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RESUMO

A obesidade é um problema emergente de salde publica, principalmente pelo fato desta estar
associada com diversas condi¢cbes como a hipertensao, dislipidemia, aterosclerose, resisténcia a
insulina e diabetes. A obesidade materna é caracterizada como fator programador de doencas na
idade adulta e esta associada & maior prevaléncia de sobrepeso e obesidade nas proles. Tem sido
demonstrado que compostos ricos em polifendis contribuem para o controle do ganho de peso,
regulacdo do perfil metabdlico e para a melhora da composicdo da microbiota intestinal. Dentre
estes destaca-se o guarana (Paullinia cupana), uma planta nativa do Brasil com ampla fonte de
compostos bioativos e antioxidantes. O guarana é amplamente estudado devido aos seus efeitos
benéficos na obesidade, sindrome metabdlica, entre outras doencas cronicas, pode atuar ativando
a biogénese mitocondrial e reprimindo genes adipogénicos. Um estudo prévio de nosso grupo
mostrou que o guarana pode restaurar os efeitos deletérios induzidos pela programacdo materna
associada a obesidade. Tendo em vista estes resultados prévios, pretendeu-se neste trabalho
aprofundar o conhecimento acerca do mecanismo de acdo do guarana na adipogénese através do
estudo de genes reguladores deste processo tais como: adiponectina, Pparg2, Zfp423, leptina e
Slc2a4 por PCR em tempo real. Foram utilizadas bidpsias isoladas de diferentes compartimentos
do tecido adiposo das proles divididas em: C - filhotes de mées controles; HF - filhotes de maes
obesas; HF + Guarana Precoce (HFearly) - filhotes de mées obesas tratados com guarana (1g/kg)
de PN25 a PN45 e; HF + Guarana Tardio (HFlate) - filhotes de mées obesas tratados com guarana
(1g/kg) de PN60 a PN80. Os resultados deste trabalho nos permitem indicar que o guarana é capaz
de modular a expressao de genes fortemente associados a adipogénese, tais como: Ppary2, Zfp423
e leptina em ambos os grupos estudados, visto que, 0 composto reduziu significativamente os niveis
de mMRNA de Ppary2 em ambos os grupos testados, reduzindo assim a diferenciacao e proliferacéo
dos adipdcitos, quanto a expressdo de Zfp423, que tem sua expressdo aumentada durante o
comprometimento precoce dos pré-adipdcitos, o guarana mostrou reduzir consideravelmente a sua
expressdao em TAS e TAR, e a expressao de leptina, considerada uma citocina pré-inflamatoria,
diminuiu notadamente em TAS e TAR, apds a intervencdo com o guarana, em ambos 0S grupos.
Supde-se que esta modulacdo causada pelo mecanismo de acdo do guarana sob as vias de
sinalizacdo adipogénicas é um fator determinante para a normalizacdo dos pardmetros
obesogénicos observados previamente nestes animais.

Descritores em Portugués: Obesidade Materna. Paullinia cupana. Desenvolvimento Fetal.
Adipogénese.
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ABSTRACT

Obesity is an emerging public health problem. It is associated with several conditions such as
hypertension, dyslipidemia, atherosclerosis, insulin resistance, and diabetes. Maternal obesity is
characterized as a disease-programming factor in adulthood and is associated with a higher
prevalence of overweight and obesity in offspring. It has been shown that compounds rich in
polyphenols contribute to the control of weight gain, regulation of the metabolic profile, and the
improvement of the composition of the intestinal microbiota. Among these, guarana (Paullinia
cupana) stands out, a plant native to Brazil with a wide source of bioactive compounds and
antioxidants. Guarana is widely studied due to its beneficial effects on obesity, metabolic
syndrome, among other chronic diseases; it can act by activating mitochondrial biogenesis and
repressing adipogenic genes. A previous study from our group showed that guarana restore the
deleterious effects induced by maternal programming associated with obesity. In view of these
previous results, this work intends to deepen the knowledge about the mechanism of action of
guarana in adipogenesis through the study of genes that regulate this process such as Adiponectin,
Pparg2, Zfp423, Leptin, and Slc2a4 by real-time PCR. Biopsies isolated from different adipose
tissue compartments were used. The offspring were divided into C - pups from control mothers;
HF - offspring of obese mothers; HF + Guarana Early (HFearly) - offspring of obese mothers
treated with guarana (1g/kg) from PN25 to PN45 and; HF + Late Guarana (HFlate) - offspring of
obese mothers treated with guarana (1g/kg) from PN60 to PN80. The result of this work allows us
to indicate that guarana is able to modulate the expression of genes strongly associated with
adipogenesis, such as Ppary2, Zfp423 and Leptin in both groups studied, whereas the compound
significantly reduced Ppary2 mRNA levels in both groups tested, thus reducing the differentiation
and proliferation of adipocytes. While Zfp423 expression increased during the early commitment
of pre-adipocytes, guarana showed to considerably reduce its expression in TAS and TAR, and the
expression of leptin, considered a pro-inflammatory cytokine, expressively decreased in TAS and
TAR, after the intervention with guarana in both groups. It is assumed that this modulation caused
by the mechanism of guarana action on the adipogenic signaling pathways is a determining factor
for the normalization of the obesogenic parameters previously observed in these animals.
Keywords: Obesity maternal. Paullinia cupana. Fetal development. Adipogenesis.
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1. Introducgéo

1.1 Obesidade

A obesidade ¢ uma doenga cronica, acompanhada por acaimulo excessivo de gordura quando
comparada com valores previstos para dada estatura, género e idade. Além disso, ¢ considerada
uma doenca complexa de etiologia multifacetada, com sua propria fisiopatologia, comorbidades e

capacidades desabilitantes, sendo considerada um fator de risco para morte prematura (1).

Como ¢ possivel observar na Figura 1, a obesidade ¢ um problema de satde publica que afeta
todas as faixas etarias, etnias e classes sociais em todo o mundo. Estima-se que mais de 1,9 bilhdes
de adultos no mundo estdo acima do peso, com base no IMC (indice de Massa Corporal > 30 kg/
m?), dos quais 650 milhdes sdo obesos (2). De modo semelhante os dados epidemioldgicos do
Brasil indicam claramente que este problema vem se agravando. Em 1975 apenas 4,5% da
populacdo adulta era definida como obesa; ja em 2016, observa-se que 22,3% da populacdo adulta

¢ composta por individuos obesos (2).

¢ i
FIGURA 1. Aumento na prevaléncia de obesidade entre adultos ao longo dos anos. Prevaléncia de

obesidade, segundo o IMC, em adultos com 30 anos ou mais em ambos 0s sexos, em 1975 e 2016 (estimativa

bruta). Fonte: figura adaptada de Abarca-Gomez et al (2).

Dados obtidos da Pesquisa Nacional de Saude (PNS), onde é mostrado a prevaléncia de
excesso de peso e obesidade na populacdo de 20 anos ou mais de idade por sexo em determinados
periodos indicam que cerca de metade da populacdo brasileira apresenta excesso de peso e em torno
de 20% sdo obesos (Figura 2). As estimativas compararam 3 periodos distintos, permitindo ao final,
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observar as modificagBes temporais na estrutura etaria, assim sendo, para os homens, a prevaléncia
de excesso de peso aumentou de 42,4% em 2002-2003 para 57,3% em 2013 e a obesidade de 9,3
% para 17,5%. No caso das mulheres, este aumento foi mais acentuado, passando de 42,1% em
2002-2003 para 59,8% em 2013, ao passo que a obesidade passa de 14,0% para 25,2% (3). Dados
estes, que sdo similares a outros paises também em desenvolvimento, considerando as transi¢es
econdmicas e demograficas (4), além da urbanizacdo, mudancas na oferta de alimentos e dieta e

reducao na atividade fisica (5).

Considerando que a obesidade esta associada ao surgimento de diversas comorbidades, o
aumento do nimero de casos prejudica financeiramente o sistema puablico de saude, devido ao
maior gasto com tratamento de doencas como diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo, isquemias,
infarto agudo do miocardio e outras doencas coronarianas. Essas sdo uma das principais causas de
morte da populacdo mundial, ficando atras somente da mortalidade ocasionada por neoplasias
malignas (6).

Masculing

o0 % Femining
0.0

So8

Excessa de peso Obesidade
Excoren de peaa Obmidacn

PO 2002 7033 POFIOE- 2500 PHE 2013
FIGURA 2. Aumento na prevaléncia de excesso de peso e obesidade entre adultos ao longo dos anos
no Brasil. Prevaléncia de excesso de peso e obesidade na populacdo de 20 anos ou mais de idade por sexo
no Brasil- periodos 2002-2003, 2008-2009, 2013. Fonte: figura adaptada de IBGE (3).

1.1.2 Obesidade como indutor do processo inflamatorio

O tecido adiposo atualmente € um dos principais focos das pesquisas em obesidade, a partir
de uma revolugdo no entendimento da fungéo biologica desse tecido (7). Nos ultimos anos, o tecido
adiposo tem sido identificado como um 6rgdo enddcrino, pois produz e libera varios fatores

peptidicos e ndo peptidicos. Quantitativamente, as mais importantes secre¢fes do tecido adiposo
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sdo0 0s &cidos graxos, que sdo liberados durante periodos de balanco energético negativo
(particularmente o jejum). Além destes destacam-se as citocinas inflamatdrias, também chamadas
de adipocinas (7,8). De fato, sabe-se que a obesidade induz uma inflamacéo crénica de baixo grau,

causada principalmente pelo aumento do tecido adiposo (9-11).

O processo inflamatério como consequéncia da obesidade envolve a ativagdo do sistema
imune inato e pode resultar em respostas mal adaptadas como, fibrose e necrose. Uma cascata de
adipocinas sdo liberadas e regulam outras células imunes, como eosinéfilos, mastdcitos e outros
gue mantém os macrofagos residentes num estado M2 polarizado ou ativado alternadamente (12).
Os macrofagos M2 polarizados secretam IL (Interleucina) 10 e outras citocinas, que atuam na
manutencdo da sensibilidade a insulina em adipdcitos. J& os macréfagos M1 polarizados, exibem
um fendtipo mais pré-inflamatorio e secretam citocinas, como TNF« (Fator de Necrose Tumoral
Alfa), o recrutamento destes macréfagos, gera aumento no nimero total de macréfagos e na
proporcdo de macrofagos M1 para M2, isso € uma caracteristica tipica da inflamacéo no tecido
adiposo causada pela obesidade, ainda associado com resisténcia insulinica e doengas metabdlicas.
A resposta imune Thl ou Tipol, geralmente ativado por inflamacdo, inicia uma resposta cronica
no tecido adiposo, que envolve uma variedade de células capazes de produzir citocinas, que
regulam o acimulo e a atividade dos macréfagos M1 (13).

Os acidos graxos livres podem promover inflamacéo por ligacéo indireta a TLR (Receptor
do Tipo Toll) 4 e TLR2 atraves da proteina Fetuina A, resultando na ativacdo de NF-xB (Fator
Nuclear Kappa B) e JNK (c-Jun N-terminal cinase) 1 (14). Apds a ativacdo, estas vias podem
aumentar a sintese e secre¢do de quimiocinas como MCP (Proteina Quimiotética de Mondcitos) 1,
resultando na infiltragdo de macréfagos pro-inflamatorios.

Também h& evidéncias de que a hipoxia gera inflamacéo por obesidade, por meio da méa
perfusdo de adipdcitos ou aumento do consumo de oxigénio (15). O aumento do volume de
adipdcitos, causado pelo mecanismo de hipertrofia, leva a reducao do fluxo sanguineo local, devido
a compressao dos vasos sanguineos (16-18). A exposicdo de tecido adiposo em cultura para
condicBes hipdxias pode induzir a regulagdo positiva de muitos genes pro-inflamatérios, além de
estar correlacionada com regiGes que exibem infiltracdo de macrdfagos (19). Portanto, o0s

macrofagos infiltrados e os préprios adipocitos produzidos sdo os responsaveis pelo aumento de
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marcadores inflamatorios, como TNFa, IL 6, PCR (Proteina C reativa), MCP1, tanto local, quanto
em outros 6rgaos, estimulados por fatores secretados no tecido adiposo branco (18,20).

Vaérias citocinas como o TNF (Fator de Necrose Tumoral) a, TNFg, IL1, IL6 e IFN
(Interferon) estdo envolvidos no metabolismo dos adipdcitos e sdo reconhecidos pelo seu potencial
como reguladores enddgenos da expressdo génica no tecido adiposo, todos eles afetam a
homeostase da glicose em varios tecidos. O TNFa tem efeitos diretos no metabolismo dos
adipdcitos, através da sua capacidade de suprimir a expressao da maioria de genes especificos do
tecido adiposo. Foi demostrado que a sua administracdo causa aumento de triglicérides sérico e
VLDL (Lipoproteina de Densidade Muito Baixa) em ratos e humanos (21-23). O tratamento a
longo prazo de adip6citos com TNFa regula negativamente a expressdo de SLC2A (Transportador
de Glicose) 4, também denominado GLUT4, esse resultado indica que TNFa pode ser um mediador
chave na expressdo génica anormal em sindromes que correlacionam obesidade e diabetes e deve

assim, afetar a homeostase da glicose.

1.1.3 Sindrome metabdlica

SM (Sindrome Metabdlica) é considerada um transtorno complexo que abrange um conjunto
de fatores de risco que se manifestam em um individuo. Estes fatores aumentam as chances para o
desenvolvimento de DCV (Doenca Cardiovascular) e outras condi¢des cronicas.

Os fatores causais dessa sindrome séo, deposicao de gordura e RI (Resisténcia Insulinica) e
sd0 observadas alteragfes na obesidade abdominal, hipertensdo, hipertrigliceridemia, HDL-c
(Baixa Concentracdo de Lipoproteinas de Alta Densidade) e intolerancia a glicose (24-27).

Um papel chave no desenvolvimento da sindrome metabdlica é a RI visto que, a insulina é
essencial no controle homeostatico da glicose. A insulina € um hormonio produzido pelas células
beta do pancreas e tem a funcdo de controlar os niveis de glicose no sangue. Se a funcdo deste
horménio é prejudicada, o0 mecanismo de compensacédo € a producdo elevada de insulina pelas
células e consequentemente hiperinsulinemia.

As causas para a Rl podem ser diversas, como: deficiéncia de secrecdo insulinica, acéo
irregular da insulina ou ambos (28) promovendo a proliferacdo de células beta como uma resposta

compensatoria (29).
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Os fatores de risco relacionados & SM séo: aumento do consumo de alimentos ricos em
gordura e agucares e aumento da inatividade fisica decorrente do aumento do sedentarismo,
causado pelas novas formas de trabalho, meios de transporte e aumento da urbanizacdo (5). Além
dessas alteracfes consideradas fatores ambientais, os fatores genéticos, psicoldgicos e metabdlicos
também podem estar envolvidos. Os fatores ambientais ao interagirem com o0 genoma Ssdo
chamados de fatores epigenéticos, cujo assunto vem sendo amplamente estudado pela importancia
na modulacdo de genes relacionados a obesidade. Além disso, existem outros fatores considerados
ndo modificaveis como, o envelhecimento, sexo feminino e histérico familiar de obesidade (30).

Sendo a idade um importante fator de risco na prevaléncia da sindrome metabdlica (31).

1.2 Obesidade materna

A obesidade materna esta amplamente associada ao nascimento de bebés que apresentam
maior susceptibilidade para o desenvolvimento de sobrepeso e obesidade (32,33). Apesar da
prevaléncia da obesidade crescer de forma alarmante e afetar todas as faixas etarias, devemos
ressaltar que aproximadamente 34% das mulheres em idade reprodutiva (entre 20 e 39 anos) estdo
obesas (34). Este conjunto de dados mostra que a obesidade € um ciclo-vicioso altamente

preocupante que necessita intensa investigacao.

A obesidade materna tem sido associada ao desenvolvimento de maior percentual de gordura,
maior adiposidade abdominal e maior risco cardiometabdlico (35). Estudos in vivo mostram que a
obesidade materna esta associada com maior adiposidade, hiperfagia, maiores concentracdes de
colesterol e triglicerideos e aumento da lipogénese com concomitante diminuicdo da beta oxidacdo
(36,37). Alem disso, ja foi demonstrado que proles de ratas alimentadas com dieta hiperlipidica
apresentam alteragdes como aumento de peso, maior adiposidade, hiperleptinemia, hiperglicemia

e resisténcia a Lep (Leptina) mesmo logo apds o desmame (21 dias de vida) (38).

Considerando esse fator hereditério, alteracBes nutricionais, hormonais e ambientais em
periodos criticos da vida (como a gestacdo e a lactacdo) estdo fortemente associadas com o
surgimento de doencas na idade adulta. As adaptacdes fisiologicas desenvolvidas pelo organismo
como estratégia de sobrevivéncia podem se tornar prejudiciais a saude do individuo a partir do

momento em que as condigdes adversas sdo restauradas a niveis normais (39). Apesar de estudos
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evidenciarem que essas desordens podem ter origem antes mesmo do nascimento, 0S mecanismos
pelos quais essas alteragfes ocorrem ainda ndo estdo totalmente elucidados. Este fendmeno

bioldgico foi entdo denominado como “programagdo metabdlica” (40-42).

O fendmeno da programacéo ou plasticidade ontogenética vem sendo estudado ha décadas
por diversos grupos de pesquisa em todo mundo. Uma adequada nutricdo é essencial durante os
periodos cruciais do desenvolvimento, j& que ela pode agir como um fator de imprinting ou
priming, levando a alteracGes fisiologicas e programando futuras doencas. A associacdo entre
alteracdes em periodos criticos e desordens na vida adulta deu origem a “hipéotese de Barker” ou
“origem das doencgas durante o desenvolvimento”, ganhando consideravel expressao e levando a
criagdo de uma sociedade mundial para o estudo a respeito da hipotese “DOHaD” (Origens
Desenvolvimentistas da Saude e da Doenca). Em um famoso estudo publicado por Ravelli e
colaboradores, em 1976, foi demonstrado que filhos de mées que sofreram restricdo alimentar
durante a gestacdo em virtude da Il Guerra Mundial apresentavam maior prevaléncia de sobrepeso
na idade adulta quando comparados a filhos de mulheres que tiveram uma gestacao saudavel. Outro
importante estudo mostrou uma forte associacdo entre o baixo peso ao nascer e doencas comuns a

sindrome metabodlica como diabetes, hipertensdo e sobrepeso na vida adulta (39).

Em um estudo acerca da associacao entre obesidade materna e seus efeitos adversos a nivel
metabdlico e vascular, resultados mostraram aumento de triglicérides e insulina em mulheres
gravidas obesas em comparacdo as mulheres gravidas magras, além disso, 0 grupo obeso
apresentou elevacdo da pressao arterial sistolica e reducdo da vasodilatacdo. Esses dados segundo

0s autores seriam capazes de influenciar na programacao fetal (43).

Os efeitos deletérios da obesidade materna ocorrem durante periodos especificos de
desenvolvimento fetal e pos-natal, todavia, para que ocorra a programacéo do tecido adiposo, o
periodo sensivel coincide com o da adipogénese (44), cujo mecanismo € desencadeado pela

hiperplasia de adipdcitos.

1.3 Regulacéo da transcrigdo adipogénica

O TA (Tecido Adiposo) desempenha um papel crucial na regulacdo metabolica sistémica, ao

armazenar a gordura, conservar o calor do corpo ou controlar a mobilizacéo lipidica (45) Quando
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excedemos a quantidade suficiente de gordura, esta é depositada na forma de triglicerideos pelo
tecido adiposo através da via lipogénica. O problema quanto ao armazenamento de TGs
(Triglicerideos) em adipdcitos estd no aumento do tamanho das goticulas de lipidios, expansao
adiposa e consequentemente a obesidade (46). O armazenamento mantém os TGs divididos em
glicerol e &cidos graxos, quando liberados pelo tecido adiposo passam a ser transportados pela
corrente sanguinea e se infiltram em outros 6rgdos como, musculo e figado, que garantem a ampla

distribuicéo de lipidios e modulam o balanco energético (47).

O tecido adiposo é classificado em subtipos de acordo com a sua principal composicédo, ou
seja, a area composta principalmente de adipdcitos brancos, tem por definicdo TAB (Tecido
Adiposo Branco) e a area com predominio de adipdcitos marrons é denominado TAM (Tecido
Adiposo Marrom). O tecido adiposo branco é caracterizado por uma grande gota lipidica
unilocular, presente no citoplasma, responsavel pelo armazenamento e liberacdo de energia e
secrecdo de adipocinas, como a leptina e adiponectina para a homeostase energética, participa
também da regulacdo do balanco energético através da lipogénese e lipdlise (48). Tem alta
capacidade de estoque de energia na forma de TGs e protege 6rgaos como, 0 musculo e o figado
de lipotoxicidade (46). O TAB é o tecido mais abundante do corpo humano, que além de estar
associado ao armazenamento, atua também como um importante érgdo enddcrino (49). Estéa
localizado em regides viscerais (inclui a gordura gonadal, epicardial, retroperitoneal, omental e
peri-renal), consideradas mais deletérias, e em regiBes subcutaneas, caracterizadas como protetoras
no desenvolvimento de obesidade e doencas metabdlicas relacionadas (50,51). Este tecido é
constituido por adipdcitos, fibroblastos, pré-adipdcitos e células imunoldgicas (52) que contribuem
para a manutencao de um microambiente pro-inflamatério na obesidade, por meio da expanséo do
tecido adiposo que ocorre através de um aumento no tamanho dos adipdcitos (hipertrofia) ou um
aumento no numero de adipdcitos (hiperplasia) que na adipogénese é considerado o mecanismo

representativo (53).

O TAM ¢ mais vascularizado e se encontra nas regides suprarrenal, supraclavicular e
cervical. Caracterizado morfologicamente por goticulas lipidicas multiloculares, numerosas
mitocondrias e altos niveis de expressao génica de adip6citos marrons, principalmente a UCP 1
(Proteina 1 de Desacoplamento Mitocondrial). O aumento de adipdcitos marrons esta associado a

promogédo de um fenoétipo anti-inflamatério, diminuicdo da resisténcia insulinica, aumento da
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termogénese, e por consequéncia a diminuicdo da obesidade, por estas razdes, 0 TAM caracteriza
o0 desenvolvimento de um tecido adiposo saudavel. A exposicdo deste tecido a estimulos como frio,
alteracdes na microbiota, ativacdo de receptores adrenérgicos causam mudancas morfologicas e
funcionais, que possibilitam TAB por um processo de “amarronzeamento” adquirir caracteristicas
do TAM, um 6timo marcador de identificacdo desse processo é a proteina 1 que permanece
aumentada (54). Assim, é originado o TABE (Tecido Adiposo Bege), onde os adipdcitos marrons
gerados em TAB, sdo chamados de bege, estes sdo adipdcitos originados e presentes em tecido
adiposo branco, mas semelhantes ao tecido adiposo marrom, tornando este, o terceiro tipo de tecido
adiposo, podem expressar também, UCP1 em resposta a varios estimulos, portanto o TABE é

considerado um 6rgéo enddcrino com fungdo termogénica (54).

O quarto tipo de adipocito tem ganhado destaque recentemente na literatura, € denominado
como tecido adiposo rosa, uma vez que, os adipocitos adquirem essa cor especifica durante a
gestacdo e lactacdo, esse processo é resultado da conversdo reversivel de adipdcitos brancos
(localizados nas glandulas mamarias) em células epiteliais produtoras de leite (adip6citos rosa).
Estas células sdo consideradas estruturas alveolares, caracterizadas por inUmeras goticulas de
lipidios citoplasmaticos, responsaveis pela secrecdo de leite. A porcdo alveolar se desenvolve
somente durante a gestacdo e lactacdo e desaparece ap6s o final deste periodo, portanto,

camundongos fémeas virgens ndo possuem esta por¢do em suas glandulas mamarias (55).

1.4 Adipogénese - mecanismo molecular

Para que a adipogénese ocorra uma célula-tronco multipotente do tipo mesenquimal
indiferenciada se “compromete” a pré-adipocito, o qual se submete ao segundo estagio, que € a
diferenciacéo para se tornar um adipocito carregado de lipidios (56,57), tendo a insulina e fatores
de crescimento como fatores atuantes nestes processos (57). Durante a diferenciacdo a adipdcitos,
o0s pré-adipdcitos comprometidos ao crescimento sofrem diversos ciclos de divisdo mitética (58) e
apos isso, deixam o ciclo celular e se submetem a diferenciagéo terminal, onde perdem a morfologia
fibroblastica e acumulam triglicérides citoplasmatico, adquirindo recursos metabolicos de
adipocitos maduros. Essa diferenciacdo é regulada rigorosamente por uma cascata de fatores de

transcricao (57).
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Os reguladores primordiais da adipogénese séo os da familia C/EBPs (Proteinas de Ligacéo
ao Amplificador CCAAT) e PPARy (Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissoma
Gama) porém é importante considerar que o equilibrio se faz necessario para a manutencdo de um
corpo humano saudavel, portanto genes envolvidos na inducgédo da adipogénese sédo tdo essenciais
quanto aqueles envolvidos na repressdo do mecanismo (59). Outros fatores de transcrigdo pro-
adipogénicos incluem SREBP (Proteina de Ligacdo ao Elemento Regulador de Esterol) 1,
responsavel por promover a diferenciacdo precoce dos adipocitos e por induzir a expressao de
PPARy (60). E CREB (Proteina de Ligacdo Responsiva ao AMPCc), cuja expressao se faz necessaria

em pré-adipdcitos para induzir a diferenciacdo em adipécitos (61,62).

Além desses fatores de transcricdo, a diferenciacdo ainda é influenciada por diversos
horménios, fatores de crescimento e citocinas, como: insulina, IGF (Fator de crescimento
semelhante a insulina) 1, hormonios tireoidianos, mineralocorticoides, GCs (Glicocorticoides) e
agonistas de PPARy (63). Considerando que a insulina é importante na regulacdo da adipogénese,
existem moléculas essenciais envolvidas na cascata de sinalizacdo insulinica, como PI3K
(Fosfatidilinositol 3-quinases), MTOR (Alvo da Rapamicina em Mamiferos) e AKT (Proteina
Quinase B) (64). O hormonio tireoidiano denominado Triiodotironina, promove a adipogénese
através da expressao de um gene lipogénico induzido por TRa (Receptor Tireoidiano Alfa) 1 (65),

enquanto que os glicocorticoides aumentam a expressdo de C/EBPy e PPARy (63).

A via de sinalizacdo WNT pode ocorrer através da via candnica ou ndo candnica, e pela agdo
autocrina ou paracrina, regulando o crescimento e o destino das células em diversos tecidos (63).
Por vias canonicas, a via WNT ¢é responsavel por manter os pré-adipdcitos em um estado
indiferenciado, ou seja, inibindo a diferenciacdo para adipdcitos maduros, isso ocorre atravées da
translocacdo de beta-catenina, que bloqueia os fatores de transcricio C/EBPs e PPARy.
Detalhadamente, na via canonica a ligacdo de WNT a receptores frizzled presentes na superficie da
célula causa a translocacéo da beta-catenina para o nucleo, permitindo a interacdo com os fatores
de transcricdo: TCF/LEF (Fator de Células T/ Fator Intensificador de Linfoide) para inibir C/EBPs
e PPARy, consequentemente inibindo a adipogénese (66,67). Em contrapartida, a auséncia de beta-
catenina, pode levar a sua conversdo para tecido adiposo, o que prejudicaria a regulacdo da
adipogénese (68). Outro regulador negativo na diferenciacdo é o TGF-g (Fator de Transformagéo

de Crescimento Beta), sua acdo ocorre através da proteina SMAD3 (Mées Contra 0 Homdlogo
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Decapentaplégico 3) que interage com C/EBPf e C/EBP¢ (Proteinas de Ligacdo ao Amplificador
CCAAT delta), reprimindo a atividade transcricional de C/EBPa (69). Além disso, as citocinas
pré-inflamatorias podem inibir a adipogénese via ativacdo de diversos meios de sinalizacdo
intracelular. Estas diminuem a expressao de PPARy e C/EBPa em pré-adipdcitos e bloqueiam a

acao da insulina (70-72).

O principal regulador da adipogénese € 0 PPARy (73,74) e este gene é regulado diretamente
ou indiretamente por diversos outros genes ou fatores, como por exemplo, a inibicdo de C/EBPp,
0 aumento de GATA2 e GATAZ3, pela regulacdo de MAPK (Proteinas Quinases Ativadas por
Mitdgenos) ou pela ativacdo do meio WNT/B-catenina (63). Outro grupo de proteinas denominadas
SIRT (Sirtuinas) atuam regulando a atividade transcricional de PPARy em especial a SIRTL,

considerada como co-repressora de PPARy (75,76).

A sinalizacdo do cAMP (Monofosfato ciclico de adenosina) é mediada principalmente por
CREB. A proteina Pka (Proteina Quinase A) é responsavel por fosforilar e ativar CREB, este ap0s
estar ativo e fosforilado, conduz o promotor Ciclina D1 a ativar a transcri¢do das etapas iniciais da

adipogénese, permitindo assim, a diferenciacdo de adipocitos em células 3T3L1 (77,78).

A via de sinalizacdo MAPK intracelular € importante na proliferacédo e diferenciacdo celular
(79) e ainda, na regulacdo da adipogénese. A via MAPK é subdividida em trés vias, a via ERKs
(Quinases Reguladas por Sinal Extracelular), a via JNK e a p38 MAPK (Proteinas Quinases
Ativadas por Mitogenos p38), onde as vias ERKs e p38 MAPK estdo envolvidas na adipogénese
(80). A via ERK é capaz de diminuir a adipogénese pela inibicdo da expressdo de Ppary através da
fosforilacdo mediada por MAPK (81). Quanto a via p38 MAPK, Aouadi e colaboradores (80)
apontaram a inibi¢do da adipogénese através da auséncia de p38 que resultou no aumento de C/ebpp
e aumento na expressdo de Ppary. Por outro lado, outros estudos apontaram a promoc¢do da
diferenciacdo de células 3T3-L1 em etapas inicias da adipogénese, ao observar que p38 inibido
reduziu a fosforilagdo de C/ebpg e diminuiu a expresséo Ppary (81,82). A Figura 3 representa as

fases de determinacéo e diferenciacdo durante a adipogénese.
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FIGURA 3. Determinacédo e diferenciacdo de adipocitos. Vias de sinalizagdo e fatores de transcrigdo

envolvidos na determinacéo e diferenciagcdo de uma adipdcito maduro. Fonte: figura adaptada de Féve (83).

1.5 Genes envolvidos na programacao epigenética da obesidade materna

Estudos recentes, explicam que a prevaléncia de obesidade, diabetes e outras doencas
crbnicas ndo transmissiveis podem ter heranca epigenética (84). Nesse sentido, tem sido
demonstrado que, em roedores, a obesidade materna é capaz de alterar a expressao de fatores de
transcrigdo pro-adipogénicos, como Zfp (Proteina do Dedo de Zinco) 423, C/ebpjs e Ppary, na prole,
reprogramando entdo a adipogénese. Em modelo de programacdo por obesidade materna foi
demonstrado que a prole exibia um aumento nos niveis de expressdo de Zfp423 associado a
hipometilagdo em seu promotor. Assim, ao desmame observou-se que a atividade elevada de
Zfp423 resulta em maior diferenciacdo de adipdcitos, adipogénese acelerada, hiperplasia e maior
adiposidade (85,86). Além disso, sabe-se que tanto a metilacdo do DNA quanto as modificagdes
em histonas regulam a expressédo de Ppary no tecido adiposo. Neste sentido, tem sido descrito que
a obesidade materna reprime a expressdo de Ppary2, uma isoforma de splicing do PPARy, através
de mecanismos epigenéticos no tecido adiposo branco da prole. Embora pareca paradoxal, acredita-
se que o declinio na expresséo deste gene no tecido adiposo pode ser visto como um mecanismo

adaptativo para evitar maior acimulo de gordura (87,88). Entretanto, verifica-se que a expresséo
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persistentemente reduzida de Ppary2 esta correlacionada com um aumento na expressdo de genes
associados ao acumulo de gordura, Fas (Acido Graxo Sintase), Dgat (Diacilglicerol O-
aciltransferase) 2 e Lp (Proteina Transportadora de Lipideos) 1, sugerindo que ao menos em parte
tal regulacdo deva ocorrer por vias adicionais de sinalizacdo independentes de Ppary (89). Em
resumo, a obesidade materna pode estar associada a modificagdes epigenéticas importantes que
expliquem a origem da obesidade e outras morbidades apresentadas pela progénie.

1.6 Efeitos dos polifendis na obesidade

Diante do que foi exposto fica claro que diferentes genes e fatores de transcricdo estdo
intimamente ligados ao processo de adipogénese e que a obesidade ndo é uma condigdo singular, e
sim um grupo complexo de condi¢cbes com multiplas causas que, em Ultima analise, refletem no
fenotipo obeso. Como mencionado anteriormente, parece evidente a tendéncia secular no aumento
da obesidade paralelamente a reducdo na préatica de atividade fisica e aumento no sedentarismo.
Atualmente, diversas estratégias sdao utilizadas visando a reducdo de peso corporal, como por

exemplo, o uso de suplementos alimentares naturais ricos em polifendis (90,91).

Polifendis sdo compostos bioativos encontrados em frutas e vegetais naturalmente
sintetizados, envolvidos na protecdo de plantas como moléculas sinalizadoras para protegé-las
contra estresse oxidativo e radiacdo ultravioleta, ou a atracdo de polinizadores (92). Esses
compostos naturais sdo capazes de modular a expressdo de varios genes pré-inflamatérios como
citocinas, sintese de 6xido nitrico ciclooxigenase, lipoxigenase e, além de seu efeito antioxidante,
contribui para a regulacdo da sinalizacdo inflamatoria e auxilia na diminuicdo do progresso em
disturbios metabolicos (93,94).

Os polifendis pertencem a um amplo grupo de substancias quimicas, e podem ser divididos
em flavondides, compostos polifendlicos e fenodlicos totais (95). Estes exercem efeito anti-
obesidade por sua capacidade de interagir, direta ou indiretamente, com o tecido adiposo e ativar
AMPK (Proteina Quinase Ativada por Monofosfato de Adenosina) que resulta na reducédo do
colesterol, da sintese de acidos graxos e da formacéo de triglicerideos. Além disso, os polifendis

podem reprimir genes envolvidos na diferenciacdo de adipocitos e acumulo de triglicerideos (96).
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Foi demonstrado que a obesidade materna altera as propriedades funcionais dos adipocitos
desde o desenvolvimento fetal (97) até a idade adulta (98), resultando em adipdcitos maiores e
massa de TAB mais elevada (99). Além disso, a obesidade materna leva ao aumento da producao
de citocinas e inflamacdo mediada pela placenta, o que pode afetar o desenvolvimento fetal e
predispor a progénie a obesidade subsequente (100). Uma vez que a programacdo metabdlica
induzida pela obesidade materna tem um impacto profundo na prole, hd uma necessidade urgente
de encontrar abordagens de reprogramacdo eficazes para retomar o desenvolvimento normal. Nesse
sentido, a suplementacdo com compostos naturais como o0s polifendis pode ser util na

reprogramacao das adversidades maternas associadas a obesidade.

Um estudo conduzido por Kataoka et al (101) mostrou que a ingestao de extrato de ché verde
rico em EGCG (Epigalocatequina-galato) durante a lactacdo teve efeitos protetores sobre 0s rins
de filhos adultos alimentados com HF (Dieta Hiperlipidica), uma vez que, o tratamento de embrides
de rato com EGCG bloqueia a ativagdo do FOXO3A (Forkhead Box O3) e reverte a inibicdo de
AKT, prevenindo a embriopatia induzida por hiperglicemia (102). Da mesma forma, a dieta rica
em isoflavona de soja durante a gravidez pode proteger contra doencas cardiovasculares na prole

por meio da estimulacdo de enzimas antioxidantes e da expressao de genes redox-sensiveis (103).

Curiosamente, Tain Y et al (104) destaca os efeitos benéficos da suplementacdo de
resveratrol como uma importante estratégia de reprogramacdo contra o desenvolvimento de
disturbios relacionados a sindrome metabdlica. Os efeitos a longo prazo de uma HF materna e p6s-
natal combinada levam a interrupcdo metabdlica caracterizada por aumento do peso corporal, altos
niveis de ALT (Alanina Aminotransferase), HDL, triglicerideos séricos, leptina, colesterol e
angiotensina | e I, que podem ser melhorados pela terapia com resveratrol (105). Foi sugerido que
o0 resveratrol poderia atravessar a placenta e afetar a sua fungdo por meio de suas atividades anti-
inflamatorias (106) e antioxidantes (107). A Figura 4 resume os efeitos da programacdo materna

induzida pela obesidade, onde uma memdria epigenética € transmitida para os seus recém-nascidos,
logo para descendentes adultos, aumentando assim a expressao de Ppary, Zfp423 e C/ebpo., porém

a suplementacdo de polifendis foi capaz de inibir a expressdo desses genes adipogénicos, regulado

negativamente a adipogénese.
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FIGURA 4. Representacdo esquematica do efeito dos polifendis na programacdo materna induzida
pela obesidade materna. A suplementacdo de polifendis na neutralizacdo dos efeitos deletérios da
programacdo da obesidade materna na prole, através da regulacdo negativa da adipogénese via inibigdo de
Ppary, Zfp423 e C/ebpa. Fonte: figura adaptada de Fortunato et al (108).

A teobromina (3,7-dimethylxanthine) € o maior alcaloide do tipo xantina, encontrado
principalmente em sementes de cacau, porém também pode estar presente em folhas de guarana
(109). Tem sido demonstrado que este bioativo do guarana pode regular a adipogénese por meio
da ativacdo de AMPK e inibindo as vias ERK e JNK, resultando na inibicao do estagio inicial da
diferenciacdo de adipdcitos, indicando o seu efeito anti-adipogénico. O composto ainda mostrou
inibir a acumulacéo lipidica por meio da expressdo diminuida de Ppary ¢ C/ebpa. Além de levar a
inibicdo da adipogénese em pré-adipdcitos 3T3-LI em estagio inicial pela regulacdo na expressdo
dos genes masters (110). Estudos realizados por Mitani et al (111) onde camundongos machos ICR
administrados com teobromina durante 7 dias, demonstraram atenuagdo nos ganhos de peso
corporal e do tecido adiposo epididimal e supressédo de genes adipogénicos associados ao tecido

adiposo de camundongo, como Fas e perilipina, além disso a teobromina também promove a
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degradagao de C/ebpp através da inibicao da sinalizagdo do Arl (Receptor de Adenosina), o que
causa uma atenuacdo na diferenciacéo de adipdcitos em células 3T3-L1.

A cafeina (1,3,7-trimethylxanthine) é um alcaloide, presente no chocolate, café e cha,
amplamente consumida por seres humanos em todo mundo (112). Diversos estudos vém apontando
a sua eficécia na reducdo do ganho de peso, aumento do gasto energético, supressao do acumulo
de lipidios intracelular, entre outros beneficios (113-116). In vitro, a associacao de cafeina e acido
clorogénico atenuou a adipogénese em células 3T3-L1, ao inibir a expressdo de RNAm dos
principais genes adipogénicos, como Ppar-y2 ¢ C/ebpa em estagios tardios de diferenciagdo e
regulou o metabolismo de gordura através da sinalizagdo AMPK (115). Outra associacdo foi
descrita por Zhu et al (117) em células 3T3-L1, onde a combinacdo de catequinas e cafeina
reduziram a acumulacdo de gordura intracelular, niveis de expressdo de RNAm de Ppar-y e C/ebpa.
em estagios iniciais de diferenciacdo celular e reprimiram os niveis de expressao de RNAm de Fas
e de Gapdh (Proteina Gliceraldeido-3-fosfato Desidrogenase). A cafeina também contribuiu para
aumentar a expressao das proteinas, ATGL (Lipase Trigliceridica Adiposa) e HSL (Lipase Sensivel
ao Hormonio), os resultados obtidos a partir dessa combinacdo sugerem que, a catequina e a
cafeina, em conjunto podem contribuir para um efeito antiobesidade. A cafeina considerada um
bioativo anti-adipogénico, suprimiu a diferenciagéo de adipécitos 3T3-L1, inibindo a expressdo de
Ppary2 e C/ebpa, enquanto o fator secretado de Pref (Fator de Pré-adipocitos) 1 e 2, considerados
marcadores anti-adipogénicos permaneciam expressos, além disso a cafeina inibiu a adipogénese
através da inativagdo da via AKT/GSKP (Glicogénio Sintase Quinase Beta) 3. A via de sinalizagdo
AKT é essencial para a diferenciacdo de adipdcitos, e o seu envolvimento na via de sinalizacéo
insulinica ou IGF1 ocorre parcialmente pela fosforilagao da proteina GSK3p. Além disso, a via
AKT inativada pode resultar na inativacdo de FKHR (do inglés, Forkhead Transcription Factor)

outro elemento essencial para a progressao da adipogénese (118).

Com o objetivo de desenvolver um agente anti-obesidade, foram avaliados os efeitos
produzidos pela combinacdo de glicosil hesperidina e cafeina na obesidade em camundongos, essa
combinacéo resultou em diminuicdo do peso corporal e do tecido adiposo, menor lipogénese e

niveis de triglicerideos hepéaticos mais baixos (119).
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A Quercetina é o flavonoide mais abundante, encontrado em frutas, vegetais, chas, vinhos,
nozes e sementes, com diversas fungfes bioldgicas, como anticarcinogénica, anti-inflamatdria e
atividades antivirais (120). Incluem também atividade inflamatdria e antiobesidade (121). Diversos
estudos investigam os mecanismos moleculares associados aos efeitos que a quercetina exerce na
adipogénese, incluindo pré-adipocitos 3T3-L1. O tratamento com a quercetina em células 3T3-L1
resultou na inducdo de apoptose e consequente diminuicdo da fosforilacdo JNK e ERK, através da
regulacao positiva da via de sinalizacdo AMPK e de seu substrato ACC (acetil-CoA Carboxilase),
produzindo um efeito anti-adipogénico (120). Niveis diminuidos de expressdo de RNAm de genes
chaves tais como, Ppary, C/ebpa, Fabp (Proteina de Ligagdo ao Acido Graxo) 4 e aP2 (Proteina
Carreadora de Acidos Graxos) e LPL (Lipoproteina Lipase), prevenindo assim a adipogénese,
através de cascas de cebola, com alto contetdo de quercetina (122). A quercetina exerceu efeitos
anti-adipogénicos através de fatores de transcrigdo C/ebpa, Ppary e Srebp-1c que tiveram a sua
expressdo diminuida em nivel proteico e RNAmM. Além disso, preveniu a adipogénese através da
regulagdo positiva na expressdo de ATGL e HSL e supresséo de Fas, LPL e aP2, assim como a
expressdo de fatores de transcricdo. A quercetina ainda inibiu os fatores de sinalizacdo da via
MAPK (ERK1/2, JNK e p38), e os niveis de expressdo Mcpl e Tnfa em adipocitos e macroéfagos
(123).

Estudos in vivo de Nettore et al (124) mostraram que a suplementacdo com Q2 em ratos
machos Wistar reduziu o ganho no peso corporal e no tecido adiposo branco, melhorou a
dislipidemia, tolerancia a glicose e reduziu a acumulacdo de lipideos hepaticos pela ativacdo na
expressao de genes relacionados a beta-oxidacdo. A reducdo da PAS (Pressao Sanguinea Sistélica)
e as baixas concentragdes plasmaticas de triglicerideos, colesterol total, AGL (Acidos Graxos
Livres) e a insulina foram encontrados em ratos Zucker obesos que receberam uma das doses de
quercetina. O aumento da concentracdo de adiponectina promoveu a melhora no estado
inflamatério, com redugio dos niveis plasmaticos de NOx (Oxido Nitrico) e Tnfo no tecido adiposo
visceral (125). Ying et al (126) apresentaram a Penta-metil-quercetina (PMQ) um derivado natural
da quercetina encontrado em uma variedade de ervas comestiveis, este estudo objetivou investigar
se 0 composto pode ser capaz de atenuar a adipogénese no tecido adiposo epididimal de
camundongos, resultados indicaram que os camundongos que foram alimentados com o0 composto,

comparados com camundongos alimentados com a dieta hiperlipidica, apresentaram menor ganho
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de peso corporal, massa de tecido adiposo e niveis plasmaticos mais baixos de TG, colesterol total,
LDL-c, porém niveis plasmaticos mais elevados de HDL-c. PMQ reverteu significativamente a
regulacdo induzida por HF de genes de sinalizacdo Sirtl / mTOR (Sirtl e mTOR), e genes
adipogénicos chave (Ppary, Srebpl, Fas, Atgl, Hsl e perilipina) nos tecidos adiposos epididimais
de camundongos obesos.

Apesar do nimero limitado de publicagdes envolvendo os descritores “quercitin and
adipogenesis” no pubmed, ¢ importante para avaliar os efeitos do composto no tratamento da
obesidade e doencas relacionadas. Lee et al (127) tinham por objetivo investigar os efeitos do
extrato da casca da cebola, rica em quercetina, na composicao de sujeitos obesos e em sobrepeso,
durante 12 semanas, no estudo haviam grupos, randomizado, duplo-cego e controlado por placebo,
resultados mostraram que o extrato reduziu a porcentagem de gordura corporal em ambos 0s
grupos, diminuiu os niveis de glicose e leptina no sangue e gerou aumento do gasto energético em
repouso e do quociente respiratorio. Nos estudos de Kim e Yim (128), utilizando do mesmo
composto, em mulheres obesas e em sobrepeso, com dois grupos distintos, grupo encapsulado por
placebo e outro com o composto rico em quercetina, obtiveram resultados na diminuicdo da
porcentagem de massa gorda corporal e inducdo dos niveis plasmaticos de adiponectina. As
atividades de ALT e AST, bem como o0s niveis de leptina, visfatina, TNF-a e IL-4 no plasma nédo
foram significativamente diferentes entre os dois grupos apés 12 semanas de suplementacao.

1.6.1 Beneficios do guarana na adipogénese

O guarana (Paullinia cupana) é uma planta originaria do Brasil. Apresenta espécies nativas
na regido Amazonica, e sua descoberta e utilizacdo por povos indigenas precede a conquista da
América. Devido a sua acdo estimulante, tdnica e afrodisiaca, os povos Maués a consideravam uma
espeécie sagrada e tdo valiosa quanto o ouro. Com sabor levemente amargo, adstringente e &cido, o
po de guarana, dissolvido em agua, foi considerado pela sabedoria popular indigena o elixir para

obtenc¢éo de uma vida longa (129).

O guarana é rico em compostos bioativos, em sua grande maioria pertencentes ao grupo de
polifenois, tais como metilxantinas como cafeina, teobromina e teofilina e em flavondides como
taninos, saponinas, catequinas, epicatequinas, proantocianinas e tragos de outros compostos (130).

Dentre os bioativos presentes na semente do Guarand, a cafeina é considerada o principal bioativo
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e estd associada ao aumento da funcéo cognitiva e gasto energético, as sementes quando em po6 ou
torradas, podem ser usadas para produzir produtos comerciais com alto contetdo de cafeina (131).
Hoje, sabe-se que 0s extratos tém sido usados como estimulantes, afrodisiacos, tdnicos e para perda
de peso (132). Apresentam ainda atividade antioxidante (133-135), efeitos antimicrobianos
(136,137), propriedades antitumorais e anticarcinogénicas (138,139), melhora na performance
cognitiva (140,141), e efeitos antidepressivos (142). O guarand atua positivamente no metabolismo
lipidico, aumentando o gasto energético basal e resultando na perda de peso (143,144). Alguns
trabalhos sugerem que o guarana exibe efeitos similares aos observados no cha verde e cha preto,

e devido suas propriedades benéficas, o interesse pelo seu estudo vem ganhando destaque (145).

Um estudo epidemiolégico demonstrou uma associagdo significativa entre o consumo
habitual de guarana entre a populacdo idosa amazénica e a diminuicdo na prevaléncia de desordens
metabolicas relacionadas, dentre elas, obesidade, sindrome metabdlica e hipertensdo. Ainda
demonstrou menor circunferéncia na regido da cintura e menores niveis de colesterol (total e LDL-
c) (Lipoproteina de Baixa Densidade) quando comparados com aqueles que ndo consumiam o
guarana habitualmente (146). Outro estudo que avaliou os efeitos benéficos do Guarana contra a
aterosclerose através da avaliacdo da oxidacdo de LDL em idosos, mostrou que consumidores
habituais de guarand demonstraram menor oxidacdo de LDL em comparacdo aos individuos que
ndo consumiam habitualmente, a substancia ainda, demonstrou alta atividade antioxidante in vitro
(147). Resultados obtidos por Yonekura e colaboradores (148), a partir da ingestdo diaria de 3
gramas do p6 de guarana por 15 dias, revelou reducdo do estresse oxidativo de individuos
clinicamente saudaveis, por acdo antioxidante direta dos fitoquimicos absorvidos e aumento da

regulacdo de enzimas antioxidantes.

In vivo, ratos Wistar apds a suplementacdo com o p6 de Guarana, preveniu o ganho de peso,
a resisténcia insulinica e a desregulacéo de adipocinas induzida pela dieta Ocidental, comparada
com dieta controle, o guarana ainda induziu expansdo do tecido adiposo marrom, biogénese
mitocondrial, superexpressdo de Ucpl, ativacdo de AMPK e pequenas alteracbes na microbiota
intestinal (149). Os dados referentes aos modelos experimentais in vivo desenvolvidos por nosso

grupo serdo apresentados em item subsequente.
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Visto as propriedades farmacoldgicas do guarana e sua importancia na medicina popular,
estudos apontam o0 uso desse extrato em vias adipogénicas. Santos et al (150) demonstraram em
cultura de células 3T3L1 que a associagdo de erva mate, guarana e damiana (“YGD”) foi capaz de
reduzir a expressdo de genes pro-adipogénicos como Clebpa, Adig (Gene Codificador de
Adipogenina), Ppary e aumentar a expressao de genes anti-adipogénicos como Klf2 e Ucpl. Lima
et al (151) investigou os efeitos do guarand em genes e miRNAs (microRNAs) relacionados a
adipogénese em células 3T3-L1, resultados mostraram que 0 extrato aumentou a expressao de
genes anti-adipogénicos, Foxol e Gata3 que reprimiram Ppary, enquanto DIkl (Proteina Delta
Homéloga) reprimiu C/ebpp e Clebpd que consequentemente prejudicou a interacdo direta entre
Ppary com C/ebpa. O guarand induziu ainda, a expressdo de trés importantes vias, Wntl, Wnt3a e
Wnt10b, a ativagdo dessas vias ocorreu pelo aumento da translocagdo nuclear de B-catenina que
conduziu a repressdo de C/ebpa e Ppary, assim sendo, estes eventos favoreceram o efeito anti-
adipogénico, ao reprimir genes chaves envolvidos com a adipogénese. Este estudo ainda
demonstrou o papel de miRNAs nos genes alvos selecionados e, por conseguinte na adipogénese,
os alvos moleculares foram, Wnt1, Wnt3a eWnt10b, todos envolvidos na inibi¢do da adipogénese,
os resultados mostraram que o guarana conduziu ao aumento da expressdo desses alvos
moleculares, aumentando o efeito anti-adipogénico. A figura 5 mostra 0s genes envolvidos no

efeito anti-adipogénico e promocéo da biogénese mitocondrial do estudo citado anteriormente.
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FIGURA 5. Cascata da sinalizacé@o de genes envolvidos no processo de adipogénese e promogao de
biogénese mitocondrial. Efeitos in vitro do guarana nos genes e microRNAs envolvidos na adipogénese.

Fonte: figura adaptada de Da Silva Lima et al (151).

Embora os dados de literatura indiquem que o guarana pode ter um papel relevante no
tratamento e prevencdo da obesidade, poucos estudos acerca dos mecanismos moleculares da
adipogénese sdo encontrados na literatura. Em nivel molecular, ha estudos que demonstram
resultados do efeito inibitério na adipogénese, através dos mecanismos dos compostos bioativos

presentes no guarana, incluindo teobromina, cafeina e quercetina (Figura 6).
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FIGURA 6. Compostos bioativos presentes no Guarana. Estruturas moleculares denominadas cafeina,
teobromina e quercetina. Fonte: figura modificada de Heckmam (152).

1.6.2 Beneficios do guarand em modelos de obesidade

Dois estudos pregressos de nosso grupo de pesquisa avaliaram o efeito do Guarana na
biogénese mitocondrial em animais obesos e nos parametros metabdlicos e inflamat6rios em
camundongos machos adultos programados pela obesidade materna. Os resultados do primeiro
estudo in vivo com camundongos C57BL6J revelaram que o guarana (1g/kg de peso) foi capaz de
diminuir o ganho de peso (Figura 7A) e a deposi¢do de varios compartimentos do tecido adiposo
(Figura 7B), mesmo quando associado ao consumo de dieta hiperlipidica. Além disso, 0 VO2
(Volume de Oxigénio) (Figura 7C e D) e o EE (Gasto Energético Basal) (Figura 7E) foram maiores
em animais alimentados com dieta hiperlipidica que receberam tratamento com guarana por oito
semanas quando comparados aos animais alimentados com dieta hiperlipidica sem tratamento
(153).

Outros resultados deste mesmo experimento demonstram que 0 guarana aumenta 0 nUmero
de mitocdndrias e modula diversos genes relacionados com a biogénese mitocondrial como Pgcla
(Co-ativador-1 Alfa do Receptor Ativado por Proliferador do Peroxissoma), Ucpl, Ucp2, Creb1l,
Ampkal (Proteina Quinase Ativada por AMP alfa), Nrf (Fator respiratdrio nuclear) 1, Nrf2 e Sirt1.
Em resumo, acredita-se que a modulagéo causada pelo tratamento com guarané contribuiu para o
menor acumulo de gordura em todos os depdsitos de tecido adiposo e o aumento do gasto
energético, bem como o maior contetdo de mitocondrias no musculo esquelético. A Figura 7F

resume 0 modo de agdo do guarana neste modelo (153).
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FIGURA 7: Mecanismo de acdo do Guarana no Modelo de Obesidade Programada. Peso corporal (A)
e peso de diferentes depdsitos de tecido adiposo (Sub — Subcutaneo, Retro — Retroperitoneal, Visc — Visceral
e Epid — Epididimal) (B), figura representativa do volume de O, consumido (C), volume de VO (D) e gasto
energético basal em 24 horas ap6s oito semanas de dieta hiperlipidica com ou sem tratamento com guarana

(1g/kg de peso). Resultados significantes quando p<0,05 (F) Efeitos do guarana na biogénese mitocondrial.
Fonte: Lima et al, 2018 (153).

Posteriormente avaliamos o efeito do guarana em camundongos machos adultos
programados pela obesidade materna (154). Para o desenvolvimento deste trabalho, camundongos

Swiss fémeas foram alimentados por oito semanas com dieta hipercalorica rica em lipidios com
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teor caldrico 36% maior que a dieta padrdo (sendo 60% proveniente de gordura, contra 16% na
dieta padrdo) e divididas em: Grupo Controle (Fémeas alimentadas com dieta padrédo (16% de
gordura) e agua pura ad libitum por oito semanas) e Grupo Dieta Hiperlipidica (Fémeas
alimentadas com dieta hiperlipidica (60% de gordura) e agua pura ad libitum por oito semanas).
Apos oito semanas de dieta, as fémeas foram acasaladas e acondicionadas em gaiolas individuais
até o nascimento das proles. Ao nascimento, a ninhada foi ajustada para seis filhotes machos por
mée a fim de melhorar o potencial lactotréfico. Ao desmame (21 dias) todas as proles (Controle e

Hiperlipidica) foram alimentadas com dieta padrdo e agua ad libitum.

A dose de guarana utilizada foi 1g/kg de peso corporal. Previamente o composto utilizado
foi caracterizado e possui em sua composicdo: 2,42% de flavonoides, 9,18% de compostos
fenolicos totais e uma alta concentracdo de cafeina (12,4%) (151). Para avaliacdo dos efeitos do
guarana sobre proles programadas pela obesidade materna, as mesmas foram subdivididas de

acordo com a Tabela 1.

TABELA 1. Descricdo do grupo experimental de proles alimentadas com dieta controle e dieta

hiperlipidica. Fonte: tabela adaptada de Lima et al (154).

Grupo experimental Descrigéo

Controle (C) Proles provenientes de mées alimentadas com dieta padréo que
receberam solucdo veiculo com volume similar ao grupo tratado
com guarana;

Dieta Hiperlipidica (HF) Proles provenientes de mdes alimentadas com dieta
hiperlipidica que receberam solugdo veiculo com volume

similar ao grupo tratado com guarand;

HF + Guarand Precoce Proles provenientes de maes alimentadas com dieta

(HFearly) hiperlipidica + tratamento com guarana de PN (P6s Nascimento)
25 a PN35

HF + Guarana Tardio (HFlate) Proles provenientes de maes alimentadas com dieta

hiperlipidica + tratamento com guarana de PN65 a PN75

Nossos dados mostram que o tratamento com guarana foi capaz de prevenir o ganho de peso

sem alterar o consumo alimentar das proles. Animais provenientes de maes obesas tratados
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precocemente ou tardiamente (HFearly e HFlate) apresentam ao final do periodo experimental peso
similar ao grupo controle quando comparados ao grupo HF sem tratamento (Figura 8A). O gasto
energético basal também foi modificado pelo tratamento com guaranad. Animais do grupo HF que
ndo receberam tratamento apresentaram um gasto energético basal reduzido quando comparados
ao grupo Controle (C), no entanto os animais que receberam tratamento tanto no periodo inicial
(HFearly) quanto no periodo tardio (HFlate) apresentaram um aumento do gasto energético. Estes

dados confirmam que o guarana apresenta efeito potencial que pode prevenir os efeitos deletérios

causados pela obesidade materna (Figura 8B).
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FIGURA 8: Avaliacdo do peso corporal e do gasto energético basal nas proles programadas pela
obesidade materna. (A) Evolucdo de peso corporal nos grupos controle (C), dieta hiperlipidica (HF), HF
com tratamento precoce com guarana (1g/kg de peso) PN25-35 (HFearly) e HF com tratamento tardio com
guarana (1g/kg de peso) PN65-75 (HFlate). Resultados significantes quando p<0,05. (B) Gasto energético
basal em 24 horas nos grupos controle (C), dieta hiperlipidica (HF), HF com tratamento precoce com
guarana (1g/kg de peso) PN25-35 (HFearly) e HF com tratamento tardio com guarana (1g/kg de peso) PN65-
75 (HFlate). Resultados significantes quando p<0,05. Fonte: Lima et al, 2019 (154).

A avaliagdo da adiposidade central/abdominal foi realizada através da disseccéo e pesagem
dos compartimentos de gordura subcuténea, epididimal, retroperitoneal e mesentérica. Na figura
abaixo, podemos observar que a obesidade materna programou as proles para um maior acimulo
de gordura retroperitoneal, epididimal e visceral (Figura 9A-C) e o tratamento com guarana
preveniu o acimulo destes depositos (Figura 9A-C), exceto no depdsito de gordura epididimal do
grupo de tratamento precoce (HFearly), apesar da forte tendéncia. Observamos um perfil similar

nos depdsitos de gordura subcutanea, no entanto sem diferenca significativa (Figura 9D). Além
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disso, nenhuma modificacdo foi observada nas reservas musculares em ambos os grupos (Figura
9E).
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FIGURA 9. Avaliacdo da adiposidade central/abdominal das proles programadas pela obesidade
materna. Peso do tecido adiposo retroperitoneal (A), epididimal (B), visceral (C), subcutaneo (D), masculo
gastrocnémico (E) nos grupos controle (C), dieta hiperlipidica (HF), HF com tratamento precoce com
guarana (1g/kg de peso) PN25-35 (HFearly) e HF com tratamento tardio com guarana (1g/kg de peso)
PN65-75 (HFlate). Resultados significantes quando p<0,05. Fonte: Lima et al, 2019 (154).

Do ponto de vista molecular, observamos um aumento da expressao de leptina, IL-6, Tnf- «
e Mcp-1 comparado ao grupo de filhotes de maes com dieta HF sem tratamento em qualquer estagio
de vida, neste modelo de programacdo induzido por obesidade materna foi verificado que a
obesidade materna programou alteracbes metabdlicas e inflamatorias na prole, e que o tratamento
com guarana em diferentes fases da vida (precoce e tardia), induziu melhorias em varios parametros

metabolicos e inflamatdrios que foram mantidos ao longo de todas as fases da vida (154).

Tendo em vista os resultados prévios obtidos pelo grupo, pretende-se neste trabalho
aprofundar o conhecimento acerca do mecanismo de ac¢do do guarana em um modelo de obesidade
induzida por programagéo materna. Todos os resultados descritos nesta Dissertagdo foram gerados

a partir do material bioldgico obtido do modelo experimental previamente desenvolvido (154). E
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importante destacar que este trabalho se enquadra perfeitamente nos conceitos mais modernos de
bem-estar animal, também conhecido como Principio dos 3R's (reducdo, substituicdo e
refinamento), o qual busca obter o maior numero possivel de informacdes relevantes em um
pequeno numero de animais. Estes trabalhos foram aprovados de acordo com o CEUA (Comité de

Etica no Uso de Animais) da Universidade Sao Francisco. (Anexo I: Aprovacdo do CEUA).
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2. Objetivos
2.1 Objetivo geral:

Avaliar os efeitos anti-adipogénicos do guarand em um modelo de programacéo

induzida pela obesidade materna;
2.2 Objetivo especifico:

Verificar a expressdo de genes associados & adipogénese.
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3. Métodos
3.1 Desenho experimental

Este projeto de pesquisa envolve outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa sobre 0 uso
de polifenois em doencas metabdlicas, sendo assim, a motivacdo para investigar a adipogénese
neste modelo animal surgiu a partir de outras analises prévias que garantiram resultados em vias
de sinalizacédo diferentes, portanto o mesmo grupo experimental ja utilizado em nosso laboratério
(154), possibilitara neste trabalho investigar as vias de sinalizacdo que regulam a adipogénese. A

figura 10 representa o desenho experimental utilizado.

CV{m=6) - proles slimentadss com dieta

padrdc e bgua ad Sbitow que receberko
Contrale () (n=6) - fimneas soluplo veicule
alimentadas com daeta padriic

(16%% de gordura) ¢ dgua pura od HFV in=6) = proles alimestadas com
Iisiteams, dieta padeic o ig'uand'an & que
/ receberds soluphe veiculs
High Fat (HF) (n=6) - fémeas | HFM {n=6) - proles slimentadas com
alanestadas com dueta kigh i dieta padriic & dgua od Sbdtem tratadas

(60% de gordura) o dgea pura od
b i

com erva mate de FI25 a PH3S
\ HFM (w=6) — proles alimentadas com

dietn padris ¢ dgun ad Sbdnesr trafadas

Aclimatar o, com ervamate de FIT65 o PHTS.
randomirag o dos
mnimas eisdcie da Aquste da Eutanbnn e coleta de Eutandnn e coleta
1I1'-‘-l'-'_ﬂ1':-3-‘?- amishedn & amostras de sangue & de amostras de
duetitica machaz tecidos de mbes sangue & tecidos
I
. I | . |
Semana 1-8 MAcaralamento Gertaglio Hascimento Drermame Vida adulta
21 dans Dal 21 ding 12 semanns

FIGURA 10: Desenho experimental do modelo de programacéo pela obesidade materna. Esquema que
descreve 0s grupos experimentais das mées e proles, utilizados neste modelo programado durante as 12

semanas de vida dos camundongos. Fonte Lima et al, 2019 (154).
3.2 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Amostras do tecido adiposo foram destinadas a extracdo de RNA. Para a estabilizacdo e
protecdo do RNA, todas as amostras destinadas a este fim foram armazenadas em RNAlater
(Qiagen, Valencia, CA, USA) a -80°C até 0 momento da extracdo do RNA. Esta foi feita usando-
se 0 TRI Reagent®/Cloroférmio (Sigma Aldrich) seguindo o protocolo do fabricante. Apds a
extracdo, 2 nug de RNA foram usados para a sintese do cDNA usando o High Capacity cDNA
Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
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3.3 PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase) em tempo real

A andlise de expressdo dos genes Adipoq (Adiponectina), Clebpa, Clebpp, Slc2a4, Lep,

Ppary e, Zfp423 foi feita por PCR em tempo real. Esta foi realizada usando o QuantiTect Multiplex

SYBR GREEN PCR Kits (Quiagen) seguindo as especificacbes do fabricante. As amostras foram

cicladas no equipamento 7500 Real-Time PCR System e analisadas com o auxilio do RQ Study

Software (Applied Biosystems). Os experimentos foram realizados em triplicata, como controle

interno foi utilizado o gene enddgeno Gapdh, previamente validado. Todos os dados foram

avaliados usando a formula 2"22Ct (155). Os primers utilizados nos experimentos de PCR em

Tempo Real foram desenhados com o programa Primer3 v. 0.4.0 (156) e estdo representados na

Tabela 2.

TABELA 2. Sequéncia dos primers utilizados no estudo.

Gene Sense Antisense

Adipoq 5’-ATGGCACTCCTGGAGAGAA -3 5’- CAGCTCCTGTCATTCCAACA -3’

Slc24a 5’- CCAACTGGCCATCGTCATTG - 5’- AGGGAGTACTGTGAGAGCCA -3’
3’

Lep 5’- GCCAAGCAGAGGGTCACT -3  5’- GGACCTGTTGATAGACTGCCA -

3>

Ppary 5’- CCCTGGTGTCCCAACTCTTA - 5- GTGCAACAGAAGAGCCATCA -3’
3>

Zfp423 5’- GGAAAGGTGCCCAGACGT -3°  5’- TTGGCGACGTGGATCTGAAT -3’

Clebpa 5’- CGCAAGCCAGGACTAGGAG-3> 5’- CCTCATCTTAGACGCACCGA -3’

Clebpp 5’- AAGATGCGCAACCTGGAGA-3 5’- TGCTCCACCTTCTTCTGCAG -3’

Gapdh 5’-TCTCCACACCTATGGTGCAA-3* 5’- CAAGAAACAGGGGAGCTGAG -3’

3.4 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5 e os valores

apresentados como média £ EPM. As analises foram realizadas por one-way ANOVA, com p0s-

teste Newman Keuls. As diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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4, Resultados e discussao

Neste trabalho avaliou-se do ponto de vista molecular os efeitos do guarana, em diferentes
fases da vida (precoce e tardia), na regulacéo da expressao de genes associados a adipogénese no
tecido adiposo de camundongos em que a obesidade foi induzida por meio de programacao
materna. Nossos dados apresentados neste trabalho demonstraram claramente que, quando tratados
com guarand, camundongos obesos exibiram acentuada perda de peso, o que pode estar associado
a capacidade que o guarana possui em modular a adipogénese através da regulacdo dos genes
Ppary2, Zfp423 e leptina.

Previamente haviamos observado nestes animais que a ingestdo de guarana 1g/kg foi capaz
de reduzir o ganho de peso e depdsito de tecido adiposo, aumentar o gasto energético e restaurar a
expressdao de genes associados a inflamagdo (154). Este conjunto de resultados mostraram pela
primeira vez na literatura que a intervencdo com guarana realizadas no inicio da vida influenciou
fenotipicamente em parametros associados & obesidade. E importante destacar que a plasticidade
epigenética é intensa durante os periodos fetais e diminui gradativamente ao longo da vida.

Conforme mencionado anteriormente, o tecido adiposo € um érgdo enddcrino que tem papel
fundamental na regulacdo do metabolismo e da homeostase. Neste sentido é sabido que producao
e secrecdo de uma quantidade excessiva ou insuficiente de adipocinas influenciam a sensibilidade
a insulina, o metabolismo da glicose, a inflamacdo e a aterosclerose, e podem fornecer uma ligagéo
molecular entre 0 aumento da adiposidade e o desenvolvimento de diabetes mellitus, sindromes
metabolicas e doencas cardiovasculares (157). Dada a relevancia do tecido adiposo nos processos
anteriormente mencionados, avaliamos o papel do guarana na regulacéo da expressdo de genes que

controlam o processo de expansao deste tecido atravées da adipogénese.

Adiponectina é a adipocina mais abundantemente expressa no TAB (158). E uma proteina
multifuncional que exerce efeitos pleiotropicos de sensibilizacdo a insulina. Reduz a producgéo
hepética de glicose e aumenta a captacdo de glicose e a oxidacdo de &cidos graxos no musculo
esquelético (158). Além disso, o papel anti-inflamatério da adiponectina também foi relatado (158).
Ao contrario da maioria das adipocinas, 0 mRNA da adiponectina no TAB e seus niveis Séricos
estdo diminuidos em individuos obesos (159). Foi relatado que em modelos animais o0s niveis

plasmaticos de adiponectina diminuiram com o ganho de peso quando os animais se tornaram
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obesos (159). Por outro lado, a perda de peso induz aumentos significativos nos niveis circulantes
de adiponectina (159). Os resultados aqui apresentados indicam que assim como previamente
observado, a obesidade induz um aumento na expressdo de Adipog em TAS (Tecido Adiposo
Subcutaneo), TAR (Tecido Adiposo Retroperitoneal), e TAM (Tecido Adiposo Mesentérico)
(Figura 11). A suplementacdo com guarana foi capaz de aumentar os niveis de mMRNA de Adipoq
somente em TAM, j& em TAS e TAR observou-se um aumento nos grupos late e early,
respectivamente. Embora seja muito relevante e inédito a modulacao deste gene em tecido adiposo,
de fato, os niveis plasmaticos desta adipocina € responsavel pelos efeitos anti-inflamatorios
associados a adiponectina. Assim, para validar nossos dados faz-se necessario avaliar os niveis
circulantes desta em nosso grupo experimental. Em relacdo ao TAE (Tecido Adiposo Epididimal)
observou-se uma modulacdo oposta ao que ja havia sido reportado em literatura, assim sendo é
preciso considerar os multiplos fatores que podem estar interferindo para que o resultado nao seja
complacente a outros trabalhos ja relatados, como os fatores hormonais deste tipo de tecido adiposo
e a influéncia da potente acdo da cafeina sob o TAE.

Assim sendo, o tecido adiposo epididimal é considerado, dentre outros tecidos, como um
pequeno depodsito de tecido adiposo visceral (TAV) localizado cercando érgdos especificos
(160,161). Sendo um TAV é metabolicamente mais ativo, e 0 acimulo é mais preditivo de
mortalidade relacionada a obesidade (162), além de estar mais associado a resisténcia a insulina e
inflamacdo (163). O tecido adiposo epididimal é amplamente usado para referenciar 0 omento
maior, porém é um deposito de gordura analogo ao tecido adiposo perigonadal em humanos,

portanto pode ter influéncias de hormonios sexuais (161).

Considerando estes fatores e que 0 nosso extrato de guarana possui em sua composi¢do uma
alta concentracdo de cafeina (12,4%) (151), que além de estar associada ao aumento da funcéo
cognitiva e gasto energético (131), pode estar correlacionada a comportamentos de estresse (164).
Esse conjunto de fatores podem ter influenciado os perfis bioquimicos no TAE, afetando a
expressao de adiponectina neste tecido, uma vez que ja foi visto na literatura que a cafeina é capaz

de modular a expressdo de Adipoq na diferenciacdo de pré-adipocitos in vitro (165).
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FIGURA 11. Andlise da expressdo de Adipog. A andlise da expressdo de Adipoq nos grupos controle (C),
dieta hiperlipidica (HF), HF com tratamento precoce com guarana (1g/kg de peso) PN25-35 (HFearly) e HF
com tratamento tardio com guarana (1g/kg de peso) PN65-75 (HFlate). Os valores de expressao génica estdo
expressos em Fold change pelo controle. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0.001, ns — ndo significativo quando

comparado ao grupo HF.

A adipogénese € o processo de desenvolvimento pelo qual uma célula-tronco mesenquimal
multipotente se diferencia em um adipdcito maduro. Dentre todos os fatores de transcricdo
envolvidos nesta complexa cascata. Ppary é considerado um regulador mestre da adipogénese
(166). O Ppary2, uma isoforma de splicing do Ppary como anteriormente citado, € expresso
seletivamente nos tecidos adiposos e promove a diferenciacdo e proliferacdo dos adipdcitos
causando aumento do tecido adiposo (167). No presente estudo, os niveis de mMRNA de Ppary2
foram regulados em todos os depésitos de tecido adiposo dos animais. De modo semelhante, Desali
e seus colaboradores (168) ja mostraram que a obesidade materna é capaz de induzir a expressédo
deste gene. Os resultados apresentados neste estudo mostram que o tratamento com guarand reduz
significativamente os niveis de mMRNA de Ppary2 em ambos os grupos testados (Figura 12). Esta
¢ a primeira vez em que se avalia a expressdo deste importante regulador da adipogénese em tecido
adiposo de animais obesos. Os resultados oriundos da analise deste gene fornecem uma importante
evidéncia do mecanismo de agdo do guarana na adipogénese, 0 que poderia contribuir para a perda
de peso em ambos 0s grupos. In vitro nosso grupo ja havia mostrado que o guarana é capaz de

reduzir significativamente a expressao deste gene durante a adipogénese (151). In vitro, acredita-
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se que tal efeito deva-se a potente acdo da cafeina sob Ppary2, conforme demostrado previamente
por outros pesquisadores (115,118). De modo similar tem sido demostrado que tanto a teobromina
quanto a quercetina também podem modular Ppary2 (111,122), entretanto devido a baixa
concentracdo destes compostos no extrato de guarana ndo se pode atribuir o efeito observado a um

ou outro composto isoladamente, e sim ao sinergismo entre eles.
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FIGURA 12. Analise da expressdo de Ppary2. A anélise da expressdo de Ppary2 nos grupos controle (C),
dieta hiperlipidica (HF), HF com tratamento precoce com guarana (1g/kg de peso) PN25-35 (HFearly) e HF
com tratamento tardio com guarana (1g/kg de peso) PN65-75 (HFlate). Os valores de expressao génica estdo
expressos em Fold change pelo controle. *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, ns — ndo significativo quando

comparado ao grupo HF.

Zfp423 é uma proteina do tipo dedo de zinco que inicia o comprometimento precoce dos pré-
adipocitos no tecido adiposo maduro, o que induz a expressdao de Ppary e a diferenciacdo
adipogénica (169). Um interessante estudo mostrou que a obesidade materna é capaz de modular
Zfp423 através de mecanismos epigenéticos. Levando em consideracéo que a metilacdo do DNA é
estavel, os autores verificaram uma diminuicdo na metilacdo da regido promotora do gene Zfp423,
e uma consequente expressdao aumentada deste gene nas células progenitoras fetais.
Fenotipicamente observou-se um aumento na capacidade adipogénica das suas celulas derivadas
no tecido adiposo da prole, predispondo a prole a obesidade e a disfungdo metabolica acompanhada
(170). Desse modo, como prova de conceito avaliamos a expressdo de Zfp423 nas amostras de
tecido adiposo da prole que teve a obesidade induzida por programacgdo materna. A Figura 13

mostra que, de fato, a obesidade materna induz um aumento de expressao na prole do grupo HF
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em TAS, TAR e TAE, corroborando com os dados previamente publicados (170). Tendo em vista
0 importante papel deste fator de transcricdo na adipogénese, verificamos que, em TAS e TAR, 0
guarana foi capaz de reduzir significativamente a expressdo de Zfp423. A regulacdo epigenética
induzida pela obesidade materna sob este gene ainda precisa ser determinada no nosso modelo,

assim como o efeito do guarané sob tal mecanismo.

Considerando que Zzp423 € responsavel por iniciar 0 comprometimento precoce dos pré-
adipdcitos e consequentemente induzir a expressao de Ppary, este que é o principal gene regulador
da adipogénese, associado a diferenciacao e proliferacdo dos adipdcitos (166). Ambos 0s genes sdo
atuantes no processo de diferenciacdo adipocitaria e possivelmente ndo sdo relativos a controle
hormonal, visto que a expressdo de Ppary correspondeu com a literatura em todos os tecidos
adiposos examinados. E 0 mesmo ocorreu na avaliacdo da expressdo de Zfp423, exceto o TAM,
onde supBe-se que os niveis de expressdo deste gene neste tecido sdo tdo baixos que o PCR-real

time n&o foi capaz de detectar, sendo necessério o uso de outra técnica como Immunoblotting.
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FIGURA 13. Analise da expressdo de Zfp423. A analise da expressao de Zfp423 nos grupos controle (C),
dieta hiperlipidica (HF), HF com tratamento precoce com guarana (1g/kg de peso) PN25-35 (HFearly) e HF
com tratamento tardio com guarana (1g/kg de peso) PN65-75 (HFlate). Os valores de expressao génica estéo

expressos em Fold change pelo controle. ** p<0,01, *** p<0,001, quando comparado ao grupo HF.

Sabe-se que o Tnf-a pode modular a secrecdo de leptina aumentando sua expressdo génica e
niveis circulantes (171). Em adultos, sabe-se que o indice de massa corporal (principalmente

percentual de gordura corporal) estd diretamente relacionado aos niveis de citocinas pro-
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inflamatorias, como IL-6, Tnfa, e leptina (172). Além disso verificou-se que mulheres com
sobrepeso/obesas apresentaram maior expressao de leptina, genes pro-inflamatérios e relacionados
ao estresse oxidativo em comparacdo com mulheres com peso normal (173). Previamente
observamos que a obesidade materna aumenta a expressao de Tnfa e leptina no TAE da prole HF
e que o guarand reduz a expressao destes genes em HFearly e late (154) (Anexo Il: Resultados
prévios da expressdo de Tnfo e Lep em TAE). Assim, verificamos a expressdo de Lep nos outros
depdsitos de tecido adiposo destes animais. Dados mostraram que o tecido adiposo regula
positivamente a expressdo de mMRNA de Lep em TAS e TAR. A intervencdo com guarana, em
ambos 0s grupos, reduz significativamente a expressao deste gene (Figura 14). Portanto, assim
como publicado anteriormente (154), parece razoavel que os efeitos anti-inflamatérios observados
apos o tratamento com guarana possam ser atribuidos a redugdo observada na massa adiposa e a
uma atividade anti-inflamatdria. In vitro, dados de nosso grupo indicaram previamente que YGD,
que contém guarand, é capaz de modular a expressdo de Lep em adipécitos (150). N&o se observou
modulacdo na expressdo deste gene em TAM, principalmente porque ndo ha diferenca significativa
no peso deste compartimento de tecido adiposo nos subgrupos experimentais. Em relacdo aos
principais bioativos, sabe-se que a cafeina e a quercetina sdo capazes de modular os niveis séricos

de leptina tanto em modelos animais (174,175) quanto em seres humanos (176,177).

Em relacdo ao TAE, podem ser feitas duas suposi¢cOes a respeito, sendo a primeira, a
necessidade de uma técnica diferente, considerando a hipdtese de que o PCR-real time ndo detectou
a expressao deste gene neste tecido, pois 0s niveis eram muito baixos, ou ainda, a a¢do da cafeina

sob os hormonios sexuais, que prejudicou a expressao de leptina neste tecido.
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FIGURA 14. Andlise da expressado de leptina. A analise da expressao de leptina nos grupos controle (C),
dieta hiperlipidica (HF), HF com tratamento precoce com guarana (1g/kg de peso) PN25-35 (HFearly) e HF
com tratamento tardio com guarana (1g/kg de peso) PN65-75 (HFlate). Os valores de expressao génica estdo
expressos em Fold change pelo controle. *** p<0,001, ns — ndo significativo quando comparado ao grupo

HF. Os dados do grupo TAE foram publicados previamente (154).

Sabe-se que o0 adip6cito é um dos principais alvos da acdo da insulina. Durante o curso da
captacdo de glicose estimulada por insulina em adipdcitos, a insulina ativa a atividade da tirosina
quinase do receptor de insulina, que, por sua vez, fosforila IRS (Substrato do Receptor de Insulina)
1, resultando no recrutamento de Slc2a4 a membrana plasmatica para a captacao de glicose (178).
Tem sido reportado que a diminuicao da expressao de Slc2a4 contribui para a resisténcia a insulina
e diabetes tipo 2 (179). Além disso, foi demonstrado que o Tnfa, um fator que induz resisténcia a
insulina, leva a uma diminuicdo da expressao de Slc2a4 nos adipocitos (180). Tendo em vista 0s
resultados observados por nosso grupo indicando que a obesidade materna aumenta a expressédo de
Tnfa na prole HF e que o guarana reduz a expressao deste gene em HFearly e late (154), avaliamos
amodulacéo de SIc2A4 nestes animais. Os dados da Figura 15 indicam que no grupo HF nos tecidos
TAR, TAM e TAE ha uma correlacdo entre os altos niveis de Tnfa (previamente descritos) e a
repressdo em SIc2A4 (Anexo I1). Entretanto, os resultados observados nos grupos HFearly e late,
ndo nos permitem inferir que haja uma relacéo direta no eixo Tnfa-SIc2A4 como anteriormente
mencionado (180). Os resultados para TAS sdo ainda mais contraditérios, indicando que

possivelmente ha algum outro mecanismo regulatorio sob Sl2a4 neste tecido adiposo.
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Apesar dessa correlacdo entre Tnfa e SIC2A4, é importante ressaltar que o TAS apresenta
maior expressdo génica de fatores de transcrigdo centrais para a adipogénese, como o Ppary e 0
Clebpa, os quais atuam coordenadamente para regular a diferenciacdo terminal dos adipocitos
imaturos em adipocitos maduros (181). Assim sendo, possivelmente estes fatores sejam 0s
responsaveis por esse ‘’mecanismo regulatorio’’ citado anteriormente, resultando em efeitos

opostos no TAS ao que ja havia sido relatado em literatura.
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FIGURA 15. Analise da expressdo de Slc2a4. A analise da expressdo de Slc2a4 nos grupos controle (C),
dieta hiperlipidica (HF), HF com tratamento precoce com guarana (1g/kg de peso) PN25-35 (HFearly) e HF
com tratamento tardio com guarana (1g/kg de peso) PN65-75 (HFlate). Os valores de expressao génica estdo
expressos em Fold change pelo controle. *p<0,05, *** p<0,001, ns — ndo significativo quando comparado

ao grupo HF.

Por fim, considerando os beneficios do guarana na modulacdo da adipogénese em proles
programadas por obesidade materna, a figura 16 representa o possivel mecanismo de acdo deste
importante composto, evidenciando as vias de sinalizagdo moduladas durante os tratamentos
precoce e tardio. A figura 16A representa 0 mecanismo adipogénico (considerado um processo
homeostatico), onde as células tronco mesenquimais passam por uma etapa denominada de
determinacéo e se tornam pré-adipocitos, estes recebem um estimulo adipogénico para o inicio da
etapa de comprometimento (182), em que as goticulas lipidicas comecam a se acumular e a

expressao de Zfp423 é aumentada, uma vez que, este gene esta relacionado ao comprometimento
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precoce dos pré-adipocitos (168) e a etapa final é a diferenciacdo terminal, onde as goticulas
lipidicas aumentam de tamanho e se fundem (182), considerando que Ppary é um gene associado
ao controle da diferenciacdo e proliferacdo de adipocitos (166), a expressdo deste gene esta
aumentada. Com os adipocitos maduros, ocorre 0 aumento de adipocinas pro-inflamatérias como:
Leptina e Tnfo (171) e a diminuicdo na expressdo de adiponectina, com perfil anti-inflamatorio
(158). E importante ressaltar que um desequilibrio nesse processo causado por um quadro de
obesidade, resulta em uma producéao desregulada de citocinas e fatores de transcri¢cao, aumentando
assim, a inflamacéo (182). E sugerido que os efeitos anti-adipogénicos em dep6sitos de tecido
adiposo de animais provenientes de mées obesas seja pelo mecanismo de a¢cdo do guarané sob as
vias de sinalizacdo observadas na figura 16B. Permitindo mostrar que o uso deste composto
promove a diminuicdo da adipogénese, através da expressdo diminuida de Ppary, Zfp423, leptina

e Tnfa e 0 aumento de adiponectina.



54

Estimulo adipogénico

e el
o0 - " .' am.,._q
\@“ S \ "ur’
7 5 7~ pré-adipocitos o8 \ 1T Ppar-y
é Adipocitos 3‘3 \
[ -
¢ Adiponectina
Células T
ulas Tronco
Mesenquimais Adipocitos Maduro Tof-a
B " (‘
. @ e
"
— 7
TR F—~%
St g

¥ 2FPaa ‘.oo"u = _¢Inflamagédo

N

———> |} Adipogenese

FIGURA 16. Mecanismo anti-adipogénico do Guarana. A - mecanismo adipogénico, destacando o
aumento na expressao de Ppary, Zfp423, leptina e Tnfa B efeito do guarana regulando negativamente a

expressao de genes e adipocinas relacionadas a adipogénese e inflamacéo.
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5. Concluséo
Nosso modelo de programacdo mostrou que a obesidade materna foi responsavel por
programar futuras geracdes, predispondo a alteracbes fisioldgicas e possiveis doengas na vida
adulta e que o tratamento com o guarana possibilitou a diminuic¢do dos depdsitos de tecido adiposo
de animais provenientes de mées obesas, possivelmente pelo mecanismo de acdo do guarané sob

as vias de sinalizacdo adipogeénicas.

O resultado deste trabalho nos permite concluir que o guarana é capaz de modular a expressao
de genes fortemente associados a adipogénese, tais como: Ppary2, Zfp423 e Lep. Supde-se que esta
modulacdo € provavelmente um fator determinante para a normalizacdo dos parametros

obesogénicos observados nestes animais.
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COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAL EM PESQUISA - CEUA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa: EFEITOS SOBRE DESORDENS METABOLICAS, HORMONAIS E
EPIGENETICAS EM PROLES DE MAES OBESAS TRATADAS COM ERVA MATE (ILEX
PARAGUARIENSIS) DURANTE A GESTACAO.

AREA DE CONHECIMENTO: Farmacologia Geral
Autor(es): Prof. Dr. Marcelo Lima Ribeiro, Natilia da Silva Lima

Institulgdo: UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO

Protocolo: 001.05.2015

IP. CIUCA: 200.225.122.34

CIAEP/CONCEA N*: 01.0226.2014

Né de A /E: 120 d Macho ¢ 20 d Fémen
Total de Animais: 140 camundongos

Prezado(a)(s) Pesquisador(a)(s),

0 Comité de Etica em Pesquisa com Uso de Animais de Pesq CEUA, da dad
Sd0 Francisco, analisou a resolugio de pendéncia do projeto de pesquisa em reunido ordindria
no dia 25/06/2015, sob a responsabilidade de Vossa Senhoria.

Este Comité, acatando o parecer do relator indicado, ap lhe o seg result:
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Anexo I1: Resultados prévios da expresséo de Tnfo e Lep em TAE (Lima et al, 2019)?
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metabolic and inflammatory parameters in adult male mice programmed by maternal obesity. European Journal of
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Abstract: Excess caloric intake and body fat accumulation lead to obesity, a complex chronic disease
that represents a significant public health problem due to the health-related risk factors. There is
growing evidence showing that maternal obesity can program the offspring, which influences neona-
tal phenotype and predispose offspring to metabolic disorders such as obesity. This increased risk
may also be epigenetically transmitted across generations. Thus, there is an imperative need to find
effective reprogramming approaches in order to resume normal fetal development. Polyphenols are
bioactive compounds found in vegetables and fruits that exert its anti-obesity effect through its pow-
erful anti-oxidant and anti-inflammatory activities. Polyphenol supplementation has been proven
to counteract the prejudicial effects of maternal obesity programming on progeny. Indeed, some
polyphenols can cross the placenta and protect the fetal predisposition against obesity. The present
review summarizes the effects of dietary polyphenols on obesity-induced maternal reprogramming
as an offspring anti-obesity approach.

Keywords: bioactive compounds; nutraceutical; maternal obesity; adipose tissue; metabolic disorders

1. Introduction

Excess caloric intake and body fat accumulation lead to obesity. Obesity is considered
as one of the main public health problems worldwide, and affects not only industrialized
nations, but also developing countries. Epidemiological data presented by the World
Health Organization have found that since 1975, obesity has almost tripled and at least 2.8
million people die annually due to complications from obesity or overweight. Despite the
current public awareness of the consequences of obesity, its incidence continues to rise, and
is distributed in almost all ethnicities and in both sexes, mainly affecting the population
aged 25 to 44 years [1].

Obesity has a multifactorial etiology and involves an interaction between genetic and
environmental factors [2]. It is characterized as white adipose tissue (WAT) expansion,
and in general results from an energy imbalance as a result of an increase in caloric intake
coupled with a decrease in daily energy spending [3,4]. The hyperplasia or hypertrophy of
adipocytes caused by an accumulation of triacylglycerols leads to an expansion of body
fat deposits and an increase in the concentrations of free circulating fatty acids, peptides,
inflammatory cytokines, and adipokines, resulting in metabolic disorders such as hepatic
steatosis, diabetes, metabolic syndrome, atherosclerosis, and dyslipidemia, conditions that
also contribute to the cardiometabolic risk [5,6].

Maternal obesity also has different clinical implications, and is associated with significant
health risks to the mother and the newborn. Of note, in animal models, high fat diet (HFD)
intake during the pregnancy may predispose offspring to postnatal metabolic inflammatory
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disorders such as obesity. In this sense, the well-known anti-inflammatory activity of polyphe-
nols could be considered as a reprogramming strategy against maternal obesity-induced
adversities. Thus, the present review summarizes the effects of dietary polyphenols on
obesity-induced maternal reprogramming as an offspring anti-obesity approach.

2. Obesity and Maternal Programming

It has been described that nutritional, hormonal, and environmental changes during
pregnancy and lactation are strongly associated with the appearance of adulthood dis-
eases. The physiological adaptations developed by the organism, as a survival strategy,
could potentially become detrimental to the individual’s health from the moment when
adverse conditions are restored to normal levels. Although several studies have shown that
these disorders can have origins even before birth, the exact mechanisms by which these
alterations occur are still poorly understood. This biological phenomenon was initially
called “metabolic programming” [7-9] and later as “ontogenetic plasticity”, as it is a more
probabilistic than a deterministic event [10].

Indeed, the phenomenon of programming or ontogenetic plasticity has been exten-
sively studied for decades by several research groups around the world. Adequate nutrition
is known to be essential during crucial periods of development as it can act as an imprinting
or priming factor, leading to physiological changes programming future diseases. The asso-
ciation between the observed changes in critical periods and disorders in adulthood gave
rise to the “Barker hypothesis”, then the Fetal Origin of Adult Disease, and is now the
Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) [11].

Several factors involved in disease-programming have already been described [12-15].
Among them, we highlight maternal obesity, which has been widely linked to the birth
of newborns who are more susceptible to overweight and obesity development [16,17].
Although the prevalence of obesity grows alarmingly and affects all age groups, it should
be noted that approximately 39.7% of women between 20 and 39 years of age are obese in
the U.S. (NCHS Data Brief No. 360, February 2020). This dataset shows that obesity is a
seriously concerning vicious cycle that requires intensive research.

Maternal obesity has been associated with abdominal fat expansion and higher car-
diometabolic risk (increased blood pressure, increased serum concentrations of triglyc-
erides, LDL-C and C-Reactive Protein, and low levels of HDL-C) [18]. In animal studies,
maternal obesity is correlated with increased adiposity, hyperphagia, increased cholesterol
and triglyceride concentrations and increased lipogenesis and a decrease in beta oxidation,
leading to the development of hepatic steatosis on offspring [15,19]. Furthermore, it has
already been demonstrated that the progeny of HFD-fed rats showed changes such as
weight gain, increased adiposity, hyperleptinemia, leptin resistance, and hyperglycemia,
even immediately after weaning (21 days) [20].

The deleterious consequence of maternal obesity occurs during specific periods of fetal
and offspring development, where epigenetic memory can be switched [21]. Murine models
have shown that adipogenesis is active, especially during the last week of gestation, and
accelerates in early postnatal life until the puppies are weaned. In humans, adipogenesis
and adipose tissue growth occur mainly before birth [9]. In both, the expansion of adipose
tissue involves hyperplasia and hypertrophy. In adult mice, the adipocyte reserve remains
quite stable, ranging from 10 to 20% of adipocyte renewal per month [22]. The number of
fat cells in humans is established in adulthood, with a renewal of 10% per year, regardless
of body weight, which means that obese persons renew twice as many fat cells annually.
Furthermore, when obese persons lose a substantial amount of weight, they maintain their
high number of adipocytes, indicating that the adipose tissue has a numerical adipocyte
memory, which is defined at the beginning of development [9]. Thus, it is suggested that
multiple epigenetic factors are involved in “memorizing” the number of adipocytes.
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3. Adipose Tissue Programming

Human adipose tissue development is an uninterrupted process that starts early
during embryogenesis [23]. The transcriptional cascade promoting adipogenesis is very
complex and has been well-studied. Mechanically, during the adipose tissue development,
the stem cells are sensitive to pro-adipogenic signals (such as metabolites and hormones).
These signals stimulate several epigenomic changes in transcriptionally accessible re-
gions of adipogenic genes. The epigenomic profiles established during adipogenesis take
place in two steps: (1) differentiation of multipotent mesenchymal stem cells (MSCs) into
preadipocytes, and (2) terminal adipocyte differentiation [24].

Stem cells have active transcription of pluripotency genes, and repression of adipogenic
genes through the presence of epigenetic marks such as DNA methylation (H3K27me3 and
H3K9me3) [9,24]. During the pre-adipogenic process, pro-adipogenic genes are silenced by the
presence of bivalent histones H3K27me3 and H3K4me3 [25]. The bivalent state is converted
to an active state during the adipocyte terminal differentiation, which is associated with the
recruitment of the first wave of transcription factors (such as CCAAT Enhancer Binding Protein
(C/EBP)3, glucocorticoid receptor, Sterol Regulatory Element Binding Transcription Factor 1
(SREBP-1C), and Zinc Finger Protein 423 (ZFP423)) [25-28]. These transcription factors, in turn,
stimulate the open state of chromatin at regions containing genes involved in the second wave
of transcription factors, among which Peroxisome Proliferator Activated Receptor (PPAR)y
and CEBP« stand out. The second wave of transcription factors leads to the transcription
of pro-adipogenic genes (such as Solute Carrier Family 2 Member 4 (SLC2A4), Adiponectin
(ADIPOQ), and Leptin (LEP)) [25]. The pregnancy and lactation period involve a strong
adipogenesis commitment. The adipose tissue, in turn, originates in both embryonic and
postnatal development, especially during early childhood and puberty. In fact, in rodents and
in humans, there is a gradual gain in adipocyte number until puberty under physiological
conditions [29,30]. The number and size of adipocytes remain stable after puberty [29,31].

Several molecular evidences suggest that transmission of epigenetic marks such
as DNA methylation and changes in histone code may be important in the children’s
phenotypes. Recent studies suggest that the emergence of chronic diseases such as obesity
and diabetes may have an epigenetic inheritance [32-34]. Accordingly, it has been shown
in rodent models that maternal obesity modulates the expression of pro-adipogenic genes
such as C/EBP{3, ZFP423, and PPARY in the offspring, thus reprogramming adipogenesis.
In a maternal obesity-programming model, it was observed that the offspring exhibited
an increase in the levels of ZFP423 expression, which was associated with a reduced
methylation in its promoter. At weaning, it was observed that the high activity ZFP423 led
to faster adipogenesis, increased adipocyte differentiation, and higher adiposity [35-37]. In
addition, DNA methylation and histone modifications may regulate PPARy expression
in adipose tissue. Thus, maternal obesity inhibits PPARy2 expression through epigenetic
mechanisms in the WAT of the offspring. Although it seems paradoxical, it is believed that
the repression of this gene in adipose tissue may be an adaptive mechanism to avoid further
accumulation of fat [38,39]. However, the persistent repression of PPARY?2 is associated
with an increase in the expression of genes involved with fat accumulation (TNF receptor
superfamily member 6 (Fas), diacylglycerol O-acyltransferase 2 (Dgat2), and lipoprotein
lipase (Lpl)), suggesting that, at least in part, such regulation should occur by additional
signaling pathways independent of PPARy [15]. In summary, maternal obesity may be
related to important epigenetic modifications that explain the emergence of obesity and
other morbidities presented by the offspring.
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4. Polyphenol Effect on Obesity

Beneficial effects of some natural diet components are attributed to their anti-inflammatory
and anti-oxidant properties, and have been commonly used to treat and/or prevent diseases.
In this sense, several studies highlight a broad range of beneficial effects to polyphenols [40,41].

Polyphenols are bioactive compounds abundantly found in vegetables and fruits
involved in plant defense against oxidative stress and ultraviolet radiation, or attracting
pollinators [42]. Since chronic inflammation is known to be a leading cause of different
disorders such as obesity, diabetes type 2, cancer, arthritis, neurodegenerative, and cardio-
vascular diseases, many studies have studied the beneficial role of polyphenols in reducing
inflammation to treat chronic disorders [43].

These natural compounds contribute to the regulation of inflammatory signaling
through the modulation of several pro-inflammatory genes such as cytokines, lipoxyge-
nases, nitric oxide synthases cyclooxygenase, and through their anti-oxidant activity, which
support progress toward decreased metabolic disorders [44,45].

Polyphenols belong to a broad group of chemical metabolites, and can be categorized
into flavonoids, allied phenolic, and polyphenolic compounds [46]. Some polyphenols such
as anthocyanins are absorbed through the gut barrier, while the unabsorbed polyphenols
must be enzymatically hydrolyzed to be uptaken by epithelial cells [47]. The anti-obesity
effect ascribed to polyphenols are achieved by their ability to interact, directly or indirectly,
with adipose tissues and activate 5’ adenosine monophosphate-activated protein kinase
(AMPK), which results in the reduction of cholesterol, fatty acid synthesis, and triglyceride
formation. Moreover, polyphenols can repress genes that regulate adipocyte differentiation
and triglyceride accumulation [48].

Epigallocatechin gallate (EGCG) is the most active flavonoid compound present in
green tea. Strong emerging evidence has shown the anti-obesity potential of EGCG. For in-
stance, in vitro studies have demonstrated that EGCG inhibits preadipocyte differentiation,
decreases adipocyte proliferation, suppresses lipogenesis, induces adipocyte apoptosis,
and promotes lipolysis and fatty acid 3-oxidation [49-51]. Additionally, EGCG decreased
obesity and epididymal WAT weight in mice partially via activating the AMPK path-
way [52]. Adipocyte differentiation may be suppressed by EGCG through the inhibition of
the PI3K/AKT and MEK/ERK pathways, which may lead to downregulation of PPARy
and C/EBP«, the main adipogenesis regulators [48].

Quercetin is one of the primary flavonoid compounds and widely exists in vegeta-
bles, tea, and fruits. It has been reported that quercetin suppresses lipid accumulation,
body weight, and insulin resistance in mice [53]. In HFD-induced rodents, treatment
with quercetin attenuated both obesity and insulin resistance, inhibited hepatic lipid ac-
cumulation by inducing the expression of beta-oxidation related genes and decreasing
inflammation [54,55]. In human adipocyte models, quercetin significantly downregulated
adipokines (i.e., Angiopoietin Like 4 (ANGPTL4) and Serpin Family E Member 1(SER-
PINEL1, previously known as PAI-1)) and glycolysis-associated enzymes (i.e., Enolase
2, gamma neuronal (ENO2) and 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 4
(PFKFB4)), which are closely related to obesity [56]. Mechanistically, in vitro and in vivo
analysis has shown that quercetin is able to revert unfavorable epigenomic profiles as-
sociated with adipogenesis through the induction of chromatin remodeling and histone
modifications, which lead to a decrease in C/EBPx and PPARy gene expression [55].

In a HFD-fed rat model, kaempferol suppressed the visceral fat accumulation and
improved hyperlipidemia through the downregulation of SREBPs and upregulation of
hepatic PPAR«x expression [57]. In obese HFD-induced mice, kaempferol protected against
obesity and ameliorated hyperlipidemia partly through maintaining microbial diversity
and modulating microbial communities as well as downregulating PPARy and SREBP-
1C [58,59]. In another study, kaempferol modulated 3T3-L1 adipocyte differentiation
through regulation of C/EBPx and PPARx [60,61].

Curcumin, the primary natural polyphenolic compound of the spice turmeric, also
has anti-insulin sensitivity and anti-obesity activity. It has been shown that curcumin can
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suppress weight gain, improve insulin sensitivity, and prevent the development of diabetes
in rodents and in prediabetic subjects [62]. Curcumin promoted beige adipogenesis and
induced pre-adipocyte apoptosis in white adipocytes possibly mediated by AMPK, PPARYy,
and C/EBP« [63,64]. In pro-adipogenic conditions of rat MSCs, curcumin inhibited the
expression of PPARy and C/EBP«, which in turn suppressed adipocyte differentiation [65].

Resveratrol, one of the most studied bioactive polyphenolic compounds found in
grapes, red wine, and some berries, also modulates several events involved in the obesity
process. Due its powerful antioxidant and anti-inflammatory activity, resveratrol has been
used as dietary supplements, and as a functional food ingredient to achieve different health
benefits. Several in vitro studies have demonstrated that resveratrol has an anti-obesity
effect by negatively regulating white adipogenesis via inhibiting PPARy and C/EBP« [66],
activating Sirtuin 1 (SIRT1) and (PPARy Coactivator 1) PGCle« [67], attenuating white
adipogenesis and lipid accumulation. Furthermore, their anti-obesity effect is carried out
by inhibiting the transcriptional activities of PPARy, suppressing adipocyte differentiation,
proliferation, and lipogenesis, and promoting adipocyte apoptosis, lipolysis, and fatty acid
oxidation [68-70].

Several studies have shown that chlorogenic acid (CGA), the major polyphenol present
in the coffee, has beneficial effects on obesity. It has been demonstrated, in an HFD-induced
mice obese model, that CGA supplementation significantly decreased body weight, visceral
fat mass, and leptin and insulin plasma levels [71,72]. Mechanistically, the CGA beneficial
anti-obesity effects might be attributed to its ability to decrease C/EBP, PPARy, and
SREBP expression [72]. Furthermore, an interesting study conducted in mice that become
identifiably obese due to homozygous diabetes spontaneous mutation (Leprd®) showed
that CGA treatment inhibited G6Pase expression, improved lipid metabolism, insulin
sensitivity, and glucose tolerance via AMPK activation [73].

Increasing clinical evidence has also shown that coffee exerts anti-obesity effects
in humans [74]. Nordestgaard et al. [75] conducted a Mendelian randomization study
including 93,179 subjects, and showed that the consumption of up to four cups of coffee
per day was associated with a lower risk of obesity than non-coffee drinkers. Similarly,
Koyama et al. [76] reported that the daily coffee intake was associated with lower levels
of visceral obesity and metabolic syndrome in a population of 3539 Japanese. Another
clinical study indicated that 30 obese women who consumed 180 mg of CGA for eight
weeks presented significant reductions in body weight, BMI, and fat mass indices as well
as lower serum LDL, TC, leptin, and plasma free FA levels when compared with 34 obese
women from the placebo group [77].

Salvianolic acid A (SA) is another natural polyphenolic compound found in Radix
Salvia miltiorrhiza, with well reported anti-oxidant and anti-inflammatory properties [78]. It
has been shown that SA can also reverse the HFD-induced obesity [79]. Indeed, a study
conducted with HFD-induced obese mice showed that SA supplementation exerts its
anti-obesity effects by activation of WAT browning via the AMPK-SIRT1 pathway [80].
Moreover, SA has a cardioprotective role against lipotoxicity by suppressing the expression
of TLR4 target genes, both in vitro and in vivo [81].

Ferulic acid (FA), a polyphenol abundantly found in whole grains, also has the ability
to activate AMPK signaling and exerts its anti HFD-induced obesity effects by inhibiting ox-
idative stress, inflammation, and circulating LDL levels along with increasing adiponectin
expression and circulating HDL levels [82]. Additionally, using a 3T3-L1 pre-adipocytes
in vitro model, Kuppusamy et al. [83] demonstrated that FA may prevent obesity through
downregulation of key transcriptional factors PPARy and C/EBPa and consequently
suppressing adipocyte differentiation and lipid accumulation.

Recent data have shown that TOTUM-63 (T63), a novel plant-based polyphenol ex-
tracted from olive leaves, bilberry, artichoke, chrysanthellum, and black pepper, may also
have anti-obesity properties. Indeed, a translational study indicated that T63 can reduce
body weight, control glucose homeostasis, and may protect against type 2 diabetes [84].
Accordantly, recent studies based on obese rodent models have shown that T63 supple-
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mentation improves glycemic levels by inducing skeletal muscle oxidative capacity [85],
decreases inflammation, and improves insulin sensitivity [86], suggesting that T63 might
be a promising novel nutritional supplement against obesity. Figure 1 summarizes the
molecular mechanisms underlying the anti-obesity effects of the main polyphenols.
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Figure 1. Schematic representation of molecular mechanisms underlying the anti-obesity effects of the main polyphenols.

5. Beneficial Impact of Polyphenols on Obesity-Induced Maternal Programming

It has been shown that maternal obesity functionally modulates adipogenesis from
fetal development [87] to adulthood [88], presenting larger adipocytes and WAT mass
accumulation [89]. Moreover, maternal obesity leads to increased cytokine production and
placental-mediated inflammation, which could affect fetal development and may predis-
pose progeny to subsequent obesity [90,91]. Since maternal obesity-induced metabolic
programming has a profound impact on offspring, there is a compelling need to find
effective reprogramming approaches in order to resume normal development. In this
sense, supplementing with natural compounds such as polyphenols could be helpful in
the reprogramming of maternal adversities associated with obesity.

A study conducted by Kataoka, Norikura, and Sato (2018) [92] showed that the intake
of EGCG-rich green tea extract during lactation of Wistar rats had a protective effect on the
kidney of HFD-fed adult offspring through the suppression of epigenetic modulators such
as DNA methyltransferase 1 (DNMT1), ubiquitin like with PHD and ring finger domains
1 (UHRF1), and euchromatic histone lysine methyltransferase 2 (EHMT?2), highlighting
that the offspring phenotype can be programmed by maternal polyphenol intake. In addi-
tion, EGCG treatment of rat embryos blocks Forkhead Box O3 (FOXO3A) activation and
reverses AKT inhibition, preventing hyperglycemia-induced embryopathy [93]. Similarly,
it has been shown that an isoflavone-rich soy-based diet during rat pregnancy may af-
ford cardiovascular protection in the offspring through the stimulation of antioxidant and
redox-sensitive gene expression [94].

Since efficiency and safety of EGCG supplementation has rarely been evaluated
during pregnancy in humans, a well-conducted randomized, placebo-controlled, double-
blind clinical study evaluated the effects of EGCG in gestational diabetes mellitus-affected
women. In general, the authors described that daily administration of 500 mg of EGCG,
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starting from the beginning of their third trimester, was well tolerated and improved
both circulating glucose and insulin response. Additionally, EGCG also ameliorates some
neonatal complications such as low birth weight and hypoglycemia [95].

Interestingly, Tain Y et al. [96] highlighted the beneficial effects of resveratrol sup-
plementation as an important reprogramming approach against the metabolic syndrome-
related disorders. The long-term effects of both maternal and postnatal HFD intake lead to
metabolic disruption characterized by body weight gain, high levels of serum HDL, ALT,
triglycerides, leptin, cholesterol, and angiotensin I and II, which could be ameliorated by
resveratrol therapy [97]. It has been suggested that resveratrol could cross the placenta
and exert its anti-inflammatory [98] and anti-oxidant function [99]. Animal studies have
shown the fat browning activator action of resveratrol involving the secretion of several
myokines and adipokines and suggest that maternal resveratrol supplementation may
have a protective role against HFD-induced obesity [100,101]. Similarly, Zou et al. found
that the resveratrol supplementation during pregnancy led to a thermogenic program in
BAT and WAT, and stimulated beige adipocyte development of WAT in male progeny [102].
Hsu et al. [103] assessed the effect of maternal resveratrol intake of obese rats and found
that resveratrol treatment restored adiponectin, AKT phosphorylation, and brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) in male fetal brain, increased blood pressure, and reduced
increased body weight and peripheral insulin resistance in adult male offspring, further
demonstrating that intervention with this polyphenol may protect offspring against HFD-
induced obesity. Another study using the HFD-obese rat model [104] highlighted that
maternal resveratrol supplementation had a reprogramming role for progeny through
lipid metabolic modulation. The authors showed the anti-obesity effect of resveratrol
treatment through the suppression of lipogenesis and SIRT1 protein expression, atten-
uation of leptin resistance, and induction of lipolysis for offspring. Additionally, it has
been shown that resveratrol supplementation prevents maternal glucose intolerance and
lower blood glucose levels by insulin secretion stimulation [105]. Figure 2 summarizes
obesity-induced maternal programming and how polyphenol intake could reprogram the
epigenetic memory of adult offspring.

Although there is growing evidence suggesting the therapeutic potential of resveratrol
in obesity-induced maternal reprogramming, the safety and long-term risk of in utero
exposure in humans are unexplored. Thus, the effects of resveratrol supplementation was
evaluated in a Western-style diet-fed pregnant nonhuman primates [106]. In this interesting
study, the authors showed that resveratrol supplementation in pregnancy has beneficial
effects such as a reduction in maternal weight, an improvement on insulin secretion, restore
uteroplacental blood flow, decreased placental inflammation, and an improvement in lipid
deposition in the fetal liver. However, an increase in fetal pancreas mass was observed.
Altogether, these data highlight that the use of resveratrol should be carefully evaluated in
pregnant women.
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Figure 2. Schematic representation of polyphenol effect on obesity-induced maternal programming. The recruitment of the

first wave of transcription factors (C/EBP[3, SREBP-1C, and ZFP423) take place during adipocyte differentiation, leading

to the conversion of the histone bivalent state to an active state. These transcription factors, in turn, promote an open

state of chromatin in regions containing genes involved in the second wave of transcription factors, among which PPARy

and CEBP« stand out. The second wave of transcription factors induces the expression of pro-adipogenic genes such as

LEP, SLC2A4, and ADIPOQ. Maternal obesity is also involved in the regulation of pro-adipogenic transcription factors

such as ZFP423, C/EBPf, and PPARy during adipogenesis in the perinatal period and affects the offspring. Polyphenol

supplementation could counteract the detrimental effects of maternal obesity programming on the progeny by negatively
regulating adipogenesis via inhibiting PPARy, ZFP423, and C/EBP«.

6. Conclusions

The current evidence highlights the relevance of maternal obesity for the metabolic
health of the progeny. This review shows that there is an increasing amount of experimental
data pointing to the potential effects of polyphenols as a strategy to counteract the deleteri-
ous effects induced by maternal obesity. In general, the data reviewed here demonstrated
that supplementing pregnant and lactating obese animals with polyphenols including
resveratrol, genistein, EGCG, and anthocyanins led to metabolic health reprogramming
that ultimately decreased adiposity in the offspring. Whether these observations translate
to the human condition remains to be determined. Further examination of obesity-induced
maternal programming, especially in humans, is urgently needed and may help to develop
polyphenol-based strategies to decrease the propagation of obesity across generations.
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