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placenta de camundongos submetidos a dieta
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INTRODUCAO:

A obesidade é uma doenca crbnica
nao-transmissivel de grande importancia
epidemiolégica. Dentre suas etiologias,
estudos de Programacdo Metabdlica
apontam que o estado nutricional pré-
gestacional e gestacional pode ser um dos
responsaveis pela maior prevaléncia da
obesidade, pois a nutricAo materna é capaz
de programar o metabolismo de  seus
(CATALANO, 2007). Outro

fator que pode contribuir para obesidade € a

descendentes

alteracdo no ritmo circadiano devido a
modificaces no comportamento alimentar e
na homeostase glicémica (CIPOLLA-NETO
et al, 2014). Dentre os produtores de
melatonina, hormoénio regulador do ritmo
circadiano, a placenta além de produzir esse
horménio é permeavel a ele, sendo a
producdo materna a uUnica fonte ao feto
(LANOIX et al., 2008; OKATANI et al., 1998).
Também sabe-se que a dieta afeta a

expressao dos “clock genes” e,

consequentemente, provoca impactos no
metabolismo (KOHSAKA et al., 2007). Desta
maneira, o objetivo do presente estudo é
avaliar alteragbes moleculares relacionadas
ao ritmo circadiano em placenta de
camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica no periodo pré-gestacional e
gestacional através de uma analise
transcriptdmica do sequenciamento de RNA

(RNA-Seq).

METODOLOGIA:

Camundongos fémeas Swiss, do
Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB),
foram submetidos ao seguinte protocolo

experimental (CEUA 5401-1) (Figura 1).
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Figura 1 — Protocolo Experimental

As dietas utilizadas no estudo foram:
dieta padrdo e dieta hiperlipidica e
hipercalérica com 45% das calorias

provenientes de gorduras, especialmente
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banha de porco. Foi utlizada dieta
hiperlipidica de manutencdo no periodo
anterior ao acasalamento e dieta hiperlipidica
de crescimento durante o periodo gestacional
(Tabela 1).

Para as andlises dos grupos foram
divididos em grupo controle (C), grupo high
fat propenso (HFP) e grupo high fat
resistente (HFR). A divisdo entre 0s grupos
high fat propenso e resistente se deu a partir
da média do ganho de peso pré-gestacional
(diferenca entre peso do dia do
acasalamento e do primeiro dia de dieta high

fat); animais acima da média foram

considerados propensos a obesidade, e
abaixo da média, resistentes a obesidade,
uma adaptacdo de Simino et al, (2021). O
tecido placentario coletado no ultimo terco da
gestacado foi processado e o0 mRNA total foi
levado ao sequenciamento do transcriptoma
no Laboratorio de Tecnologias da Unicamp
(LaCTAD). Com a anotacdo funcional e o
logaritmo da expressao, foram considerados
transcritos diferencialmente expressos
aqueles que apresentaram aumento ou
diminuicdo de pelo menos 2,5 vezes e p-

valor ajustado < 0,05.

Tabela 1. Composicdo centesimal estimada das dietas experimentais.

Dieta Padrao*

Dieta Hiperlipidica
Manutencéo 2

Dieta Hiperlipidica
Crescimento 2

Proteina liquida (g %) 22,5
Conteldo de gordura 4,5
(9%)

Carboidratos (g %) 55,0
Fibras (g %) 8,0
Cinzas (g %) 10,0
Total 100,0
Kcallg 3,5

14,2 20,0
24,0 24,0
49,3 42,0
5,0 55
7,5 8,5
100,0 100,0
4,7 4,7

1 (NUVILAB® Cr-1, Nuvital, PR - Brasil)

2 Dieta modificada baseada no Instituto Americano de Nutricdo, segundo Reeves et al (1993)

Apdés a obtencdo da lista de
transcritos up-regulated e down-regulated em
cada uma das comparagdes (CxHFR, CxHFP
e HFRxHFP), os

submetidos a plataforma KOBAS que gerou

transcritos  foram

uma lista de vias de enriquecimento, com as
bases Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) e Gene Ontology (GO)
para identificar as vias moleculares e
processos biol6gicos diferencialmente
expressos (p<0,05), respectivamente. Ambas
foram, através do Diagrama de Venny,
apresentadas como exclusivas ou comuns as

comparag0des. Por fim, foram selecionadas as

vias relacionadas com o ritmo circadiano
(LEHMANN et al.,, 2015), descritas no
Quadro 1.

Com base no Quadro 1, foram
selecionados genes das vias elencadas e,
utiizando a tabela do RNASeq, foram
montados os clusters dos genes (grupo de
genes que compartiiham um fenémeno
comum) na plataforma STRING (verséo 9.0
com um corte de confianca de 0,9) e o
heatmap no RStudio para relacionar tais
genes modulados com o0s aspectos
metabdlicos e morfoldgicos encontrados

previamente no nosso grupo de pesquisa.
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Quadro 1. Vias moleculares e processos biolégicos relacionadas com o ritmo circadiano
diferencialmente moduladas na placenta nas compara¢des HFRxC, HFPxC ou HFRxHFP.

Vias moleculares up-regulated e down-

Processos bioldgicos moleculares up-

regulated (KEGG) regulated e down-regulated (GO)

Exclusivo em HFRxC

Exclusivo em HFPxC

Protein processing in endoplasmic reticulum

DNA binding

Exclusivo em HFPxC

nucleolus

Progesterone-mediated oocyte maturation

nuclear pore

Spliceosome

Exclusivo em HFRxHFP

Purine metabolismo

Whnt signaling pathway

Exclusivo em HFRxHFP

DNA replication factor C complex

Nucleotide excision repair

regulation of circadian rhythm

Pyrimidine metabolismo

positive regulation of circadian rhythm

Colorectal cancer

Comum em HFPxC e HFRxHFP

Comum em HFPxC e HFRxHFP

cytosol

MAPK signaling pathway

chromatin

Pathways in cancer

chromatin binding

Mismatch repair

regulation of transcription, DNA-templated

RESULTADOS E DISCUSSAOQ:

Ha uma rede circadiana que regula
centenas de genes e, a partir do modelo
experimental deste estudo, encontrou-se 21
vias moleculares ou processos bioldgicos
relacionados ao ritmo circadiano que foram
diferencialmente expressas na placenta de
camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica.

Devido ao fato de poucos transcritos
estarem diferencialmente expressos na
comparacdo HFRxC, ndo houve formacéo de
clusters e do heatmap. Isso provavelmente
confirma dados anteriores que mostram que
animais resistentes a obesidade exibem um
perfil muito semelhante aos controles (Simino
2021),

necessitam de

et al, entretanto mais dados

investigagdo. Dentre os
clusters de genes exclusivos entre 0s grupos
HFPxC (Figura 2), encontra-se um cluster
com os genes Tgifl e Smad3. Sabe-se que a
insulina induz a ativagdo de Smad3 devido

ao aumento da sinalizacdo autécrina de TGF-

contribui respostas

B, o que
angiogénicas induzidas pela insulina, como o

para

desenvolvimento da placenta (BURTON;
JAUNIAUX, 2015). Em estudos anteriores do
nosso grupo (dados ainda ndo publicados),
animais com tendéncia a obesidade (HFP)
apresentaram na placenta menor transcri¢ao
de Smad3,
sensibilidade a

associada a prejuizo na
insulina e ruptura das
camadas placentérias, o que confirma o
descrito na literatura e nesta analise de
RNASeq.

No cluster de genes exclusivos
HFRxHFP (Figura 3) ha os genes Tgfb2 e
Tgfbr2 que sao

fator de crescimento

transformador B2 e seu transportador,
respectivamente. O fator de crescimento
transformador € uma citocina que regula a
proliferacdo, diferenciagdo e capacidade de
invasao de vérias linhagens celulares; dentre
elas as células da placenta (LAFONTAINE et
al., 2011). Em resultados anteriores do nosso
grupo (ndo publicado), foi visto que o grupo

HFP teve menor eficiéncia placentaria (peso
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fetal:peso placentario), o que poderia estar
envolvido com a menor expressdo desse
fator de crescimento em comparacdo ao

grupo HFR.

Figura 2 — Cluster de genes diferencialmente expressos das
vias moleculares e processos biolégicos modulados exclusivos
da comparagdo HFPxC
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Figura 3 — Cluster de genes diferencialmente expressos das
vias moleculares e processos biolégicos modulados exclusivos
da comparagdo HFRxHFP

Ademais, um dos clusters de genes
exclusivos HFRxHFP (Figura 3) apresentou o
gene Timeless (regulador circadiano
atemporal), pertencente ao conjunto com
outros genes relacionados ao ciclo celular.

Isso porque o gene Timeless codifica uma

proteina, também chamada de Timeless, que
€ uma proteina de checkpoint que acopla
diretamente o ciclo celular e o ritmo
circadiano em humanos (UNSAL-KACMAZ et
al., 2005). No presente estudo ele esteve up-
regulated no grupo HFP em relacdo HFR.
Outros genes relacionados ao ritmo
circadiano também foram diferencialmente
expressos, como Npas2 e Perl que
estiveram down-regulated no grupo HFP em
relacdo ao grupo controle e Per2 que foi
menos expresso no grupo HFP em relacao
ao grupo HFR. Vale ressaltar, ainda que,
alguns outros genes importantes para a
avaliagdo dos clusters foram também
modulados significativamente, porém menos
de 2,5 vezes, como Timeless (2,4 vezes up-
regulated no grupo HFPxC), Per2 (2,3 vezes
down-regulated no grupo HFPxC), Cryl (2
vezes down-regulated no grupo HFPxC) e
Perl (1,9 vezes down-regulated no grupo
HFPXHFR).

Por fim, os heatmaps produzidos
pelos genes diferencialmente expressos das
vias metabdlicas e processos biolégicos
modulados exclusivos das comparacdes
HFPxC e HFRxHFP estdo apresentados na
Figura 4 e Figura 5.

CONCLUSOES:

Conclui-se que, segundo resultados de
bioinformatica, o consumo de dieta
hiperlipidica durante os periodos pré-
gestacional e gestacional parece modular
vias metabdlicas e processos bioldgicos
relacionados com o ritmo circadiano. Essas
modulagbes parecem influenciar a expressao

de genes que estdo associados ao prejuizo
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na sensibilidade a insulina, ruptura das
camadas placentarias e menor eficiéncia
placentaria além daqueles genes do proprio
ritmo circadiano podendo causar impactos
importantes no metabolismo da progénie.
Tais desfechos deverdo ser avaliados

futuramente.
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Figura 4 — Heatmap de genes diferencialmente expressos das
vias moleculares e processos biolégicos modulados exclusivos
da comparagdo HFPxC
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