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Estressores ambientais:
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Transicao da vida
intra-uterina para
extra-uterina

Exposicao de oocitos e | y )
embrides a subnutrigdo ALTERAGOES NO
materna DESENVOLVIMENTO DO

EIXO HPA FETAL,
crescimento adrenal,
parto prematuro, aumento
dos niveis de cortisol

basal




INTRODUCAO »

I Subnutricao periconcepcional |

Alteracoes
epigenéticas

cez| [ 4 IGF2R |
| 3 |

’ Expresso paternalmente |

| Expresso maternalmente |




INTRODUCAO »

I Regiao codificadora |

| Lugar onde se ativam os genes I

| Regiéo diferentemente metilada I

Diferenca no nivel de metilacao define qual gene e expresso

| METILAGAO |
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INTRODUCAO 4

RDM é metilada — expressa IGF2
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Nao-metilada — expresséao de IGF2 e reprimida pela ativacao
do H19
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OBJETIVOS

“Testar a hipotese de que a
subnutricao no periodo
periconcepcional de ovelhas resulta
em um aumento do crescimento e da

capacidade esteroidogénciada
adrenal e em uma alteracao
epigenetica no IGF2 e IGF2R

da adrenal da prole.”




23 ovelhas doadoras
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> Ragio peletizada, 9,5 Mj/Kg, 120g/kg de |
proteina bruta, 90,6% de materia seca
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MATERIAIS E METODOS
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Regime Nutricional
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Inseminacao Artificial e Coleta de Embrioes

Coleta por
lavagem, através
de laparoscopia,
6-7 dias apés a lA

IA por
laparoscopia

Armazenagem a
38,5°C em um oviduto
sintético

Transferéncia dos
embrides para as ovelhas
receptoras NO MESMO
DIA




MATERIAIS E METODOS %
Transferéncia de Embrioes

1 EMBRIAO

100% EM Dieta Controle (100% EM) PARA CADA
<> OVELHA

Ovelhas
Receptoras (n=62)

TAXA DE

TAXA DE
NATALIDADE

PRENHEZ

CC, 69%

CR, 63%

HR, 81% HR, 81%

pannd
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MATERIAIS E METODOS &

Coleias Sanguineas




MATERIAIS E I\/IETODOS
Resposta ao Esiresse

29 cordeiros
(12 sem. de idade)

Privacéao
Alimentar

45/60 min.

Coleta
Cateterismo Sanguinea
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MATERIAIS E METODOS &4

PCR em tempo real

::> Extracao do RNA j‘> Sintese de cDNA por
RE NA”:' (reagente TRIZOL) transcrigcao

reversa (Sobrescrito )

I 11-hidroxiesteréide desidrogenase (HSD) 2 | | receptor glicocorticéide (GR)

I receptor de ACTH (MC2R) | Icitocromo P-450 17-hidroxilase (CYP17)

'3gHsD | |TeFp1 | |16F1| |IGFIR | | I1GF2 | |IGF2R|

ali .Gene
goftwaré de Analisé Q-Ge



MATERIAIS E METODOS [$F

Analise de meitilagao

IGF2 |

IGF2R |

|Enzimas de restricao |

| Primers especificos |




Regime Nutricional

Superovulacdo Transferéncia de Embrides

Y

Apds a morte

f I Gestagéo I i
R 1
4 meses ' T o d50-7 Nascimento Cordeiros com 4
HH I I meses de idade
Ab lib ! I
: : 100% ME
HR ', I
Ab lib ! I 100% ME
! 70%ME .
ce : :
100% ME , : 100% ME
| |
CR | |
100% ME L I_ 100% ME
" 70%ME

Ovelhas doadoras

Ovelhas receptoras
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MATERIAIS E METODOS

Statistical Package for the Social
Sciences (version 17.0; SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA) /
¥ ’ e ¢ /

STATA10: Data Analysis and Statistical Software
para medidas repetidas (Stata- Corp LP, College
Station, TX, USA)
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e
> ANOVA (analise of variance)
. One-way ANOVA

Two-way ANOVA
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ANOVA (para medidas repetidas):

Efeito do regime nutricional sobre os pesos e 0sS 9

ECCs das ovelhas doadoras »
/S W - v w 7™ » .

ONE-WAY ANOVA %

Comparacdo -da taxa de prenhez, da taxa de j;

natalidade entre 0s grupos Gl 1

: e %
TWO-WAY ANOVA

Efeito do regime nutricional e do sexo no peso dos
cordeiro ao nascer, peso corporal e peso das
adrenals aos 4 meses de idade, no cortisol
plasmatico, na concentracdo de ACTH em resposta
ao estresse, e na expressdao de mRNA nas glandulas

adrenais.
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RESULTADOS » 8

Peso das ovellhas doadoras e recepioras

Fig. 01) Peso (em Kg) das ovelhas doadoras, 1 més antes da concepc¢éao.
(P<0,001)

Ovelhas doadoras Peso (kg) més antes da
concepcéao

CC (n=6) 58,8+1,1
CR (n=6) 58,8+1,0

HH (n=6) 72.7%2.6

HR (n=5) 73,0+1,4

Doadoras — antes do inicio do regime de alimentacéo:
NAO APRESENTOU DIFERENCA SIGNIFICATIVA



RESULTADOS » 8

Fig. 02) Ganho de peso (em Kg) das ovelhas durante o periodo
experimental (P< 0,001)

Ovelhas doadoras dos Ganho de peso (kg)
grupos

CC (n=6) 6,2+0,8
CR (n=6) 3,240,9

HH (n=6) 17,6%0,8

HR (n=5) 13,7+0,8




RESULTADOS

”UP———

Fig. 03) ECC das doadoras de 1 més antes da concepcao até a
transferéncia dos embrides, 6-7 dias ap6s a concepc¢ao. (P<0,001)

Ovelhas doadoras
CC (n=6)

CR (n=6)
HH (n=6)
HR (n=5)

ECC (escalade 1ab)
3.13*0.09 a
3.00 £ 0.06 a
4.08+0.08 b
435%20.10c



RESULTADOS

cordeiros

Fig. 04) Duracao da gestacao nos diferentes grupos de tratamento
nutricional

GRUPO CC (n=7) CR (n=10) HH(n=12) HR (n=12)

Duracao da 149,7%0,7 150,1%0,4 150,8%0,3 | 150,5*0,6
Gestacéo (d)

Tratamento Nutricional X Duracao da Gestacao




RESULTADOS

Fig. 05) Relacdo entre o peso de machos e fémeas, ao nascer e aos 4 meses

| MACHOS (n=21) | FEMEAS(n=20) | P ____

peso ao nascer (kg) 6,1+0,1 5,2%0,1 P<0,001

peso aos 4 meses (kg) 33,6%0,7 30,0%0,5 P=0,001

Peso relativo da adrenal

ﬁ ﬂ

__se0 Xpeso daarena



RESULTADOS v

Conceniracoes de ACTH plasmatico

(—)

Fig. 06) Concentracoes

" o plasméaticas de ACTH (em

EZ73 CR pg/ml) na semana 1 e na

1 HH semana 3-8 apos 0

120 T HR nascimento nos cordeiros,
I I T CC CR, HH e HR. (P<0,01).
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Concentracdo de ACTH plasmaético (pg/ml)
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RESULTADOS 4

Conceniracoes de coriisol plasimatico

160 -
Fig. 07) Concentracdes

3 cc plasmaticas de cortisol

CR (em nmol/L) na semana

120 - =] HH 1 e na semana 3-8 apos
]: HR 0 nascimento  nos

]: cordeiros, CC CR, HH e

HR. Sobrescritos

a0 4 . . .
diferentes, incluindo a e

b denotam o0s grupos
de tratamento que sao
40 - b si_gnificativamente_

diferentes entre si, em

Concentracdo de cortisol plasmatico (pg/ml)

concentracdes de
ﬁa cortisol plasmético (P
0 : : < O, 0 1) :

semanal semana3- 8



RESULTADOS v

Cortisol plasmatico e resposta ao estresse na 122
semana

200 - Fig. 08) Concentracéo de cortisol
plasmatico em resposta ao
estresse dos cordeiros na 122
semana, nos grupos CC, CR, HH
e HR. Os sobrescritos (a, b, ¢)
denotam grupos de tratamentos
que foram

160 4

NOB(
5298

120 4

Concentragao de cortisol plasmatico (nmol/L

b significativamente diferentes uns
0 > dos outros em cordeiros fémeas,
? mas nao em cordeiros machos
40 - a ab (P<0,05).
100 Nolle
0 by ’ -y
Fémeas Machos

Tratamento /sexo ) Cortisol plasmatico




RESULTADOS v

ACTH plasmatico em resposta ao estresse na 122
semana

i — Fig. 09)
€273 CR Concentracao de
_ % :: ACTH plasmatico
em resposta ao
40 - estresse dos
I I . cordeiros na 122

semana

20 +

Concentracdo de ACTH plasmatico (pg/m)
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Fémeas Machos

Tratamento /sexo ACTH plasmatico




RESULTADOS v

Efeito da nuiricdo, no periodo periconcepcional, na
expressao de mRNA de IGF1 na glandula adrenal

IGF1 adrenal : RPLPO

1LOS A
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0.00
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CcC HH HR

Fig. 11) Expresséao de
MRNA de IGF1
adrenal nos
cordeiros (P<0,05)



RESULTADOS v

Efeito da nuiricdo, no periodo periconcepcional, na
expressao de mRNA de IGF1R na glandula adrenal

Fig. 12) Expresséo
de mRNA de IGF1R

T adrenal nos
cordeiros (P<0,05)

T

.......

nal : RPLPO

M\\\\g

Subnutricao e/ou restricao alimentar IGF1 adrenal



RESULTADOS &

Efeito da nuiricdo, no periodo periconcepcional, na
expressdo de mMRNA de IGF2 ha glandula adrenal

Fig. 13) Expressao de mRNA de IGF2 adrenal nos cordeiros (P<0,05)

%

%-&\\\\\\\\Q—ﬁ IR



RESULTADOS v

Efeito da nuiricde ne periedo periconcepcional na
metilacdo do IGF2/H19 adrenal e metilacdo de

IGF2R

100 -

Metilacdo na DMR de IGF2/H19 (%)

g0

— o

60

40 4

20 4

ab

[Jcc
E£Z4 CR
1 HH
24 HR

1
cC

L]
HH

i
HR

Fig. 14) Percentual
de metilagcdo na
DMR do gene
IGF2/H19 (P< 0,05)



RESULTADOS

Fig.15) Percentual de metilacdo da DMR do gene IGF2R

100 4

80 -

60 -

40 -

20 -

Metilacdo de IGF2R na DMR (%)

cC CR HH HR



DISCUSSAO

RESTRICAO DE CONSUMO DE ENERGIA NO PERIODO
PERICONCEPCIONAL, EM OVELHAS COM SOBREPESO OU OBESAS

4
J . A
Iy, ﬁ crescimento adrenal em machos e fémeas

z
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4w

f{ 2% ﬂ resposta do cortisol ao estresse em fémeas
A1




SUPERNUTRICAO OU SUBNUTRICAO MATERNA NO PERIODO
PERICONCEPCIONAL:
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X Duracao da gestacao
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! X Ativacao pré-parto mais cedo do eixo HPA fetal
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DISCUSSAO

PESO DA ADRENAL
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‘ ‘ em cordeiros com 4 meses
@A aty

- expostos a subnutricdo no periodo periconcepcional
- nascidos de ovelhas normalmente nutridas




DISCUSSAO

AUMENTO DO PESO DAS ADRENAIS, NOS GRUPOS CR e HR

! \ﬁ expressédo de mRNA de IGF2 adrenal

& Vv
Y M
/TS nivel de metilagdo dos genes IFG2/H19
N
= *IGF2 € expresso nas células esteroidogénicas

60 dias ap0s a gestacao

*IGF1 e IGF2 sdo mitdogenos para as células
adrenais

Em cordeiros com crescimento fetal restrito:

L)
S @:%
= ~ \ ==
4 ﬂ expressao de IGF2 adrenal e
L Gha ! - »
/ peso das adrenais R ™
=& o ‘

*GF2 adrenal (in vivo) inibe o crescimen



DISCUSSAO

EXPOSICAO DO EMBRIAO, FETO OU RECEM NASCIDO A CONDICOES
AMBIENTAIS ADVERSAS

/ Alteracao no desenvolvimento do eixo HPA

N

Alteracao das respostas ao estresse na prole

w

- O crescimento da adrenal (atravées da mudanca no
estado epigenético de IGF2) desencadeia alteragoes da B
resposta do HPA ao estresse




DISCUSSAO

EXPOSICAO DO EMBRIAO AO AMBIENTE NUTRICIONAL IN VITRO

/ Cfﬂ metilacao de IGF2R
=

/ #@ expressao de mRNA de IGF2R nos tecidos fetais
=&

Nas glandulas adrenais dos cordeiros CR e HR

NAO HOUVE mudancas nos padrdes de metilacdo ou na
expressao de IG2R

HOUVE uma relacao direta entre os niveis de expressao de IGF2 e
MRNA de IGF2 adrenal (o que nao ocorreu nos cordeiros CC e HH)

— |lexpressao de mRNA de IGF2 (abaixo da limiar de expressaq) ., .

— |expressédo de IGF2R T i 3



DISCUSSAO

EXPOSICAO DO OVOCITO e/ou EMBRIAO A SUPERNUTRICAO
MATERNA NO PERIODO PERICONCEPCIONAL (HH)

J ~ p .
o ﬁ expressao de IGF1 adrenal, apds o nascimento

-

— NAO foi associado com o aumento do peso da adrenal

*IGF1 em fetos estimula o aumento no
peso das adrenais




DISCUSSAO

NOS GRUPOS CR e HR

— Massa adrenal aumentada

apesar disso

l

[ ] ACTH/cortisol basal plasmatico, ndo foram maiores em
comparacao aos grupos CC e HH

EM FEMEAS

* Diferenca no tempo de respostado

'7; p
& cortisol ao estresse

J . , .

ek [ ] cortisol plasmatico _
et

m ~
/ V% NAO houve umaresposta maior do
¢ ACTH ao estresse

-

-
‘e




DISCUSSAO

M FEMEAS (CR e HR)

resposta do cortisol ao estresse —

NAO fol associado a expressao aumentada de
MC2R, 3BHSD, CYP17, GR ou 11BHSD2

!

massa adrenal

— mudanca no estado epigenético de IGF2 adrenal -

5
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resposta esteroidogénica adrenal ao estresse —
N
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DISCUSSAO

DIFERENCA DO SEXO NA REGULACAO DO EIXO HPA

AN

. Estrogénio
By g ||

gt

= Androgénio
A V4

) Em fémeas, a producao de cortisol basal
:ﬁ € menor, enquanto que a resposta do
cortisol ao ACTH, é maior

ativacao do eixo HPA ao estresse induzido

ativacao do eixo HPA ao estresse induzido

Em fémeas, a resposta adrenal e esteroidogénica*, € aumentada

*devido a diferencas nas ultimas fases da esteroidogénese




CONCLUSAO

O estudo fornece evidéncias de que a restricao
alimentar no periodo imediatamente antes e
ap0s a concepcao, resultaram em crescimento
adrenal nos machos e nas fémeas, e
crescimento da resposta ao estresse parao
cortisol em fémeas de 3-4 meses de idade.
Essas mudancas sao associadas a
alteracOes epigenéticas do gene
IGF2, na glandula adrenal
do cordeiro.
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