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RESUMO

A obesidade ¢ um problema global que aumenta o risco de diversas doencas cronicas e
impacta tanto a qualidade de vida quanto os sistemas de saude. Sua ocorréncia resulta da
interagdo complexa entre fatores genéticos, ambientais e comportamentais. Evidéncias
recentes indicam que fatores ambientais precoces, como a exposi¢ao a temperaturas mais
baixas na infancia, podem influenciar o desenvolvimento do tecido adiposo termogénico,
potencialmente modulando o metabolismo e o risco de obesidade na vida adulta. Este
estudo investigou, em camundongos C57BL/6, os efeitos da exposi¢do precoce a
temperaturas abaixo da termoneutralidade (8—14°C) sobre o recrutamento do tecido
adiposo termogénico e suas consequéncias metabdlicas na vida adulta. A pesquisa
envolveu duas geragdes de camundongos: a geragao parental (F0O) e sua prole (F1). Apos
o0 parto, as fémeas FO foram divididas aleatoriamente em dois grupos: um mantido a 25°C
e outro transferido para temperatura entre 8—14°C a partir do 10° dia de vida da prole. A
prole foi mantida nessas condi¢des até o 50° dia de vida, quando parte dos animais foi
eutanasiada para coleta de tecido adiposo branco inguinal e marrom interescapular para
analises histologicas e de expressdo génica. O restante da prole foi mantido a 25°C e, a
partir da 9* semana, dividida para receber dieta controle (10% de lipidios) ou hiperlipidica
(30% de lipidios), com avaliagdes semanais de peso corporal. Entre a 15% e 16* semanas,
os animais foram submetidos a testes de tolerancia a glicose e insulina, e na 26* semana
foram eutanasiados para analise final. Os resultados mostraram que a exposi¢ao precoce
ao frio aumentou a quantidade de adipdcitos multiloculares no tecido adiposo branco
inguinal e elevou a expressdo do RNAm da UCP1 em machos e fémeas. Além disso,
reduziu o ganho de peso em machos, independentemente da dieta, e o ganho de peso
induzida por dieta hiperlipidica em fémeas. Nao foram observadas alteragdes
significativas na tolerancia a glicose em resposta a dieta em e fémeas, porém no grupo
exposto ao frio os camundongos machos alimentados com dieta hiperlipidica
apresentaram piora da tolerancia a glicose quando comparados aqueles alimentados com
dieta controle. Esse achado ndo foi acompanhado de alteracdes na sensibilidade a
insulina. Nao houve, ainda, modificagdes do gasto energético na vida adulta. Como
conclusdo, a exposicdo precoce ao frio promoveu o recrutamento de adipdcitos
termogénicos € modulou o ganho de peso em machos e fémeas, sugerindo que estimulos
ambientais durante fases criticas do desenvolvimento podem influenciar o fendtipo
metabolico adulto. Esses achados indicam que o tecido adiposo termogénico adquirido
na infancia pode contribuir para a regulacdo do peso corporal, embora os efeitos sobre a
homeostase glicémica paregam limitados e dependam do sexo. O estudo reforca a
importancia do ambiente precoce na preven¢do da obesidade e na compreensdo dos
mecanismos que regulam o metabolismo energético.

Palavras-chave: Obesidade, tecido adiposo termogénico, exposi¢ao ao frio, intolerancia

a glicose.



ABSTRACT

Obesity is a global health problem that increases the risk of several chronic diseases and
negatively impacts both quality of life and healthcare systems. Its development results
from the complex interaction between genetic, environmental, and behavioral factors.
Recent evidence suggests that early-life environmental factors, such as exposure to lower
temperatures during childhood, may influence the development of thermogenic adipose
tissue, potentially modulating metabolism and obesity risk in adulthood. This study
investigated, in C57BL/6 mice, the effects of early exposure to temperatures below
thermoneutrality (8-14°C) on thermogenic adipose tissue recruitment and its metabolic
consequences in adulthood. The study involved two generations of mice: the parental
generation (FO) and their offspring (F1). After delivery, FO females were randomly
divided into two groups: one maintained at 25°C and another transferred to 8-14°C
starting on postnatal day 10 of the offspring. The offspring were maintained under these
conditions until postnatal day 50, when a subset of animals was euthanized for collection
of inguinal white adipose tissue and interscapular brown adipose tissue for histological
and gene expression analyses. The remaining offspring were maintained at 25°C and,
starting at week 9, were assigned to receive either a control diet (10% fat) or a high-fat
diet (30% fat), with weekly body weight assessments. Between weeks 15 and 16, animals
underwent glucose and insulin tolerance tests, and at week 26 they were euthanized for
final analyses. The results showed that early-life cold exposure increased the number of
multilocular adipocytes in inguinal white adipose tissue and increased UCP1 mRNA
expression in both males and females. In addition, it reduced body weight gain in males
regardless of diet and attenuated high-fat diet-induced weight gain in females. No
significant alterations in glucose tolerance in response to diet were observed in males or
females; however, within the cold-exposed group, males mice fed a high-fat diet exhibited
impaired glucose tolerance compared with those fed a control diet. This finding was not
accompanied by changes in insulin sensitivity. Furthermore, no modifications in energy
expenditure were detected in adulthood. In conclusion, early-life cold exposure promoted
thermogenic adipocyte recruitment and modulated body weight gain in both males and
females, suggesting that environmental stimuli during critical developmental windows
may influence the adult metabolic phenotype. These findings indicate that thermogenic
adipose tissue acquired during early life may contribute to body weight regulation,
although effects on glucose homeostasis appear limited and sex-dependent. The study
reinforces the importance of the early-life environment in obesity prevention and in
understanding the mechanisms that regulate energy metabolism.

Keywords: Obesity, thermogenic adipose tissue, cold exposure, glucose intolerance.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA
1.1.  OBESIDADE

Atualmente, a obesidade permanece sendo uma preocupagao global que tem
impacto significativo na qualidade de vida da populacdo. Estatisticamente, mais de dois
bilhdes e meio de pessoas estdo com sobrepeso ou obesidade (Caballero, 2019; World
Health Organization, 2025). Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (OMS) a
obesidade ¢ definida como uma epidemia, impactando adultos, criangas e idosos,
independentemente de género e teve seu aumento na populagdo de modo gradual ao longo
dos anos, com prevaléncia crescente tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em
desenvolvimento (Okunogbe et al., 2022; Rimes-Dias et al., 2022; World Health
Organization, 2025).

A obesidade ¢ uma doenga cronica e se estabelece pelo acimulo excessivo de
gordura corporal, sendo identificada em humanos pelo indice de massa corporal (IMC),
obtido pela divisao do peso, medido em quilogramas, pela altura ao quadrado, medida em
metros (kg/m?), um marcador que auxilia no diagnostico da obesidade. Os valores de IMC
descritos para um individuo de peso adequado estdo entre 18,5 kg/m? e 24,9 kg/m?, 25
kg/m? a 29,9 kg/m? para sobrepeso e > 30 kg/m? para obesidade (Caballero, 2019; Wen et
al., 2022; World Health Organization, 2025). No entanto, mais do que um nimero, a
obesidade representa uma condi¢do multifatorial que envolve uma interacdo entre fatores
genéticos, metabolicos, comportamentais e ambientais (Longo et al., 2019).

O excesso de gordura / tecido adiposo gera consequéncias consideraveis para a
saude publica e € um dos fatores de risco mais importantes para outras doencas cronicas
ndo transmissiveis (DCNT) como diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo, doencas
vasculares, doenca hepatica gordurosa associada a disfuncdo metabdlica, problemas
respiratorios, problemas relacionados ao sono, problemas dsseos, resisténcia a insulina e
até mesmo cancer (Ghaben & Scherer, 2019; Lustig et al., 2022; Rimes-Dias et al., 2022;
Wen et al., 2022). A obesidade estd entre os trés fatores de risco mais fortemente
associados as mortes e incapacidades no Brasil (Ministério da Saude, 2022).

Apesar da prevaléncia ser crescente em diversos paises, com indicadores quase
triplicando nas ultimas quatro décadas, essa doenca cronica ainda parece ser invisibilizada
no Brasil (Rimes-Dias et al., 2022).

Por meio de inquéritos de saude conduzidos pelo Ministério da Saude (2023) e a

Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doengas Cronicas por Inquérito Telefonico
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(Vigitel) foi constatado um acréscimo no percentual de adultos com obesidade no Brasil,
com o marco de 72% nos ultimos treze anos, saindo de 11,8% em 2006 para 20,3% no
ano de 2019, entretanto dados mais recentes trazem que a prevaléncia saiu de 20,3% para
23,8% em 2023, evidenciando a crescente epidemia de obesidade (Ministério da Satde
& Vigitel, 2023) . No conjunto de todas as unidades federativas, a frequéncia de sobrepeso
foi de 55,4%, sendo ligeiramente maior entre homens (57,1%) do que entre mulheres
(53,9%), e para a obesidade, a frequéncia foi de 19,8%, sendo 18,7% para homens e
20,7% para mulheres (Ministério da Satde & Vigitel, 2023).

Em 2023, estima-se que aproximadamente 9,6% dos individuos com idade entre
18 ¢ 24 anos e 17,2% entre 25 ¢ 34 anos ja viviam com obesidade. Entre a populacao
idosa, a prevaléncia da condi¢do foi ainda mais elevada, atingindo cerca de 22% das
pessoas com 65 anos ou mais (Ministério da Saude & Vigitel, 2023).

Comumente, o excesso de peso ocorre quando hd uma ingestdao de calorias maior
do que o gasto energético, condi¢cdo conhecida como balango energético positivo e que
leva ao acumulo de tecido adiposo (Longo et al., 2019). Além de favorecer o aumento da
massa de gordura subcutanea, a obesidade promove o acimulo de tecido adiposo visceral,
concentrando-se ao redor dos Orgdos internos, como figado, pancreas, intestino e rins
(Lustig et al., 2022). O tecido adiposo visceral, em comparagdo ao tecido adiposo
subcutaneo, tem um impacto desfavoravel no metabolismo, possui maior atividade
lipolitica e inflamatoria, levando a consequéncias como resisténcia a insulina e suas
complicacdes (Lustig et al., 2022; Vishvanath & Gupta, 2019).

A remodelagdo do tecido adiposo na obesidade, com hipertrofia e hiperplasia,
sobretudo visceral, induz a estresse celular que impulsiona a liberacdo de citocinas
inflamatorias como TNF-a, IL-6 e MCP-1, criando um estado inflamatorio de baixo grau
(Ghaben & Scherer, 2019; Lustig et al., 2022; Vishvanath & Gupta, 2019; Wen et al.,
2022).

Além disso, a obesidade, pode alterar a produgdo e sinalizagdo de hormdnios
reguladores do apetite, como a leptina e a grelina, interferindo na sinaliza¢do de
saciedade. Simultaneamente, parece haver uma memoria obesogénica que defende contra
mudangas de peso corporal, gerando um ciclo em que a obesidade persiste (Hinte et al.,

2024; Longo et al., 2019)
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1.2.  ADIPOGENESE E A DIFERENCIACAO DO TECIDO ADIPOSO —
ONTOGENIA

Adipogénese ¢ o processo em que células tronco mesenquimais se desenvolvem
para a formagdo de adipdcitos maduros funcionais (Ghaben & Scherer, 2019). Tal
processo ocorre em dois estagios. No primeiro, a célula tronco mesenquimal passa a
expressar fatores especificos que estabelecem a formagdo adipogénica, que incluem a
proteina dedo de zinco 423 (ZNF423) (Gupta et al., 2010) e a proteina morfogenética
ossea 4 (BMP4) (Otto & Lane, 2005). Esses fatores, por sua vez, promovem a ativagao
de genes pro-adipogénicos, incluindo o gene que codifica o Receptor Ativado por
Proliferadores de Peroxissoma Gama (PPARY). Desta forma, a célula tronco mesenquimal
que antes poderia se diferenciar em outros tipos celulares (Fu et al., 2019), agora
restringe-se a linhagem dos adipdcitos sem quaisquer alteragdes morfoldgicas, formando
um pré-adipocito (Ghaben & Scherer, 2019; Gupta et al., 2010; Longo et al., 2019).

Apbs o direcionamento celular para a formagao dos adipocitos, o pré-adipdeito
segue para o segundo estdgio de diferenciagdo: torna-se responsivo a estimulos
endogenos como insulina, fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1),
glicocorticoides, entre outros (Ghaben & Scherer, 2019; Mandrup & Lane, 1997; Otto &
Lane, 2005). Tais estimulos levam a ativacao de vias de sinalizagdo intracelular, como a
via do AMPc/PKA e a cascata da MAPK, culminando na expressdo de fatores de
transcri¢do precoces, C/EBPf e C/EBPS (fatores de inducdo pré-adipogénicos) (Mandrup
& Lane, 1997). A diferenciagdo final ¢ caracterizada pela funcdo do PPARy, que
estabelece o fenodtipo funcional do adipdcito, acumulando lipidios no citoplasma, o que
marca morfologicamente o processo de maturagdo (Rosen & Spiegelman, 2014).

Desta forma, a célula de gordura agora passa a ter propriedades de expressdao de
adipocinas como a adiponectina, leptina, interleucinas, resistina, entre outros. Além disso,
o adipdcito maduro apresenta funcionalidade endodcrina, participando da regulacao do
metabolismo energético (Ghaben & Scherer, 2019; Rosen & Spiegelman, 2014). Antes
da diferenciacdo, as linhagens celulares de pré-adipdcitos sdo morfologicamente
semelhantes aos fibroblastos, alongados e com formato estrelado. No entanto, apds a
indugdo da diferenciagdo, as células perdem seu carater fibroblastico e assumem uma
aparéncia arredondada (Otto & Lane, 2005).

Ao final da adipogénese, o adipdcito maduro estd especializado em sintese,

acimulo e liberacdo de lipidios. O citoplasma torna-se progressivamente completo por
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uma ou mais goticulas lipidicas, dependendo do tipo de adipocito (unilocular ou
multilocular) (Ghaben & Scherer, 2019; Rosen & Spiegelman, 2014).

O adipocito unilocular caracteriza o adipdcito branco, capaz de armazenar energia,
e o adipdcito multilocular caracteriza os adipocitos marrom e bege, capazes de promover
a termogénese (Scheele & Wolfrum, 2020). A localizacao dos adipdcitos bege e marrom
¢ distinta: o tecido adiposo marrom (TAM) € mais localizado na regido interescapular, ja
o adipocito bege surge em depositos adiposos brancos (Ghaben & Scherer, 2019).
Morfologicamente, o adipocito unilocular possui nucleo deslocado para a periferia e
armazena uma Unica grande gota de lipidio, ocupando quase todo o volume celular. Os
adipocitos multiloculares possuem quantidade maior de goticulas de lipidios e
mitocondrias que expressam em sua membrana a proteina desacopladora 1 (UCP1); esta,
por meio do gradiente de protons formado na cadeia respiratoria de elétrons permite, a
producao de calor (Holman et al., 2024).

Diferentemente do processo de formagao do tecido adiposo branco, a origem do
tecido adiposo marrom e adipocitos bege se inicia em uma linhagem celular distinta, o
que leva em analise que suas diferencas de funcionalidades e caracteristicas se expliquem
por suas distingdes ontogénicas (Shamsi et al., 2021).

Estudos anteriores observaram que o tecido adiposo marrom e alguns adipdcitos
bege estdo mais proximos da linhagem muscular, em razdo do descobrimento do
marcador fator miogénico 5 (Myf5), marcador encontrado em linhagem celular destinada
ao processo de formagao dos mioblastos e que também origina o tecido adiposo marrom
e adipdcitos bege. Em contraste, o tecido adiposo branco nao possui este marcador
(Ghaben & Scherer, 2019; Shamsi et al., 2021). Esse achado reflete uma importante
diferencia¢do no destino celular: a célula que expressa o Myf5 esta destinada a seguir
para a formac¢do do musculo esquelético, porém, o direcionamento para a linhagem
adiposa ¢ determinado por fatores de transcricdo e coativadores moleculares que
interagem para suprimir o desenvolvimento miogé€nico e promover a expressao de genes
associados a adipogénese e a termogénese (Shamsi et al., 2021). E importante destacar,
contudo, que adipocitos bege também podem se originar de linhagens precursoras que
ndo expressdao o Myf5, indicando a heterogeneidade desse tipo celular (Wu et al., 2012).

Dentre os fatores que determinam a diferenciagdo da linhagem Myf5 para
adipdcitos marrons ou bege, destaca-se o dominio PR contendo 16 (PRDMI16) e
coativador 1 alfa do PPARy (PGC-1a) (Kajimura et al., 2010). O PRDM16 ¢ considerado

o principal regulador de direcionamento e atua reprimindo genes miogénicos, como os
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que codificam as proteinas MyoD e miogenina, enquanto ativa a transcricado de genes
termogénicos, como UCPI, CIDEA e ELOVL3. Por outro lado, o PGC-la estd
correlacionado a biogénese mitocondrial e ao aumento da capacidade de oxidacdo de
acidos graxos, gliconeogénese e resposta ao estresse. A expressao de PGC-1a ¢ induzida
tanto por PRDM16 quanto por estimulos fisiologicos, como o frio, ativagdo p-
adrenérgica, e sua agdo envolve a coativacao de fatores nucleares, incluindo o PPARY,
resultando na expressdo de UCP1 e mitocondrias com capacidade termogénica (Ikeda &
Yamada, 2020; Kajimura et al., 2010). Ressalta-se que a elevada quantidade de
mitocOndrias presentes nos adipocitos multiloculares possa se explicar por meio de sua
linhagem similar a miogénica, com necessidade de alta producdo de adenosina trifosfato
(ATP), para tecidos com alta atividade metabolica (Kajimura et al., 2010).

Apos a diferenciagdo em adipocitos marrons maduros, ha formagao de um tecido
funcional, localizados principalmente em regides interescapulares, perirrenal,
paravertebral e cervical (Kajimura et al., 2010; Shamsi et al., 2021). Em contraste, como
comentado anteriormente, o adipdcito branco emerge em depdsitos de tecido adiposo

branco.

1.3.  ADIPOCITOS TERMOGENICOS E SEU PAPEL NA HOMEOSTASE
METABOLICA

Adipdcitos termogénicos sdo células de gordura que apresentam a capacidade de
gerar calor (termogénese), o que se deve a uma maior concentracdo de mitocondrias no
citoplasma (Ghaben & Scherer, 2019; lkeda & Yamada, 2020). As mitocondrias sdao
organelas presentes em células eucariontes e encontram-se em maior quantidade em
células metabolicamente ativas, pois estdo envolvidas na produgdo de energia para
sustentar suas func¢oes (Ikeda & Yamada, 2020). Sua funcao principal € produzir energia,
na forma de ATP, através da respiragdo celular. Para isso, utilizam principalmente glicose
e acidos graxos como fontes de energia, que sao metabolizados com a finalidade de gerar
moléculas como o NADH e o FADH2, que alimentam a cadeia transportadora de elétrons
(Ghaben & Scherer, 2019). Nos adipocitos multiloculares, entretanto, essa energia €
também desviada para a agdo da UCPI.

A UCPI ¢ uma proteina presente na membrana interna da mitocondria, cuja
ativacdo por origem de estimulacdo beta-adrenérgica (Ikeda & Yamada, 2020). Esse

processo comeca com a oxidacdo do NADH e do FADH2, moléculas redutoras formadas
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durante a glicolise e a B-oxidagdo de acidos graxos, que liberam elétrons para a cadeia
transportadora de elétrons (CTE). Esses elétrons percorrem seguidamente os complexos
I, I, IIT e IV da CTE, localizados na membrana interna mitocondrial, liberando energia
que ¢ utilizada para bombear protons (H') da matriz mitocondrial para o espago
intermembrana, gerando um gradiente positivo (Ikeda & Yamada, 2020). Em células
tipicas, esse gradiente ¢ utilizado pela ATP sintase (complexo V) para sintetizar ATP. No
entanto, nos adipdcitos termogénicos, a presenca da UCP1 promove o desacoplamento da
fosforilagdao oxidativa, permitindo que os protons retornem a matriz mitocondrial sem a
geragao de ATP. Essa dissipagao do gradiente de protons pela UCPI resulta na liberagao
de energia na forma de calor (Ikeda & Yamada, 2020).

Outro aspecto sobre o tecido adiposo marrom ¢ a inervagao pelo sistema nervoso
simpatico, cujas terminagdes liberam noradrenalina, que se liga aos receptores
adrenérgicos B3 localizados na membrana plasmatica dos adipocitos termogénicos. A
ativacdo desses receptores inicia uma cascata intracelular: a noradrenalina, ao se ligar ao
receptor B3 que estd acoplado a proteina Gs, tem uma acgdo estimuladora, ativando a
adenilato ciclase, seguida pelo aumento da concentracdo de AMP ciclico (cAMP) que,
por sua vez, ativa a proteina quinase A (PKA) (Wen et al., 2022). Essa via de sinaliza¢ao
tem efeitos multiplos: promove a ativagdo da lipase hormonal-sensivel (HSL) e da lipase
de triglicerideos adiposos (ATGL), levando a lipolise dos triglicerideos das goticulas
lipidicas e liberagao de 4cidos graxos livres. Esses dcidos graxos atuam como substratos
para a oxidacdo mitocondrial e como ativadores diretos da UCPI, favorecendo o
desacoplamento da fosforilagdo oxidativa (Ghaben & Scherer, 2019; Ikeda & Yamada,
2020; Kajimura et al., 2010; Shamsi et al., 2021). De modo semelhante, adipdcitos bege
localizados em depdsitos de tecido adiposo branco também sdo ativados pela
noradrenalina, o que resulta em ativagdo da UCP1 e termogénese.

Portanto, com a ativacdo dos adipdcitos termogénicos, ocorre a estimulagdo da
lipolise, com o catabolismo de triglicerideos e utilizagdo dos acidos graxos livres como
fonte de energia e também para a ativacdo de UCP1 (Ikeda & Yamada, 2020). Ocorre,
ainda, a indugdo da captagdo de glicose, que também fornece substratos para a cadeia
transportadora de elétrons. A atividade da UCP1 resulta em aumento do gasto energético
total. Esses mecanismos, em conjunto, promovem melhora da sensibilidade a insulina e
favorecem a redugao do peso corporal, caracterizando-se como uma estratégia terapéutica
promissora para individuos com fendtipo obesogénico e resisténcia a insulina (Figura 1).

(Kajimura et al., 2010; Kazak et al., 2015).
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Figura 1. Efeitos metaboélicos da ativagdo do tecido adiposo termogénico. O aumento da quantidade e/ou
atividade do tecido adiposo termogénico conduz a aumento da atividade da UCP1 e, assim, a termogénese
e aumento do gasto energético, que pode ter efeito antiobesidade. Neste processo, o tecido adiposo
termogénico também aumenta a captagdo de acidos graxos e glicose circulantes, que sdo oxidados ou
estocados como triglicerideos ou &cidos graxos, respectivamente. Isso resulta na diminui¢do da
concentragdo sanguinea de glicose e acidos graxos, que resulta em efeitos antidiabético e antidislipidémico.
TAM: tecido adiposo marrom. Fonte: Adaptado por (Kim & Plutzky, 2016)

A quantidade de tecido adiposo termogénico (multilocular) depende da idade.
Criangas possuem tecido adiposo multilocular em maior quantidade do que adultos, por
serem menores €, com isso, perderem mais calor para o ambiente e, portanto, precisarem
de maior ativacdo metabodlica do tecido termogénico para se manterem em estado de
equilibrio térmico (Scheele & Wolfrum, 2020; Yu et al., 2019). Com o passar dos anos, o
tecido adiposo marrom se diminui e na vida adulta resta uma pequena quantia, mas com
a permanéncia do adipocito bege (Holman et al., 2024; Yu et al., 2019).

O adipocito bege possui uma caracteristica de plasticidade, a depender de
influéncias como sobretudo a temperatura ambiente. O frio € o principal estimulador de
sua ativacao e producdo de calor. Por outro lado, em condi¢des de termoneutralidade, ou
seja, a uma temperatura que ndo gere estresse térmico, ndo ¢ necessario ativar
mecanismos para produzir ou perder calor, e o adipdcito bege tem uma tendéncia a se
comportar mais como um adipdcito branco (Holman et al., 2024). Os estimulos
ambientais que promovem o recrutamento e ativagdo do adipocito bege, em especial o

frio, resultam no amarronzamento ou “beiging” do tecido adiposo branco, caracterizado
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por escurecimento desse tecido, em razdo o aumento de seu conteido mitocondrial, e o
aumento da expressao de genes termogénicos (Ikeda & Yamada, 2020; Pan et al., 2020)
Por ser uma célula com fenotipo variavel dependendo dos estimulos, ¢ observado
que, apesar de o ser humano possuir uma quantidade menor de tecido termogénico depois
da infancia, se o tecido for exposto a um estresse metabdlico, como a exposi¢ao ao frio,
os adipécitos bege serdo ativados e promoverdo a sua atividade plena de termogénese

(Holman et al., 2024; Pan et al., 2020).

1.4. INFLUENCIAS AMBIENTAIS NO DESENVOLVIMENTO DO
ADIPOCITO

O desenvolvimento do tecido adiposo termogénico, especialmente o tecido
adiposo marrom e o tecido adiposo bege (AdBe), sdo altamente sensiveis as influéncias
ambientais durante periodos criticos do desenvolvimento, como a gestacdo, a fase
neonatal e a primeira infancia (Wen et al., 2022). Evidéncias cientificas sugerem que
estimulos precoces podem modular a quantidade e a atividade dessas células ao longo da
vida, contribuindo para maior gasto energético basal e menor risco de obesidade na idade
adulta (Cheng et al., 2021; Pan et al., 2020; Vishvanath & Gupta, 2019) .

A nutricdo materna durante a gestacdo também exerce papel determinante (Yu et
al., 2019). A ingestdo adequada de nutrientes, especialmente de acidos graxos poli-
insaturados, vitaminas lipossolUveis e aminoacidos essenciais, esta associada a expressao
génica benéfica ao desenvolvimento do tecido adiposo branco no feto (Yan et al., 2014).
Por outro lado, dietas maternas hipercal6ricas ou com excesso de gordura saturada
durante a gestacdo pode comprometer a formacéo e a funcionalidade do tecido adiposo
termogénico da prole, aumentando a suscetibilidade a obesidade e a sindrome metabdlica
(Yanetal., 2014).

De acordo com Haidong Yu, et al., (2019), o leite materno de algumas espécies,
como a humana e murina, apresenta lipidios do tipo alquilglicerois (AKGSs). Estes, por
sua vez, sdo ausentes em formulagdes infantis derivadas de leite de vaca. Os AKGs tém
a capacidade de manter o tecido adiposo bege durante a infancia, retardando sua
transformacéo fenotipica e funcional em adipdcito branco. Os AKGs séo absorvidos pelo
lactente e metabolizados pelos macrdéfagos do tecido adiposo (ATM) em fator ativador

de plaquetas (PAF), que entdo induz a sinalizacdo IL-6/STAT3 nos adipécitos,
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promovendo o desenvolvimento de células adiposas bege, capazes de gerar calor (Yu et
al., 2019).

Em estudos envolvendo camundongos, a ingestdo de AKG durante o periodo
neonatal levou a um aumento do tecido adiposo bege (AdBe), com maior expressédo de
UCP1 e PGC-1a, maior numero de mitocondrias e menor acimulo de gordura no tecido
adiposo branco. Em camundongos adultos obesos (mas ndo em adultos magros), o
tratamento com AKGs melhorou o perfil lipidico e aumentou a oxidag&o lipidica, ainda
que sem alterar 0 gasto energético ou a atividade metabdlica basal. Portanto, os AKGs
constituem um sinal lipidico materno essencial para o desenvolvimento saudavel do
tecido adiposo infantil, contribuindo para protecdo contra obesidade precoce (Yu et al.,
2019). E possivel, ainda, que a presenca dos AKGs explique, pelo menos em parte, a
protecdo conferida pela amamentacdo contra obesidade em humanos.

Outro fator fisioldgico de grande importancia para a manutencdo do tecido
adiposo termogénico é o frio (Cheng et al., 2021; Ghaben & Scherer, 2019; lkeda &
Yamada, 2020; Pan et al., 2020). Pesquisas com modelos animais e humanos indicam que
temperaturas mais baixas podem aumentar a diferenciacdo e atividade dos tecidos
adiposos multiloculares, promovendo maior capacidade termogénica, estimulando a
lipdlise, fluxo sanguineo para o adipdcito e aumento do processo de respiracao celular.
N&o se sabe, contudo, se a semelhanga da exposicdo aos AKGs durante o periodo
neonatal, a exposicdo precoce ao frio poderia impactar a saude metabdlica precoce e em
etapas posteriores da vida.

Embora influéncias ambientais possam induzir a quantidade de tecido
termogénico na infancia (Yu et al., 2019), ndo se sabe se isso impacta o fenotipo
metabodlico na vida adulta. Nesse contexto, a proposta do presente projeto ¢ investigar o
efeito da exposicdo, durante etapas precoces da vida, a temperaturas inferiores a
termoneutralidade, como forma de recrutamento do tecido adiposo termogénico nessa
fase da vida, e avaliar seu impacto sobre desfechos metabdlicos na vida adulta, em

camundongos C57BL/6.
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2. OBJETIVO
2.1.  OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito de variagdes da aquisi¢dao de tecido adiposo termogénico na
infancia, por meio da exposicao ao frio, sobre desfechos metabdlicos em camundongos

C57BL/6.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o efeito da exposicdo ao frio (8-14°C) sobre a aquisi¢do de tecido
adiposo termogénico na infincia, avaliada por analise histoldgica e expressao do RNAm
que codifica a UCP1, e seu impacto na vida adulta em camundongos C57BL/6 machos e
fémeas, alimentados com dieta padrdo e dieta obesogénica, por meio da avaliacdo dos

seguintes desfechos:

. Massa corporal.
. Tolerancia a glicose
. Sensibilidade a insulina.

. Gasto energético.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. MODELO ANIMAL E DIETA

Para a realizagdo do presente estudo foram utilizados camundongos C57Bl1/6
machos e fémeas; os camundongos C57Bl/6 sdao animais com alta susceptibilidade a
obesidade e constituem um modelo experimental que mimetiza a obesidade e suas
complica¢des metabolicas em humanos (Buettner et al., 2007). Os camundongos foram
adquiridos do Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), com
quatro semanas de idade, e compuseram a geracao parental (FO) do estudo. Apos a
chegada destes animais ao Biotério da Faculdade de Medicina da UnB, eles passaram por
um periodo de quarentena de uma semana e adaptagdo ao novo ambiente antes de sua
utilizagao.

Os camundongos foram mantidos em gaiolas de plastico (mini-isoladores em
estante ventilada com caixas multiespécie da Alesco Al20), com o niamero de 4 animais
por gaiola, a temperatura de 25 °C, com ciclos claro-escuro fixos de 12/12 horas. O
enriquecimento ambiental foi realizado pela introdug¢do de um segmento de cano de PVC
nas gaiolas e bolas de algoddo no decorrer de todas as etapas do experimento. Os
camundongos foram alimentados com ragdo AIN-93G, fornecida na forma de pellet. O
fornecimento de ragdo e de agua potavel (filtrada) foi ad libitum.

Todos os protocolos e procedimentos experimentais relativos ao projeto foram
aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade de

Brasilia (Anexo I).

3.2.  DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A primeira geracdo de camundongos (F0) foi composta por 16 machos e 32
fémeas, divididos aleatoriamente e por sexo em gaiolas (4 animais/gaiola). Na 10?
semana, as fémeas foram divididas em dois grupos, aleatoriamente, com 16 animais em
cada grupo, e foi realizado o acasalamento seguindo as recomendacdes do The Jackson

Laboratory *“6 steps for setting up timed pregnant mice”. Especificamente, o

acasalamento entre machos e fémeas foi realizado por meio da manutencdo, em um
mesmo mini-isolador, de duas fémeas e um macho, durante trés dias, num total de 16
casais. Apés o periodo de trés dias, os casais foram separados e retornaram as suas gaiolas

originais. Apos o acasalamento, as fémeas foram avaliadas semanalmente quanto ao peso


https://www.jax.org/news-and-insights/jax-blog/2014/september/six-steps-for-setting-up-timed-pregnant-mice
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corporal, até¢ o parto. No 14° dia de gestacdo, as fémeas foram individualizadas, tendo
assim permanecido durante o restante da gestacao e periodo de lactacao.

No 10° dia de vida da prole (geragdo F1), as fémeas com suas respectivas proles
foram aleatoriamente divididas em dois grupos, contendo 16 camundongos cada. Um
grupo a 25°C e o outro, a temperatura entre 8 ¢ 14°C. No 24° dia de vida, a prole foi
desmamada e machos e fémeas separados aleatoriamente para distribuicdo em gaiolas
contendo quatro a cinco animais. A prole foi mantida a temperatura anteriormente descrita
(um grupo a 25°C e outro a 8-14°C) até a 8* semana de vida, quando se inicia o periodo
de vida adulta do camundongo C57BL/6. A partir desse periodo, todos os camundongos
foram mantidos a 25°C. A Figura 2 apresenta o esquema do desenho experimental do

estudo.
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Figura 2. Desenho experimental do estudo in vivo. Camundongos C57BL/6 foram expostos a diferentes
temperaturas; (8-14°C) e (25°C) desde o nascimento até a 8 * semana de vida, quando atingem a maturidade.
A prole de machos e fémeas foi alimentada com dieta controle (DC) ou hiperlipidica (DHL) a partir da 8*
semana de vida e avaliada quanto ao peso corporal, gasto energético, tolerancia a glicose por meio do teste
de tolerancia a glicose (TTG) e tolerancia a insulina por meio do teste de tolerancia a insulina (ITT).

Para composi¢ao dos grupos experimentais com os camundongos da geragao F1,
foram consideradas somente as ninhadas que contenham 6 a 8 camundongos, com pelo
menos dois representantes de cada sexo. Isso se deve ao impacto comprovado que o
tamanho da ninhada e a distribuicdo de sexo tém sobre a trajetéria de crescimento e
composi¢ao corporal, o que pode gerar vieses quando sdo avaliados desfechos
metabolicos (Chahoud & Paumgartten, 2009; Suvorov & Vandenberg, 2016). Ou seja,

camundongos provenientes de ninhadas muito pequenas ou muito grandes apresentam
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programacao metabodlica intrauterina diferente daquela de camundongos provenientes de
ninhadas com tamanho habitual, o que impacta seu fendtipo metabolico na vida adulta.
Esse efeito foi descrito por (Suvorov & Vandenberg, 2016) para a exposi¢do a outras
influéncias em periodos criticos do desenvolvimento e seu impacto no fenotipo na vida
adulta (Suvorov & Vandenberg, 2016).

A prole foi avaliada semanalmente quanto ao peso corporal e ingestao de dieta.
Na 8* semana de vida, um grupo de camundongos (5 machos ¢ 5 fémeas) de cada
exposicao (25°C e 8-14°C) foi eutanasiado e isolados os depdsitos de tecido adiposo
marrom interescapular e tecido adiposo branco inguinal para analise histologica e de
expressao génica.

O restante dos animais de cada grupo foi aleatoriamente dividido para receber
dieta controle normolipidica (DC, 10% de seu conteudo caldrico representado por
lipideos) ou dieta hiperlipidica (DHL, 30% de seu contetido caldrico representado por
lipideos) a partir da 9* semana de vida. A composicdo das dietas normolipidica e
hiperlipidica ¢ apresentada no Anexo II. Dessa forma, foram compostos oito grupos

experimentais, como descrito no Quadro 1.

Quadro 1. Descrigdo dos grupos experimentais do estudo, acompanhados durante a vida

adulta, e seus respectivos nimeros amostrais.

Exposicao (10° dia — 8* sem) Sexo Dieta Numero amostral
25°C Masculino  Normolipidica 12
25°C Feminino = Normolipidica 12
25°C Masculino  Hiperlipidica 14
25°C Feminino Hiperlipidica 16
8-14°C Masculino  Normolipidica 14
8-14°C Feminino  Normolipidica 19
8-14°C Masculino  Hiperlipidica 11
8-14°C Feminino Hiperlipidica 13

Entre a 13* e a 14* semanas de vida, os camundongos foram submetidos ao teste
de tolerancia a glicose e, na semana seguinte, entre a 14* e 15* semanas de vida, ao teste
de tolerancia a insulina.

Entre a 17* e a 20" semanas de vida, quatro animais de cada grupo foram
selecionados aleatoriamente com uso do programa random.org para avaliagdo do gasto
energético. Para tanto, os animais foram transferidos para o equipamento denominado

sistema de monitoracdo abrangente de animais de laboratorio (Comprehensive
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Laboratory Animal Monitoring System, CLAMS, Columbus®), onde foram mantidos em
gaiolas individuais para determinagao do gasto energético.

Na 25% semana, os animais foram submetidos a anestesia com isoflurano
(inalatorio). Logo em seguida, foram submetidos a pungao cardiaca para coleta de sangue
e a eutandsia com aumento da exposi¢do ao isoflurano. Em seguida, foi realizada
disseccao dos seguintes tecidos: tecido adiposo branco inguinal, tecido adiposo branco
visceral (epididimal nos machos e parametrial nas fémeas), tecido adiposo marrom
interescapular e figado. Os tecidos foram armazenados para realizagdo de expressao
génica e analise histoldgica. No presente estudo, serdao apresentadas apenas as analises de
expressao génica e histoldgicas nos camundongos na 8* semana de vida.

Os camundongos foram expostos ao frio em uma camara climatizada equipada
com sistemas de refrigeracao que permitiam o controle da temperatura interna, a qual foi
mantida entre 8 e 14 °C. A cdmara continha estantes destinadas a acomodag¢ao das gaiolas
dos camundongos. A camara foi equipada, na parte elétrica, com um sistema de controle
de iluminacdo, permitindo o estabelecimento de um ciclo claro/escuro. O periodo claro
foi mantido das 06:00 as 18:00, enquanto o periodo escuro ocorreu das 18:00 as 05:59.

O manejo dos animais durante o tratamento foi de carater observacional. De modo
que diariamente um responsavel realizava a verificagdo das condi¢des das gaiolas,

incluindo a avaliacdo da umidade e a disponibilidade adequada de dgua e alimento.

3.2.1. ACASALAMENTO

O acasalamento entre machos e fémeas foi realizado seguindo-se o seguinte
procedimento:

1. Trés a quatro dias antes do acasalamento, os machos foram alojados de forma
individualizada e as fémeas na quantidade de duas por gaiola. Nesse mesmo periodo, foi
inserida a maravalha das gaiolas das fémeas nas gaiolas dos machos e vice-versa, para
estimulo pelos ferormonios do sexo oposto.

2. Trés dias depois, as duas fémeas de cada uma das gaiolas foram alocadas em
cada uma das gaiolas dos machos. Depois de trés noites, foram separados os machos das
fémeas.

3. Depois de 10 a 14 dias, as fémeas foram analisadas em relagdo a presenca de

gestacdo e, as que gestacionaram, mantidas em gaiolas individuais.
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4. A partir dos 14 dias, as gaiolas foram checadas diariamente em relagdo a
presenca de filhotes e anotada sua data de nascimento.
As fémeas foram analisadas semanalmente quanto ao peso para determinar a

presenca de gestagao por meio do ganho de peso corporal (Heyne et al., 2015).

3.2.2. TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE E A INSULINA

O teste de tolerancia a glicose foi realizado na 15 semana de vida, ap6s 6 semanas
de exposicao a DC ou DHL. Para isso, os camundongos foram mantidos em jejum diurno
de 6 horas, sem restri¢do de acesso a agua. Para tanto, foi coletada amostra de sangue
venoso da cauda para determinagdo da glicemia basal (tempo zero). Em seguida, os
animais receberam solucdo de glicose (1 g/kg de peso corporal) por via intraperitoneal e
foram submetidos a determinac¢do da glicemia, com uso de glicosimetro e tiras reagentes,
em amostra de sangue da cauda coletadas apoés 15, 30, 60, 90 ¢ 120 minutos da
administracao da solucao de glicose.

Para o teste de tolerancia a insulina, realizado na 16* semana de vida, ap6s jejum
diurno de 6 horas, sem restri¢ao de acesso a dgua, foi coletada amostra de sangue da cauda
para determinacdo da glicemia basal (tempo zero) e, em seguida, os animais foram
administrados a uma dose Unica de solugdo de insulina regular (0,5 Ul/kg de peso
corporal), por via intraperitoneal. Amostras de sangue venoso da cauda foram entdo
coletadas apos 15, 30, 60 e 90 minutos para determinagdo da glicemia em glicosimetro

com tiras reagentes.

3.2.3. AVALIACAO DO GASTO ENERGETICO POR CALORIMETRIA
INDIRETA

Para avaliacdo do gasto energético, oito camundongos aleatoriamente
selecionados de cada grupo foram submetidos a calorimetria indireta no sistema de
monitoramento abrangente de animais de laboratorio (Comprehensive Laboratory Animal
Monitoring System, CLAMS, Columbus®). Nesse sistema, os camundongos sao alojados
individualmente em gaiolas metabolicas fechadas e com fluxo de ar controlado. Sao
realizadas medidas continuas entre as diferencas das concentracdes de oxigénio e gas
carbOnico entre o ar que entra € o que sai nas gaiolas, o que permite calcular o consumo

de oxigénio e a produgdo de gas carbonico.
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Os camundongos foram transferidos para as gaiolas metabolicas, onde foram
mantidos durante 72 a 96 horas. As primeiras 24 horas das medidas de consumo de
oxigeénio e gas carbonico foram descartadas, por serem consideradas relativas ao periodo
de aclimatacao. O gasto energético foi calculado com a utilizagdo da equagao de Weir
modificada, por meio da determinacdo do produto do valor caldrico do oxigénio
(3.815+1.232 x RER) e o consumo de oxigénio (VO2), em que RER representa o

quociente de troca respiratdria (produgdo de gés carbonico / consumo de oxigénio).

3.2.4. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

Foi realizada a analise da expressdo de genes que codifica a proteina UCP1 no
tecido adiposo branco subcutineo inguinal e no tecido adiposo marrom interescapular.
Para a realizacdo deste procedimento, o RNA total dos tecidos foi homogeneizado em
trizol. Em seguida, foi adicionado cloroférmio e realizada centrifugagdo a 12000 g
durante 30 minutos. A fase aquosa, em que se encontra o RNA, foi isolada e a purificagdo
do RNA foi realizada com a utiliza¢do do PureLink® RNA Mini Kit (ThermoScientific).
A concentragao e pureza do RNA foram analisadas por meio de um espectrofotometro de
microvolume NanoDropTM One/One® (ThermoScientific). A sintese de cDNA foi
efetuada com o kit comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(ThermoScientific), e a PCR em tempo real quantitativa foi realizada com o kit Power
SYBR® Green 2X (ThermoScientific). O gene que codifica a proteina ribossomal 36B4
foi empregado como referéncia, e a expressao génica relativa foi determinada utilizando

0 método 274,

e Isolamento do RNA total

Para isolamento do RNA total, a fase aquosa foi adicionado etanol 70% as
amostras e essa mistura foi entdo homogeneizada em agitador de tubos (vortex), para
dispersar qualquer precipitado visivel que possa ter formado apods a adi¢do de etanol.

As amostras foram transferidas para as colunas (com o tubo de coleta) e
centrifugadas a 12000 x g, por 15 segundos a temperatura ambiente, para remog¢ao de
detritos celulares. Apds isso, foi adicionado o tampao de lavagem I (Wash Buffer I) e as
amostras foram centrifugadas a 12000 x g, por 15 segundos a temperatura ambiente

novamente. As colunas foram transferidas para um novo tubo de coleta. Em seguida, foi
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adicionado o tampao de lavagem II com etanol (Wash Buffer II) e as amostras foram
centrifugadas a 12000 x g, por 15 segundos a temperatura ambiente mais uma vez. Esse
procedimento foi realizado duas vezes. As colunas foram centrifugadas a 12.000 x g, por
1 minuto, para secar a membrana que o RNA esta ligado e o tubo de coleta foi trocado
por um microtubo de 1,5 mL.

Por fim, a 4gua livre de RNAse (RNase—Free Water) foi adicionada as colunas,
que foram incubadas a temperatura ambiente por 1 minuto e em seguida, centrifugadas a
12000 x g, por 2 minutos a temperatura ambiente, para eluir o RNA da membrana para o
microtubo de 1,5 mL. As amostras foram armazenadas no freezer a -80°C para posterior

utilizagdo (Figura 3).

Elute RNA Into
Recovery Tube

Figura 3. Fluxograma das etapas para isolar o RNA total usando o PureLink® RNA Mini Kit. Fonte:
PureLink® RNA Mini Kit

e Quantificagdo do RNA total e determinagao da pureza da amostra

A concentragdo de RNA total nas amostras foi determinada no espectrofotometro
de microvolume NanoDrop™ One/One® (ThermoScientific), utilizando-se 1 pL da
amostra de RNA purificado.

A concentracdo de RNA total foi fornecida automaticamente pelo equipamento
em png/uL, determinada pelo seguinte célculo: (DO 260 nm x 40) / 1000, em que DO 260
representa o valor da densidade Optica da amostra determinada no comprimento de onda
260 nm. O grau de pureza da amostra, também fornecido automaticamente pelo

equipamento, foi calculado pela razdo entre as densidades Opticas nos comprimentos de


https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets%2FLSG%2Fmanuals%2Fpurelink_rna_mini_kit_man.pdf
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onda 260 e 280nm. Consideraram-se satisfatorias as amostras com grau de pureza entre

1,7 e 2,0, visto que estes valores representam baixa contaminag¢ao com proteinas.

o Sintese de cDNA a partir de RNA

Para a realizag@o da analise da expressdo génica por meio de PCR quantitativa em
tempo real, ¢ necessario que o RNA purificado das amostras seja convertido em cDNA
de fita simples por meio da transcri¢ao reversa (TR). O cDNA foi sintetizado utilizando
kit comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (ThermoScientific).

Os reagentes que compde esse kit e foram utilizados neste ensaio estdo
apresentados na Tabela 1. Os reagentes foram colocados no gelo para descongelamento e
posterior uso. A partir desses componentes e seus respectivos volumes, foi manipulado o
mix de TR, de acordo com as recomendagdes do fabricante, conforme apresentado na

Tabela 1.

Tabela 1 — Reagentes utilizados na reacdo da transcricdo reversa e seus respectivos

volumes.
Reagentes Volume/ reagao (nL)
10x RT buffer 2
25x dntp mix (100mm) 0,8
10x RT random primers 2
Multiscribe™ 1
Reverse transcriptase 1
Rnase inhibitor 1
Nuclease-free H20O 3,2
Total por reagao 10

No preparo das reacdes de TR de cDNA, foi pipetado 10 pLL do mix de TR e 10
puL da amostra de RNA na parede de cada microtubo, totalizando 20 uL de volume final
da amostra. Os microtubos foram centrifugados rapidamente para eliminar qualquer bolha
de ar e colocados no termociclador. As condi¢des de termociclagem durante a TR estdo
apresentadas na tabela. As condi¢des de termociclagem durante a TR estdo apresentadas

na Tabela 2.
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Tabela 2. Condigdes de termociclagem durante a transcricdo reversa de RNA em cDNA.

Passo 1 Passo 2 Passo 3 Passo 4
Temperatura (°C) 25 37 85 4
Tempo 10 minutos 120 minutos 5 minutos 0

e PCR (reagdo de polimerase em cadeia) quantitativa em tempo real

A PCR quantitativa em tempo real foi realizada usando o kit Power SYBR® Green
2X (ThermoScientific). O produto de amplificacdo de cada amostra foi determinado pela
utilizagdo do SYBR Green, um fluor6foro que se intercala na dupla fita de DNA e, quando
excitado por luz, emite fluorescéncia, de forma que a intensidade do sinal fluorescente ¢
diretamente proporcional & quantidade do produto de amplificacdo na amostra, a cada
ciclo da PCR. O sinal fluorescente ¢ detectado por um detector no equipamento de PCR
e, ao final da reacdo, ¢ possivel determinar o Ct (cycle threshold / ciclo limiar), que
corresponde ao numero de ciclos de reacdo necessarios para a amplificagdo tornar-se
exponencial.

As reacdes foram preparadas em placas de 96 pogos (MicroAmp Optical, Applied
Biosystems), em duplicatas, para volume final de 10 pL, de acordo com instrugdes do
fabricante. Uma reacdo controle negativo, ou seja, sem amostra de cDNA, foi realizada
para cada par de primers a fim de verificar possiveis contaminacdes. Os reagentes

utilizados na reacgao estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Reagentes utilizados na reacdo da cadeia da polimerase e suas respectivas

quantidades.
Reagentes Volume (pul)
Mix power SYBR green® PCR (2x) 5
cDNA 5 ng/mL 2
Primer foward 10 um 0,5
Primer reverse 10 um 0,5
Agua milli-q 2
Total 10

As reagdes foram conduzidas em termociclador AB7500 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). As sequéncias dos iniciadores ou primers utilizados estdo

descritas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Sequéncia dos primers para determina¢do da expressdo gé€nica por PCR

quantitativa em tempo real.

Primer Primer Foward (3°-5) Primer Reverse (3°-5’)

UCP1 ACTGCCACACCTCCAGTCATT  CTTTGCCTCACTCAGGATTGG

36B4 AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT CCGCAGGGGCAGCAGTGGT

As condi¢des de termociclagem durante a PCR foram:

Ativacao da Tag DNA polimerase: 95°C durante 10 minutos;

Quarenta ciclos de desnaturagdo (95°C durante 15 segundos) e anelamento e
amplificacao (60°C durante 1 minuto);

Curvas de dissociagdo (programa de dissociagdo do produto de amplificagdo):
realizado ap6s cada reacdo com o objetivo de se verificar sua especificidade,
confirmando a auséncia de formagdo de dimeros de primers e produtos
inespecificos de amplificagdo. Para isso, as amostras foram submetidas a
aumentos gradativos de temperatura (acréscimos de 0,3°C) de 60°C para 95°C. A
medida que a temperatura aumenta, a fluorescéncia decresce. O ponto
correspondente ao decaimento mais acelerado do sinal de fluorescéncia ¢
denominado de temperatura de dissociagdo TM (melting temperature) e determina
o momento em que o produto de PCR se apresenta 50% em fita dupla e 50% em
fita simples. A TM ¢ especifica para cada sequéncia de DNA amplificada e, assim,
espera-se que apenas um pico de decaimento seja detectado para cada par de

primers utilizado.

A expressao relativa do RNAm para cada um dos genes alvo foi determinada pelo

método comparativo ACt, com normalizagdo para o gene referéncia 3684. Para isso, os

valores de Ct obtidos para cada amostra nas reagcdes de amplificacdo dos genes alvo (cuja

expressao se objetivou quantificar) foram subtraidos do valor do Ct obtido para as

mesmas amostras nas reagoes de amplificacdo do gene referéncia (36B4), sendo obtido o

ACt.

ACt = Ct gene alvo — Ct gene referéncia
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A quantificacdo relativa de cada gene alvo foi expressa por meio da formula 24,

3.2.5. ANALISE HISTOLOGICA

Para a analise histologica, as amostras de tecidos (adiposo e hepatico) fixadas em
paraformaldeido (4%) com tampao fosfato (0,1 M, pH 7,4) foram desidratados em uma
série de concentragdes crescente de alcool etilico, diafanizado com xilol e incluido em
parafina, com o auxilio do histotécnico Oma DM-40. Foram feitos cortes de 5 um de
espessura, de forma seriada a cada 25 um de profundidade, no micrétomo Leica
Biosystems, modelo RM 2235 (Leica Biosystems, Alemanha). Eles foram corados com
hematoxilina-eosina para andlise das amostras teciduais quanto a ocorréncia de alteragdes
morfoldgicas e classificacdo. As laminas histologicas foram analisadas ao microscopico

de luz Axioskop 2 e as imagens obtidas com o programa Zen lite 2011.

3.2.6. ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados de
peso corporal ao longo do tempo foram analisados pelo modelo de efeitos mistos,
considerando que apresentaram distribui¢do ndo normal. O ganho de peso foi analisado
por andlise de variancia de uma via seguida do teste de comparagdao multipla de Tukey
(dados com distribui¢do normal) ou pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
comparac¢ao multipla de Dunn (dados com distribui¢cao nao normal).

Os dados do teste de tolerancia a glicose e do teste de tolerancia a insulina foram
analisados pelo teste de ANOVA de duas vias seguida do teste de comparagdo multipla
de Tukey (considerando que apresentaram distribuicdo normal). Foi calculada também a
area sob a curva do teste de tolerancia a glicose, e os dados dos diferentes grupos foram
comparados teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparacao multipla de Dunn,
considerando que os dados apresentaram distribui¢do ndo normal).

Os dados de expressao génica dos tecidos de machos ou fémeas expostos a 8-14°C
ou 25°C foram analisados pelo teste de Mann-Whitney.

Os resultados acima mencionados foram apresentados como média + erro padrao
da média e os dados analisados separadamente para machos e fémeas. Todas as analises
foram realizadas por meio da utilizagdo do programa GraphPad Prism versao 8.0 para

Windows. O critério de significincia para todas as analises sera o valor p < 0,05.
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Para avaliar se a exposi¢do a 25°C ou 8-14°C em periodo precoce do
desenvolvimento (PND10-PND5) influenciou o gasto energético independentemente do
peso, foi realizada analise de covariancia considerando o gasto energético como a variavel
dependente, a temperatura de exposi¢do como varidvel independente € o peso como
covariavel, separadamente em camundongos machos ou fémeas alimentados com dieta
controle ou hiperlipidica. Foi ainda avaliado modelo considerando camundongos de cada
sexo alimentados com dieta controle e hiperlipidica em conjunto, considerando como
covariaveis o peso corporal e a dieta. A analise de covariancia foi conduzida utilizando o
programa STATA, versdao 16.0. Foram considerados estatisticamente significativos

valores p < 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1. GANHO DE PESO DA GERACAO FO DURANTE A GESTACAO

Durante o periodo gestacional, as fémeas de camundongos foram pesadas
regularmente a fim de avaliar a progressao do ganho de peso corporal, sendo possivel
observar que os camundongos aumentaram o peso corporal no decorrer da gestagdo
(Figura 4A). Nao foram observadas diferencas significativas de peso corporal entre os
grupos de camundongos fémeas que, posteriormente, foram alocados aleatoriamente as

condig¢des de exposi¢do ao frio ou mantidas a 25°C (Figura 4B).

A B
40 159
ns
o~
C C) .
T 30 g 10 ®e o
= 8 a
= ) ptms
e = e
o = .
e 204 8
5] e 54
R g
-9
10 T T 1 1
19 20 21 22 23 0 ;
Idade (Semanas) 25°C 8-14°C

Figura 4. Avaliag¢do do peso corporal dos camundongos fémeas durante o periodo de gestagdo, a partir do
acasalamento realizado na idade de 20 semanas (A). Compara¢do do ganho de peso corporal entre os dois
grupos de exposicao posterior ao frio (8-14°C) e 25°C (B). Em B, dados analisados pelo teste t de Student
ndo pareado.

42.EFEITO DA EXPOSICAO AO FRIO DURANTE O PERIODO DE
DESENVOLVIMENTO SOBRE O PESO CORPORAL NA VIDA ADULTA

O acompanhamento da prole durante a vida adulta mostrou diferengas no peso
corporal ao longo do tempo em fung¢do da dieta e da temperatura. Em ambos os sexos, 0s
camundongos submetidos a dieta hiperlipidica em 25°C apresentaram maior ganho de
peso ao longo do periodo experimental quando comparados aos grupos alimentados com
dieta controle (Figura 5). Nos machos, observamos que os camundongos mantidos a 25°C
sob dieta hiperlipidica exibiram os maiores valores de peso corporal ao longo do

acompanhamento, enquanto aqueles expostos ao frio (8—14 °C) tiveram menor ganho de
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peso sob a mesma dieta (Figura SA e B). Nas fémeas, embora o ganho de peso também
tenha sido maior nos grupos alimentados com dieta hiperlipidica, as diferengas entre as
condi¢des de temperatura foram menos pronunciadas, com curvas de peso corporal mais
semelhantes entre os grupos expostos ao frio e a 25°C (Figuras 5C e D).

Entre a 9* e a 24" semana de vida, o ganho de peso corporal dos camundongos
varia de acordo com o sexo, a temperatura de vida e o tipo de dieta. Nas fémeas, os
animais mantidos a 25 °C e submetidos a dieta hiperlipidica apresentaram maior ganho
de peso em comparagao as fémeas sob dieta controle na mesma temperatura e aqueles
expostos ao frio (8-14 °C) (p < 0,01). Nos machos, houve diferengas significativas no
ganho de peso entre os regimes nutricionais dentro e fora da mesma condigdo térmica;
contudo, os animais submetidos a dieta hiperlipidica e expostos ao frio apresentaram

menor ganho de peso quando comparados aos mantidos a 25 °C (p =0,017) .
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Figura 5. Peso corporal e ganho de peso de camundongos machos e fémeas mantidos a 25 °C ou expostos
ao frio (8—14 °C) durante o desenvolvimento e alimentados com dieta controle (DC) ou dieta hiperlipidica
(DHL) a partir da 9* semana de idade. O ganho de peso acumulado foi avaliado entre a 9* e a 24 semana
de vida em fémeas e machos. Os dados s3o apresentados como média =+ erro padrao da média, com pontos
representando valores individuais. Em A, dados analisados pelo modelo de efeitos mistos seguido do teste
de comparagao multipla de Tukey (* p < 0,05 grupo DHL 8-14°C vs 25°C; # p < 0,05 grupo DC grupo DHL
8-14°C vs 25°C ; & p < 0,05 DC 8-14°C vs DHL 8-14°C). Em C, dados analisados por analise de variancia
de duas vias seguida pelo teste de comparagdo multipla de Tukey (& p < 0,05 grupo DHL 250C vs demais
grupos). Em B e D, dados analisados pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Considerando que os camundongos foram submetidos a avaliacdo do gasto
energético por calorimetria e, para tanto, foram individualizados, foi analisado também
ganho de peso até o momento dessa analise, que correspondeu a 16* de vida das fémeas
e a 19% semana de vida dos machos. Nos machos (Figura 6A), entre a 9* ¢ a 19? semana,
os animais mantidos a 25 °C e submetidos a dieta hiperlipidica tiveram maior ganho de
peso em comparacao aos mantidos a 25 °C sob dieta controle (p = 0,0321). Além disso,
os machos expostos ao frio e alimentados com dieta controle apresentaram menor ganho
de peso quando comparados aos reduzidos a 25 °C sob dieta hiperlipidica (p = 0,0189),
enquanto os machos expostos ao frio e submetidos a dieta hiperlipidica apresentaram
maior ganho de peso em relagdo aos expostos ao frio sob dieta controle (p =0,0217). Nas
fémeas (Figura 6B), o ganho de peso entre a 9 e a 16* semana ndo apresentou diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos mantidos a 25 °C ou expostos ao frio (8—

14 °C), independentemente da dieta consumida.
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Figura 6. Ganho de peso de camundongos machos (até a 19* semana de vida) e fémeas (até a 16* semana
de vida) mantidos a 25 °C ou expostos ao frio (8—14 °C) durante o desenvolvimento e alimentados com
dieta controle (DC) ou dieta hiperlipidica (DHL) a partir da 9° semana de idade. Dados s@o apresentados
como média + erro padrdo da média, com pontos representando valores individuais. As comparagdes
estatisticas entre os grupos estdo indicadas pelos valores de p apresentados nos graficos. Em A, dados
analisados por analise de varidncia de uma via seguida do teste de comparagdo multipla de Tukey. Em B,
dados analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparacao multipla de Dunn.
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43 EFEITO DA EXPOSICAO AO FRIO DURANTE O PERIODO DE
DESENVOLVIMENTO SOBRE A HOMEOSTASE DA GLICOSE NA VIDA ADULTA

Para avaliar os efeitos da exposi¢ao ao frio (8-14°C) durante o desenvolvimento
sobre a homeostase dos camundongos C57BL/6 machos e fémeas na vida adulta, foram

realizados testes de tolerancia a glicose (TTG) e teste de tolerancia a insulina (TTI).

4.3.1. TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE (TTG).

Apds a administracdo de glicose, todos os grupos apresentaram elevacido da
glicemia, com pico observado entre 15 e 30 minutos, seguida de reducgdo progressiva até
120 minutos (Figura 7A e C). Nas fémeas (Figuras 7A e 7B), ndo foram observadas
diferengas significativas da tolerancia a glicose entre os grupos alimentados com DC ou
DHL ou expostos as diferentes temperaturas (8-14 °C vs 25°C) durante o
desenvolvimento. Nos machos (Figuras 7C e 7D), foi observado que no grupo exposto ao
frio durante o desenvolvimento, a DHL promoveu aumento da AUC no TTG. Nao houve
diferenca da tolerancia a glicose dos machos mantidos a 25°C alimentados com DC ou
DHL, ou entre os machos mantidos a diferentes temperaturas e alimentados com a mesma

dieta.
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Figura 7. Teste de tolerancia a glicose (TTG) de camundongos machos e fémeas mantidos a 25 °C ou
expostos ao frio (8—14 °C) durante o desenvolvimento ¢ alimentados com dieta controle (DC) ou dieta
hiperlipidica (DHL) a partir da 9* semana de idade. Os dados sdo apresentados como média + erro padrido
da média, com pontos representando valores individuais. A. Glicemia de acordo com o tempo apos a
administragdo de 1 g/kg de glicose (tempo 0 min) por via intraperitoneal de fémeas, B. Area sob a curva do
TTG de fémeas, C. Glicemia de acordo com o tempo ap6s a administragdo de 1 g/kg de glicose (tempo 0
min) por via intraperitoneal de machos, D. Area sob a curva do TTG de machos. Em A e C, dados analisados
por andlise de variancia de duas vias seguido do teste de comparacdo multipla de Tukey. Em B e D, dados
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparagdo multipla de Dunn. Dados
apresentados como média =+ erro padrao da média (EPM), n = 6 por grupo experimental.

4.3.2. TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA (TTI)

O TTI foi realizado somente em animais machos, considerando que nao foi
observada diferenca da tolerancia a glicose de fémeas nos diferentes grupos
experimentais. Os machos alimentados com DC apresentaram hipoglicemia significativa,
com necessidade de correcdo com a administracdo de glicose hipertonica por via

intraperitoneal, de modo que seus dados ndo foram apresentados.
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Nos machos alimentados com DHL, foi observada no TTI redugdo da glicemia ao
longo do tempo ap6s a administragdo de insulina. A diminuicao da glicemia foi observada
nos primeiros 30 minutos, com valores minimos registrados em torno de 60 minutos,
seguida de recuperagao parcial aos 90 minutos (Figura 8A). A anélise da area sob a curva
(AUC) do ITT nao revelou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos

mantidos a 25 °C e 8-14°C durante o desenvolvimento e alimentados com DHL na vida

adulta (Figura 8B).
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Figura 8. Teste de tolerancia a insulina (TTI) de camundongos machos ¢ fémeas mantidos a 25 °C ou
expostos ao frio (8—14 °C) durante o desenvolvimento ¢ alimentados com dieta controle (DC) ou dieta
hiperlipidica (DHL) a partir da 9* semana de idade. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo
da média, com pontos representando valores individuais. A. Glicemia de acordo com o tempo apos a
administracdo de 0,5 Ul/kg de insulina (tempo 0 min) por via intraperitoneal de machos alimentados com
DHL, B. Area sob a curva do TTI de machos alimentados com DHL. Em A. dados analisados por analise
de variancia de duas vias seguido do teste de compara¢ao multipla de Tukey. Em B, dados analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de comparagdo multipla de Dunn. Dados apresentados como média
+ erro padrdo da média (EPM), n = 6 por grupo experimental.

4.4. EFEITO DA EXPOSICAO AO FRIO DURANTE O PERIODO DE
DESENVOLVIMENTO SOBRE O GASTO ENERGETICO NA VIDA ADULTA

Na figura 9, sdo apresentados os resultados do gasto energético na vida adulta (16?
a 19? semana de vida nas fémeas e 20" a 23 semana de vida nos machos), ao longo de 48
horas em animais expostos a 25°C ou 8-14°C durante o desenvolvimento (PNDI10-

PND50) e alimentados com a mesma dieta.
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Figura 9. Gasto energético por calorimetria indireta de camundongos machos e fémeas mantidos a 25 °C ou expostos ao frio (8—14 °C) durante o desenvolvimento e alimentados com dieta
controle (DC) ou dieta hiperlipidica (DHL) a partir da 9* semana de idade. Gasto energético (kcal/h) ao longo de 48 horas (barras cinza indicam o fotoperiodo escuro) em (A) camundongos
machos alimentados com dieta controle, (B) camundongos machos alimentados com dieta hiperlipidica, (C) camundongos fémeas alimentados com dieta controle e (D) camundongos fémeas
alimentados com dieta hiperlipidica. Os camundongos foram expostos a 25°C ou 8-14°C entre o 10° e 0 50° dia de vida e submetidos a analise do gasto energético por calorimetria indireta entre
a 16" ¢ 20" semanas de vida (fémeas) e 20° e 24* semanas de vida (machos). Dados apresentados como média (linha) + erro padrdo da média (banda). N = 5-8 camundongos por grupo experimental.
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Nao foi observada influéncia significativa da exposi¢do anterior (PND10-PND50)

a 25°C ou 8-14°C sobre o gasto energético de camundongos machos e fémeas,

alimentados com dieta controle ou dieta hiperlipidica, considerando o peso corporal como

covariavel (Figuras 10 a 13).
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Figura 10. Analise do gasto energético de camundongos machos submetidos a 25°C ou 8-14°C entre os
dias de vida pos-natal 10 a 50 e alimentados com dieta controle. A. Peso dos camundongos antes do inicio
da calorimetria indireta. B. Gasto energético médio total (periodos claro e escuro) de acordo com o peso.
C. Gasto energético no periodo claro. D. Gasto energético no periodo escuro. N = 5-6 camundongos por
grupo experimental. Em A, dados analisados pelo teste de Mann-Whitney; em B-D, dados analisados por
Analise de Covariancia (ANCOVA) considerando o gasto energético como variavel dependente, a
temperatura de exposi¢do do 10 ao 50° dia como varidvel independente, € o peso como covariavel. N = 5-
6/grupo experimental.
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Figura 11. Analise do gasto energético de camundongos machos submetidos a 25°C ou 8-14°C entre os
dias de vida pos-natal 10 a 50 e alimentados com dieta hiperlipidica. A. Peso dos camundongos antes do
inicio da calorimetria indireta. B. Gasto energético médio total (periodos claro e escuro) de acordo com o
peso. C. Gasto energético no periodo claro. D. Gasto energético no periodo escuro. N = 7-8 camundongos
por grupo experimental. Em A, dados analisados pelo teste de Mann-Whitney; em B-D, dados analisados
por Analise de Covariancia (ANCOVA) considerando o gasto energético como varidvel dependente, a
temperatura de exposi¢do do 10 ao 50° dia como varidvel independente, € o peso como covariavel. N = 7-
8/grupo experimental.
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Figura 12. Analise do gasto energético de camundongos fémeas submetidas a 25°C ou 8-14°C entre os dias
de vida pés-natal 10 a 50 e alimentados com dieta controle. A. Peso dos camundongos antes do inicio da
calorimetria indireta. B. Gasto energético médio total (periodos claro e escuro) de acordo com o peso. C.
Gasto energético no periodo claro. D. Gasto energético no periodo escuro. N = 4-8 camundongos por grupo
experimental. Em A, dados analisados pelo teste de Mann-Whitney; em B-D, dados analisados por Analise
de Covariancia (ANCOVA) considerando o gasto energético como varidvel dependente, a temperatura de
exposi¢do do 10 ao 50° dia como variavel independente, ¢ o peso como covariavel. N = 4-8/grupo

experimental.
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Figura 13. Analise do gasto energético de camundongos fémeas submetidas a 25°C ou 8-14°C entre os dias
de vida pos-natal 10 a 50 e alimentados com dieta hiperlipidica. A. Peso dos camundongos antes do inicio
da calorimetria indireta. B. Gasto energético médio total (periodos claro e escuro) de acordo com o peso.
C. Gasto energético no periodo claro. D. Gasto energético no periodo escuro. N = 4-8 camundongos por
grupo experimental. Em A, dados analisados pelo teste de Mann-Whitney; em B-D, dados analisados por
Analise de Covariancia (ANCOVA) considerando o gasto energético como varidvel dependente, a
temperatura de exposi¢@o do 10 ao 50° dia como variavel independente, € o peso como covariavel. N = 4-
8/grupo experimental.

O modelo considerando os machos alimentados com dieta controle e hiperlipidica
em conjunto, em que a temperatura de exposi¢do anterior foi considerada a variavel
independente o peso e a dieta, covariaveis, ndo foi significativo (F = 1,54, p = 0,232, R2
ajustado: 0.061), indicando a exposi¢ao anterior (PND10-PND50) a 25°C ou 8-14°C, peso
corporal e dieta ndo foram preditores significativos do gasto energético médio dos
periodos claro e escuro. Considerando o gasto energético no periodo claro, o modelo
também nao foi significativo (F = 1,77; p = 0.182, R2 ajustado = 0.08), embora o peso
tenha sido um preditor significativo do gasto energético nesse periodo (F = 4,80, p =
0.039, R2 ajustado = 0,08). Considerando o gasto energético no periodo escuro, o modelo

também nao foi significativo (F = 1,46; p = 0.253, R2 ajustado = 0.05).
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Nas fémeas, o modelo considerando aquelas alimentadas com dieta controle e
hiperlipidica em conjunto foi significativo (F = 4,56, p = 0,013, R2 ajustado: 0.317), ou
seja, a temperatura de exposicao anterior, dieta e peso combinados foram significativos
em predizer variagdes do gasto energético médio no periodo claro e escuro. Nesse
modelo, a dieta sido preditora independente do gasto energético (F = 7,09, p = 0,015).
Especificamente, nos camundongos fémeas previamente expostos a 25°C ou 8-14°C, a
alimenta¢do com dieta hiperlipidica associou-se ao aumento do gasto energético em 0,033
kcal/h (p = 0,0123) em relagao a dieta controle.

Considerando o gasto energético no periodo claro, o modelo também foi
significativo (F = 3,74; p = 0.028, R2 ajustado = 0.263) em explicar variagdes do gasto
energético nesse periodo, embora a exposi¢ao anterior a 25°C ou 8-14°C, peso e dieta
individualmente ndo tenham sido preditores significativos do gasto energético.
Considerando o gasto energético no periodo escuro, o modelo também foi significativo
(F =5,85; p=0.005, R2 ajustado = 0.387), tendo a dieta sido um preditor independente
do gasto energético (F = 9,66, p = 0,006). Nesse periodo, a dieta hiperlipidica associou-

se a aumento do gasto energético em 0,040 kcal/h (p =0,013) em relacdo a dieta controle.

4.5. EFEITO DA EXPOSICAO AO FRIO DURANTE O PERIODO DE
DESENVOLVIMENTO SOBRE O TECIDO ADIPOSO

4.5.1. Caracteristicas histologicas

Foram avaliadas as caracteristicas histologicas do tecido adiposo branco
subcutaneo inguinal e tecido adiposo marrom interescapular dos camundongos fémeas e
machos expostos ao frio 8-14°C ou a 25°C. A avaliagdo qualitativa dos cortes histologicos
indicou diferenca entre os tecidos, indicando redugdo do tamanho das goticulas lipidicas
no tecido adiposo marrom interescapular de machos e fémeas expostos a 8-14°C, quando
comparados aqueles mantidos a 25°C (Figura 14A). No tecido adiposo branco inguinal,
foi observado aumento do numero de adipdcitos multiloculares, consistentes com

adipocitos bege, em machos e fémeas (Figura 15B).
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Figura 14. Caracteristicas histologicas do tecido adiposo marrom interescapular (A) e branco inguinal (B)
de camundongos fémeas e machos dos diferentes grupos experimentais. Amostras representativas de um
animal por grupo experimental, na 8" semana de vida (PND50) coradas com hematoxilina e eosina.

Aumento de 60X e escala de 50 micrometros.
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4.5.2. Expressao do marcador termogénico UCP1

A andlise da expressdo relativa do RNA mensageiro do gene que codifica a UCP1
permite inferir alteragdes transcricionais associadas a adaptacdo térmica em diferentes
depositos adiposos. Neste contexto, avaliamos a expressao relativa de UCP1, normalizada
pelo gene de referéncia 36B4, no tecido adiposo marrom e no tecido adiposo branco
inguinal de machos e fémeas expostos ao frio (8—14 °C) ou mantidos a 25 °C, ao final do
periodo de exposicao ao frio.

No tecido adiposo marrom, a expressao relativa ao UCP1 foi significativamente
maior nos animais expostos ao frio (§—14 °C) quando comparados aqueles mantidos a 25
°C) (Figura 15A). Nos camundongos machos, a exposi¢ao ao frio resultou em aumento
significativo da expressdo de UCP1 em relagdo ao grupo a 25 °C (p = 0,0159). De forma
semelhante, nas fémeas, observamos um aumento significativo da expressao de UCP1 no
grupo exposto ao frio em comparagdo ao grupo mantido a 25 °C (p = 0,0357). O mesmo
perfil foi observado no tecido adiposo branco inguinal (Figura 15B), embora a inducao

da expressdao de UCP1 tenha sido superior nas fémeas expostas ao frio em rela¢do aos

machos.
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Figura 15. Expressdo génica de UCP1 dos camundongos expostos ao frio (8—14 °C) ou mantidos a 25°C.
Expressdo génica relativa de UCP1, normalizada pelo gene de referéncia 36B4, no tecido adiposo marrom
(TAM) e no tecido adiposo branco (TAB) inguinal de machos e fémeas mantidos em 25 °C ou expostos ao
frio 8-14 °C, na 8" semana de vida (PND50). Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da
média, com pontos individuais representando cada animal. Utilizado o teste de Mann—Whitney. A exposicao
ao frio aumentou significativamente a expressdo de UCP1 em machos (p = 0,0159) e fémeas (p = 0,0357)
quando comparados aos respectivos grupos suspensos a 25 °C. No tecido adiposo branco inguinal,
observou-se aumento significativo da expressao de UCP1 nos animais expostos ao frio, tanto em machos
(p = 0,0476) quanto em fémeas (p = 0,0159), em comparacdo aos grupos mantidos a 25°C. N = 3-5
animais/grupo experimental.
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5. DISCUSSAO

A exposicao ao frio durante periodos criticos do desenvolvimento, como a
infancia, podem representar um estimulo relevante em uma fase caracterizada por elevada
plasticidade metabolica e estrutural dos tecidos (Yu et al., 2019). As evidéncias indicam
que os estimulos ambientais nesse periodo podem exercer efeitos sobre a organizacgdo e a
funcdo de diferentes compartimentos adiposos, especialmente o tecido adiposo marrom e
o tecido adiposo branco com potencial termogénico (Yu et al., 2019). Dessa forma, ¢
plausivel que a exposi¢ao ao frio nessas janelas possa, ndo apenas induzir respostas
adaptativas imediatas, mas também influenciar a programagdo metabdlica em longo
prazo, modulando a capacidade de ativacdo termogénica, balango energético e a resposta
aos desafios metabolicos na vida adulta (Hoffman et al., 2017).

Considerando que o periodo de desenvolvimento representa uma janela critica,
estimulos adversos nessa fase podem resultar em consequéncias metabdlicas que se
estendem ao longo da vida (Yoneshiro et al., 2025). Entre esses estimulos, a composi¢ao
da dieta, especialmente dietas com elevado percentual de gordura, tem sido associada a
alteragdes precoces no metabolismo energético, favorecendo o aumento da adipogénese
e a expansdo de depdsitos de tecido adiposo, o que pode contribuir para maior acimulo
de gordura corporal na vida adulta (Ghaben & Scherer, 2019). Destaca-se entdo a
vulnerabilidade do organismo em desenvolvimento a fatores ambientais capazes de
direcionar o fendtipo metabolico para um perfil mais propenso ao ganho de peso e aos
disturbios metabolicos.

Em contraste, estratégias de manejo durante essas janelas sensiveis emergem
como potenciais moduladores da homeostase metabolica em longo prazo, uma vez que
estimulos adequados podem atenuar ou redirecionar essas adaptacdes (Yoneshiro et al.,
2025). Assim, € possivel que intervengdes como a exposi¢do ao frio, que representa o
principal estimulo fisioldgico para a ativacdo de tecidos adiposos com funcao
termogénica, possam atuar de forma protetora, contribuindo para a formagao de um perfil
metabdlico mais eficiente e, consequentemente, para uma menor suscetibilidade ao
desenvolvimento de obesidade na vida adulta (Neri et al., 2023; Yoneshiro et al., 2025).
Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar o impacto metabolico,
na vida adulta, da exposi¢ao ao frio durante o periodo de desenvolvimento.

Assumindo o controle de varidveis maternas que poderiam interferir na

programacao metabodlica da prole e atuar como potenciais fatores de interferéncia na
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interpretagao dos resultados, realizamos o acompanhamento do peso corporal das fémeas
parentais (FO) ao longo do periodo gestacional, com o intuito de avaliar possiveis
alteracdes associadas as condigdes experimentais. Nao foram observadas diferencas
significativas no ganho de peso durante a gestacdo das fémeas posteriormente alocadas
para exposic¢ao ao frio com a prole ou mantidas a 25°C. Esse achado ¢ relevante, uma vez
que alteragdes metabodlicas maternas durante a gestagdo, incluindo variagdes no ganho de
peso, podem impactar o desenvolvimento fetal e influenciar o metabolismo da prole de
forma independente dos estimulos aplicados no periodo pos-natal (Godfrey et al., 2017;
Wen et al., 2025). Assim, a auséncia de diferencas no ganho de peso materno permite
inferir que eventuais alteracdes observadas na prole ao longo do estudo ndo foram
decorrentes de fatores relacionadas ao metabolismo materno durante a gestagdo,
reforgando que os efeitos identificados podem ser atribuidos, de maneira mais direta, a
intervengdo proposta no estudo (Godfrey et al., 2017; Wen et al., 2025).

Dados de estudos prévios indicam que a exposi¢ao ao frio em periodos precoces
do desenvolvimento pode influenciar beneficamente o tecido adiposo termogénico na
vida adulta. Em estudo anterior envolvendo humanos (Yoneshiro et al., 2025),foi
observado que a concepcao durante estagdes frias esta associada a presenga de maior
atividade do tecido adiposo marrom, termogénese adaptativa, aumento do gasto
energético total diario e menor indice de massa corporal e acimulo de gordura visceral
na vida adulta. Ou seja, a exposi¢ao ao frio na fase de célula germinativa e embrido, um
periodo critico do desenvolvimento, pode impactar a fisiologia do tecido adiposo
termogénico em etapas posteriores da vida. Essas descobertas sugerem que o destino
metabolico do tecido adiposo marrom e a suscetibilidade a doencas metabdlicas sdo pré-
programados em fases precoces do desenvolvimento, e podem envolver fatores
epigenéticos modulados pelo frio (Yoneshiro et al., 2025).

De forma semelhante, porém abordando outra influéncia a ambiental sobre o
tecido adiposo termogénico, um estudo pré-clinico (Yu et al., 2019) demonstrou que a
nutricdo com leite materno, rico em lipideos do tipo alquilglicerois, que sustenta o
desenvolvimento do tecido adiposo bege (AdBe) na prole, podendo compreender o
mecanismo pelo qual o aleitamento materno esta associado a protecao contra obesidade,
embora esse aspecto nao tenha sido explorado no estudo de Yu et al. (2019).

Os achados do impacto de influéncias ambientais em periodos criticos do
desenvolvimento sobre o tecido adiposo termogénico, no entanto, sugerem que essas

influéncias possam de fato apresentar impacto sobre a saide metabodlica na vida adulta.
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Para testar essa hipdtese, camundongos C57BL/6 machos e fémeas foram expostos, entre
0 10° e 0 56° dia de vida, ao frio (8-14°C) e comparados aqueles mantidos a 25°C quanto
a diversos desfechos metabdlicos. O periodo de exposicdo compreende o periodo de
desenvolvimento do camundongo, que ¢ considerado um adulto jovem com cerca de 8
semanas de vida.

Os dados obtidos de peso corporal da prole ao longo do tempo indicaram que a
exposic¢do ao frio durante o periodo de desenvolvimento promoveu uma diminui¢io do
ganho de peso, independentemente da dieta, nos machos, e nas fémeas alimentadas com
DHL. Nos machos mantidos a 25°C e alimentados com DHL, foi observado aumento
progressivo e mais acentuado do peso corporal ao longo das semanas, quando
comparados aos machos submetidos a mesma dieta, porém, expostos ao frio. Essa
diferenca tornou-se maior por volta da 12* semana de vida, periodo no qual as curvas de
peso passaram a divergir de forma consistente, mantendo-se diferentes até¢ o final do
acompanhamento. Tal achado sugere que a exposi¢do ao frio reduz a eficiéncia da DHL
em promover aumento do peso corporal. Embora seja bem estabelecido que a exposi¢ao
ao frio promove reducdo do aumento do peso em resposta 8 DHL (Cohen & Kajimura,
2021; Ikeda & Yamada, 2020; Kajimura et al., 2010; Kazak et al., 2015), para nosso
conhecimento até o momento a influéncia de exposi¢ao anterior ao frio ndo havia sido
investigada sobre o peso corporal.

Em relagdo as fémeas, ndo observamos efeito da exposicao anterior ao frio sobre
o peso naquelas alimentadas com DC, embora tenha sido observado menor ganho de peso
naquelas expostas ao frio durante o desenvolvimento e alimentadas com DHL em relag¢do
aquelas mantidas a 25°C e alimentadas com a mesma dieta. Destaca-se, ainda, que o efeito
da DHL em promover ganho de peso nas fémeas mantidas a 25°C foi menos acentuado e
mais tardio que o observado nos machos. Esse resultado ¢ compativel com dados de
estudos prévios, que indicam que as fémeas apresentam menor suscetibilidade a
obesidade induzida por dieta, efeito frequentemente atribuido a acdo dos hormonios,
principalmente o estrogénio (Mauvais-Jarvis, 2011, 2015; Mo et al., 2025). Os hormonios
exercem papel importante na regulagdo do balango energético, favorecendo maior
oxidagdo de substratos, melhor sensibilidade a insulina ¢ menor acumulo de tecido
adiposo, o que pode explicar o menor impacto das diferencas observadas entre os grupos
de temperatura nas fémeas (Barros & Gustafsson, 2011; Mauvais-Jarvis, 2011, 2015).

Os resultados do presente estudo indicam, ainda, que a exposi¢do ao frio nao

impede completamente o ganho de peso, mas atua como um fator modulador do peso,
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diminuindo o desenvolvimento do fenotipo obesogénico induzido pela DHL em machos
e fémeas. Esses dados sugerem que, em consisténcia com a hipdtese do estudo, a
exposi¢do ao frio durante periodo critico do desenvolvimento ¢ capaz de modular a
homeostase metabolica de forma a influenciar a trajetéria do peso corporal ao longo da
vida.

Padroes de obesidade e distirbios metabolicos induzidos por dieta em
camundongos sdo frequentemente utilizados para explorar os mecanismos
fisiopatologicos relacionados a obesidade, resisténcia a insulina, dislipidemia e
intolerancia a glicose (Hariri & Thibault, 2010). Dentre os tipos de dietas mais
comumente utilizadas, destacam-se a DHL, que em geral contém entre 30% e 60% de seu
conteudo caldrico derivado de lipidios. Esse padrio dietético replica elementos do estilo
de vida humano moderno e induzem mudancas metabolicas graduais, como aumento do
peso corporal, aumento da gordura visceral, elevagdo dos niveis de glicose e insulina no
sangue, além de alteragdes no perfil lipidico (Hariri & Thibault, 2010; Longo et al., 2019;
Lustig et al., 2022; Swinburn et al., 2011). A adogdo dessas dietas possibilitou que o
presente estudo estivesse mais controlado em relagdo a influéncia de fatores ambientais
na defini¢do do risco de doengas metabdlicas (Longo et al., 2019; Lustig et al., 2022;
Swinburn et al., 2011).

Considerando que a DHL estd associada a alteragdes no perfil glicémico e a
reducdo da sensibilidade a insulina, nosso estudo também avaliou a influéncia da
exposi¢ao anterior ao frio sobre esse desfecho induzido pela dieta. Nas fémeas, ndo foi
observado efeito da DHL ou da exposicao ao frio sobre a tolerancia a glicose. Esses
achados sdo compativeis com a menor sensibilidade das fémeas a distarbios metabdlicos
induzidos por dieta. Além disso, o TTG foi realizado em um periodo (15 semanas de vida)
em que ndo havia sido detectado aumento do peso induzido pela DHL, que foi observado
somente em idade posterior nas fémeas. Em contrapartida, nos machos, a exposi¢do ao
frio promoveu alteragdes mais evidentes na resposta glicémica. Embora as curvas do teste
de tolerancia a glicose nao indiquem diferengas marcantes em todos os pontos, a analise
da area sob a curva revelou que a DHL foi capaz de promover piora da tolerancia a glicose
somente em machos previamente expostos ao frio, porém nao naqueles mantidos a 25°C.

Esses dados contrastam com o de estudo prévio (Neri et al., 2023), em que
camundongos C57BL/6 foram mantidos a 22°C ou 30°C do nascimento até a 8" semana
de vida e analisados posteriormente quanto ao gasto energético e resposta a dieta

hiperlipidica. Foi observado que a exposi¢do anterior a 22°C ndo modificou o gasto
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energético a 30°C, embora o tenha aumentado na vigéncia de exposi¢ao ao frio de forma
mais acentuada que nos animais mantidos desde o nascimento em termoneutralidade. Nao
houve também influéncia da exposi¢ao a 22 ou 30°C sobre o ganho de peso e tolerancia
a glicose em resposta a DHL, embora a glicemia de jejum dos camundongos previamente
expostos a 22°C tenha sido inferior a daqueles mantidos a 30°C (Neri et al., 2023). Embora
o protocolo de exposi¢ao ao frio e o tempo de dieta hiperlipidica tenha sido diferente no
presente estudo, os resultados sdo inesperados considerando o menor ganho de peso dos
animais previamente expostos ao frio, podem ser devidos a tendéncia de menor area sob
a curva do TTG de camundongos machos expostos previamente ao frio e alimentados
com dieta controle, embora ndo significativa. Apesar da alteracdo da tolerancia a glicose
nos animais expostos ao frio durante o periodo de desenvolvimento, nao foi observada
mudanga na sensibilidade a insulina, sugerindo que o aumento da glicemia em resposta a
DHL nao tenha tido como mecanismo a resisténcia a insulina. Em conjunto, esses
resultados indicam que a exposi¢ao ao frio modula de forma distinta o metabolismo da
glicose em machos e fémeas, com efeitos mais pronunciados nos machos.

Foi avaliado, também, o gasto energético na vida adulta. Para interpretar
corretamente os dados de gasto energético de camundongos, € necessario realizar uma
analise cuidadosa e apropriada, com sistema analise de monitoramento constante. No
presente estudo, os dados obtidos foram por meio do CLAMS (Comprehensive Lab
Animal Monitoring System). O sistema utiliza o principio da calorimetria indireta para
estimar o metabolismo energético a partir das trocas gasosas (Meyer et al., 2015). Nesse
sistema, sao medidos continuamente o consumo de oxigénio (VO2) e a producdo de
dioxido de carbono (VCO:), razdo de troca respiratoria (RER), variaveis que refletem as
taxas metabolicas do animal ao longo do tempo. A partir delas, o gasto energético total ¢
calculado, permitindo a expressdo dos resultados em kcal por unidade de tempo, com
possibilidade de normalizacao pela massa corporal ou massa magra (Meyer et al., 2015).
Algumas abordagens fazem a comparagdo direta de valores nao corrigidos (kcal/h), a
corre¢do pela massa magra, a correg¢do pelo peso corporal, a corre¢do pelo peso corporal
elevado a poténcia de 0,75. Entretanto, ¢ atualmente consenso na literatura que os
resultados devem ser expressos em kcal por unidade de tempo, sem normalizagio para a
massa corporal, e a massa corporal considerada como covaridvel em andlise de
covariancia (ANCOVA) (Kleinert et al., 2018).

Nossos resultados indicaram que a exposi¢do ao frio durante o desenvolvimento

ndo modifica o gasto energético na vida adulta em machos e fémeas alimentados com DC
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ou DHL. Dessa forma, os dados contrastam com aqueles derivados de andlise do
metabolismo energético na vigéncia da exposi¢do ao frio, em que sdo observados ajustes
funcionais na utilizacdo de energia, possivelmente aumentando a eficiéncia da oxidagao
de substratos lipidicos e a captacdo de glicose, sem necessariamente se traduzir em
elevacao do gasto energético (Stanford et al., 2013).

Uma possivel explicagdo para a auséncia de aumento significativo do gasto
energético ¢ que a resposta ao frio depende da ativacdo do tecido adiposo termogénico,
tanto marrom quanto bege, bem como de mecanismos de termogénese sem tremores.
Esses processos promovem ajustes metabolicos relevantes, como maior captagdo e
utilizagdo de substratos energéticos, sem necessariamente se traduzirem em um aumento
global do gasto energético mensuravel por calorimetria indireta (Hariri & Thibault, 2010;
Kleinert et al., 2018), considerando-se, além disso, que a exposi¢ao ao frio foi realizada
em periodo anterior a andlise do gasto energético.

Além disso, pesquisas em pequenos mamiferos demonstram que a exposi¢ao
prolongada ao frio pode promover adaptagdes metabdlicas que compensam parte do
aumento inicial de termogénese, como alteragdo na oxida¢do de substratos, sem
necessariamente se traduzir em incremento continuo do gasto energético total mensurado
(Huo et al., 2022). Esse tipo de compensagao foi observado em estudos que, apesar de
apresentarem aumento de marcadores termogénicos como UCP1, ndo sofreram mudangas
proporcionais no gasto energético médio de longo prazo, possivelmente devido a ajustes
fisiologicos que equilibram o consumo energético e a manuten¢do da homeostase (Huo
et al., 2022). Além disso, protocolos de exposicao ao frio com intensidade ou duragdo
moderada podem nao ser suficientes para gerar um estimulo robusto de termogénese que
seja captado de forma significativa pelo sistema de medi¢do de calorimetria (van der Lans
et al., 2013).

Para verificar se houve alteracao no tecido adiposo mediante as exposigdes ao frio,
o tecido adiposo foi analisado ao final da exposi¢do ao frio. Constatamos que o tecido
adiposo marrom interescapular apresentou reducao do tamanho das goticulas lipidicas em
machos e fémeas expostos ao frio, o que sugere a maior atividade termogénica do tecido,
uma vez que, com sua ativacao, o processo de lipolise ocorre para utilizar os acidos graxos
como combustiveis e reduz o tamanho das referidas goticulas (Shamsi et al., 2021; Wen
et al., 2022). Em um estudo realizado por (Suchacki & Stimson, 2021), foi descrito que,

em contraste com o tecido adiposo branco, que armazena energia, o tecido adiposo
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marrom e adipdcito bege sao especializados na oxidacao de lipidios para produzir calor,
favorecendo para um tecido altamente ativo com menores depdsitos de gordura.

Além disso, foi possivel observar o processo de amarronzamento do tecido
adiposo branco inguinal de machos e fémeas em resposta a exposi¢ao ao frio,
caracterizado pela presenca de adipocitos multiloculares em conjunto com os adipocitos
uniloculares tradicionais do tecido adiposo branco. E bem estabelecido na literatura a
capacidade de o frio estimular, por diversos mecanismos, inclusive epigenéticos, o
aparecimento de adipocitos bege, termogénicos, no tecido adiposo branco (Cheng et al.,
2021; Holman et al., 2024).

Em consisténcia com as alteragdes histologicas no tecido adiposo, foi observado
aumento da expressdo de UCP1 nos dois depdsitos avaliados, em machos e fémeas
expostos ao frio, em compara¢do com aqueles mantidos a 25°C. Esse perfil transcricional
¢ compativel com um tecido metabolicamente mais ativo, capaz de aumentar a oxidagao
de substratos, especialmente lipidios, e de atuar como um importante captador de glicose
(Shamsi et al., 2021).

E importante ressaltar que o presente estudo possui algumas limitacdes que devem
ser consideradas na interpretacdo dos resultados. Primeiramente, embora o protocolo de
exposic¢ao ao frio tenha sido aplicado durante um periodo critico do desenvolvimento, ndo
foram realizadas andlises mecanisticas aprofundadas que permitissem elucidar os
processos moleculares ou epigenéticos envolvidos na possivel programagao metabolica
de longo prazo. Além disso, o gasto energético foi avaliado apenas na vida adulta e em
condi¢do basal, ndo sendo investigada a resposta aguda a um novo desafio térmico, o que
poderia revelar diferengas funcionais ndo detectadas pela calorimetria indireta em
temperatura ambiente. Outro ponto a considerar ¢ que o teste de tolerancia a glicose nas
fémeas foi realizado em fase em que ainda ndo havia manifestagdo clara do fenotipo
obesogénico induzido pela dieta, o que pode ter limitado a detec¢do de possiveis
diferencas metabolicas. Adicionalmente, apesar do controle do ganho de peso materno
durante a gestacdo, outros fatores maternos e ambientais ndo mensurados podem ter
influenciado a programacao metabolica da prole. Por fim, como se trata de um modelo
experimental em camundongos, a extrapolacdo direta dos resultados para humanos deve

ser feita com cautela.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo indicou que a exposi¢ao de camundongos C57BL/6 machos e
fémeas ao frio (8-14°C) durante o periodo de desenvolvimento (PNDI10-PND50)
promoveu:

. Reducdo do tamanho das goticulas lipidicas no tecido adiposo marrom
interescapular de machos e fémeas no PND50, em comparacdo com camundongos do
mesmo sexo mantidos a 25°C.

. Aumento da quantidade de adipdcitos multiloculares no tecido adiposo
branco inguinal de machos e fémeas, em comparacdo com camundongos do mesmo sexo
mantidos a 25°C.

. Aumento da expressdo do RNA mensageiro do marcador termogénico
UCPI no tecido adiposo branco inguinal de machos e fémeas, em comparagdo com
camundongos do mesmo sexo mantidos a 25°C.

. Menor ganho de peso em machos alimentados com DC ou DHL em
compara¢do com machos mantidos a 25°C.

. Efeito neutro sobre o ganho de peso em fémeas alimentadas com DC, em
comparagao com fémeas mantidos a 25°C.

. Menor ganho de peso em fémeas alimentadas com DHL em comparacao
com fémeas mantidos a 25°C.

. Piora da tolerancia a glicose de machos alimentados com DHL em relacao
aqueles também expostos ao frio e alimentados com a mesma dieta.

. Efeito neutro sobre a sensibilidade a insulina de machos alimentados com
DHL em relagao aqueles mantidos a 25°C e alimentados com a mesma dieta.

. Efeito neutro sobre a tolerancia a glicose de fémeas.

. Efeito neutro sobre o gasto energético.
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cognitivos na vida adulta”, SEI n° 23106.001016/2024-32, sob responsabilidade do(a) pesquisador(a) Angélica Amorim Amato,
(angelicamato@unb.br), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899,

de 15 de julho de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagcéo Animal - CONCEA.
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Coordenador da CEUA — UnB

*Este documento se restringe & avaliagao ética do projeto supracitado e néo substitui outras licengas e i que ps se facam
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Composicéo da dieta controle e da dieta hiperlipidica utilizadas no estudo in vivo

Quadro 2. Composicdo da dieta controle (AIN 93G).

Produto Quantidade (%) Quantidade (g/mL)
Amido de milho 39,75 4,80975
Caseina 20 2,42
Amido dextrinizado 13,2 1,5972
Sacarose 10 1,21
Oleo de soja 7 0,847
Celulose microcristalina 5 0,605
Mix mineral AIN 93G 3,5 0,4235
Mix vitaminas AIN 93G 1 0,121
L cistina 3 0,0363
Bitartarato de colina 0,25 0,03025
Butilhidroxitolueno (conservante) 0,0014 0,000169
Quadro 3. Composicao da dieta hiperlipidica.
Produto Quantidade (%0) Quantidade (g/mL)
Amido de milho 35,35 4,27735
Caseina 20 2,42
Amido dextrinizado 10 1,21
Sacarose 10 1,21
Oleo de soja 4 0,484
Banha 10,6 1,2826
Celulose microcristalina 5 ,0605
Mix mineral AIN 93G 3,5 0,4235
Mix vitaminas AIN 93G 1 0,121
L cistina 0,3 0,0363
Bitartarato de colina 0,25 0,03025
Butilhidroxitolueno (conservante) 0,005 0,000605
Corante azul 0,005 0,000605




