alteragdes
metabdlicas serem mais pronunciadas quando a prole enfrenta diretamente o
desafio alimentar, a prole masculina parece ter uma maior suscetibilidade a tais
alteracdes.

Embora os efeitos paternos sejam menos explorados na literatura, evidéncias
apontam de forma predominante que a prole masculina € mais vulneravel aos
impactos metabdlicos paternos. Sanchez-Garrido et al. (2018), ao avaliarem a
descendéncia de pai com obesidade, observaram um aumento de peso e de
concentragado de leptina na prole masculina, mas ndo na feminina. Além disso, ao
avaliar o impacto materno, identificou-se que a melhora na resposta metabdlica na
prole de maes submetidas a uma dieta hiperlipidica foi mais acentuada nos machos
do que nas fémeas (Kislal et al., 2021). Em humanos, o dimorfismo sexual também
foi observado ao identificar a associacédo entre IMC paterno e desenvolvimento fetal
e concentragdo de cortisol apenas na prole masculina (Chen et al., 2012). Estes
achados corroboram o dimorfismo sexual na programagao metabdlica observado no
presente estudo, em que apenas a prole masculina apresentou resultados
significativamente diferentes em resposta a influéncia paterna.

A manifestagdo da transmissdo da programacdo metabdlica na prole
masculina ndo indica que a prole feminina nao foi afetada pela obesidade paterna.
De fato, o estudo do grupo com os mesmos animais demonstrou que na prole
feminina ndo foram observadas alteracbes de parametros metabdlicos avaliados,
mas sim de parametros reprodutivos (Shishido et al., 2026), indicando que a prole
feminina também é impactada pela programacgao transmitida pelo pai. Uma possivel
explicacdo para o dimorfismo sexual seria o efeito protetor do estradiol na regulacéo
metabdlica, oferecendo as fémeas maior resisténcia metabdlica (Mauvais-Jarvis;
Clegg; Hevener, 2013). Nesse sentido, a prole feminina pode apresentar adaptacgoes
fisioldgicas que mantém a homeostase energética, preservando as vias de controle
da ingestdo alimentar avaliadas neste estudo, ou que existam mecanismos
compensatérios que n&o foram avaliados. Sendo assim, estudos investigando a
sinalizacdo da leptina e da insulina, os mecanismos da termogénese e gasto
energético, assim como outras vias de regulagdo da ingestdo alimentar sao
necessarios para melhor compreensao do dimorfismo sexual na manifestacdo da
transmissdo paterna da programacao neuroendocrina. Além desses mecanismos,

compreender a atividade locomotora, a via serotonérgica e o sistema de
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recompensa € motivacdo pela busca de alimentos, podem trazer maior
esclarecimento dos efeitos da obesidade paterna no balango energético nas proles
masculina e feminina.

Apesar dos achados que apontam para o efeito da obesidade paterna na
programacgao neuroenddcrina da prole masculina, com remodelamento da circuitaria
hipotalamica especialmente na via orexigena, o presente estudo tem algumas
limitagdes. A alteracdo dos neuropeptideos hipotalamicos foi avaliada apenas em
nivel de expressdo de mRNA, ndo sendo realizada a avaliagdo da proteina, da
ativagdo neuronal dessa regido ou da conectividade funcional. Em relacéo a leptina,
a cascata de sinalizagdo do horménio néo foi explorada. Além disso, ndo foram
investigadas alteragbes epigenéticas dos mecanismos mencionados. Ademais, a
avaliacdo da via de controle da ingestdo alimentar foi restrita a regulacéo
homeostatica, explorando a via hipotaldamica orexigena e anorexigena e a
concentragdo de leptina. Nao foi abordada a regulagdo hedbnica, aspectos
comportamentais ou outros parametros metabdlicos e circuitos neurais que
poderiam estar envolvidos no controle da ingestao alimentar. Sendo assim, estudos
futuros que avaliem esses mecanismos sdo importantes para esclarecer os efeitos
da obesidade paterna induzida no periodo inicial da vida no controle da homeostase
energética da prole e como essa transmissdo transgeracional se manifesta de
maneira sexo-dependente.

Nesse contexto, compreender o impacto dos insultos ambientais na
programagao metabdlica, bem como a influéncia da saude paterna no
desenvolvimento de doengas e alteragdes metabdlicas nas geragdes futuras,
destaca a relevancia do estudo deste tema. Para além da compreensdo mecanicista,
as evidéncias mostram que o conhecimento sobre a DOHaD esta associado a
qualidade da dieta no periodo pré-concepcional em homens e mulheres jovens
(Salvesen et al.,, 2023). Diante disso, é importante ndo sé compreender o0s
mecanismos fisiolégicos e moleculares do desenvolvimento de doencas
metabdlicas, mas também divulgar este conhecimento, contribuindo para estratégias

de reducdo da prevaléncia da obesidade e das comorbidades associadas.
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados sugerem que a obesidade paterna precoce,
induzida pela supernutricdo lactacional, pode alterar a programagao neuroendocrina
na prole de maneira persistente, levando a uma reducdo coordenada dos
neuropeptideos hipotaldamicos NPY, AgRP, POMC e CART. Tendo em vista a
reducdo da concentragdo plasmatica de leptina e da ingestdo alimentar na prole
masculina oriunda de pai com obesidade, somada a auséncia de diferenca no peso
corporal e no tecido adiposo entre os grupos, a alteracdo nos neuropeptideos
hipotalamicos parece ter mais relacdo com o fendtipo de hipofagia programada
nessa prole, do que com o estoque de tecido adiposo. Nesse sentido, a obesidade
paterna induzida no inicio da vida pode interferir nos circuitos envolvidos no controle
da ingestdo alimentar, afetando a homeostase energética da prole e sendo
manifestada de forma sexo-dependente.

Ressalta-se que o manuscrito referente a este trabalho foi publicado na

revista Neuropeptides.
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ANEXOS

ANEXO A

Univinsidade
Fsiadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N* 164/2019
Londrina, 25 de novembro de 2019,

Prezado (a) professor (a),

Certificamos que o projeto de pesquisa intitalado: “"Alteragdes nutricionais phs-natais por
manipulagio do tamanho da ninhads em ratos: efeitos da colecistocinina ¢ do lipopolissacarideo na
homeostase energética em machos e avalingio de parimetros metabolicos e reprodutivos em fémeas e suns
proles.” protocolo CEUA n° 18310.2019.03 sob a responsabilidade de Ername Torres Uchia, que envolve a
produgho, manulenglio e/ou utilizagho de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino). encontra-se de scordo com s preceitos da Lei n° 11.794, de
8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controke da Experimentacio Animal (CONCEA), ¢ foi aprovade pela Comissiio de Ftica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) no dia 28/11/2019,

Este projeto tem por objetivo investigar o papel da colecistocining ¢ do lipopolissacarideo na
homeosiase enerpética de ratos machos Wistar submetidos a alicragdes nutricionais no periodo pos-natal por
reduco ou por expansio da ninhada, bem como avaliar os cfeitos da expansio da ninhada no desenvolvimento
sexual, metabolico e reprodutivo de fémeas. Grau de invasividade: 3.

Finalidade : { )} Ensino ([ x ) Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizago 01/01/2020 a 31/1272022
Fipécie’ linhagem! raca Rato heterogénico
N” de animiais 1732, sendo 876 Machos ¢ B56 Fém .
Peso’ Idude Matrizes: 146 Machos ¢ 126 Fémeas (Bioterio Central)
Prole estimada: 730 Machos ¢ 730 Fémeas
Sexo Machos ¢ Fémeas
| Origem ) Biolério Centrul da UEL
Amostras a serem coletadas Sangee, cérebro, testicubos, ovirios, ghindulas adrenais e
) tecido adiposo

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental aprovado,
deve-se submeter o novo protocolo @ apreciagiio da CEUA/UEL anteriormente & execugdo das modificagdes,

Em cumprimento as exigéneins do CONCEA, em até 30 dias da finalizaclo do projeto de
pesquisa ou extensdio, conforme vigénein expressa neste oficio, encaminhar relatério da descriglo de wso de
animais para  cceua@uelbr, conforme modelo  disponivel oo site da  CEUAUEL
(hitp:/fwww, uel.bricomites/ceun/pages/ relatorio-de-projetos.phph

Coloco-me & disposigio para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessirios. Sem mais para
0 momento, subscrove-me, cordimimente,

Praf™ pr* Maria Fernands

Cwardenudore do Comisde de
S
Prof* Dr* Maria Fernanda Rodrigued Graciano oruogBast br / (43} 3T7E ey

Coordenadora da CEUA/UEL

limao.(a) Sr.(a)
Prof. () Dr (a). Ermane Torres Uchéa
Responsavel pelo projeto
C/C para a Chefia Departamento Ciéncias Fisiologicas/'CCB
C/C para a Dire¢lo do Centro de Ciéncias Biologicas'CCB
C/C para ¢ Biotério Central do CCB
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