ARTIGO DE REVISAO
Revista Portuguesa de Diabetes. 2017; 12 (4): 149-158 REVIEW ARTICLE

O papel do Espermatozoide na
Transmissao a Descendéncia do Risco

para Diabetes Mellitus®

The Role of Sperm in the Transmission to the Offspring of the Risk
for Diabetes Mellitus

PF. Oliveira'*#4, L. Criséstomo'?3#, M. Sousa?3, M.P Monteiro*®, P Macedo®’, ). Raposo®, M.G. Alves?3

1-i3S- Instituto de Investigacdo e Inovagdo em Saude, Universidade do Porto, Porto, Portugal.

2 - Departamento de Microscopia, Laboratério de Biologia Celular, Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar; Universidade do Porto, Porto, Portugal.
3 - Unidade Multidisciplinar de Investigagdo Biomédica (UMIB); Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar; Universidade do Porto, Porto, Portugal.

4 - Departamento de Genética, Faculdade de Medicina, Universidade do Porto, Porto, Portugal.

5 - Departamento de Anatomia, Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar, Universidade do Porto, Porto, Portugal.

6 - Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Nova, Lisboa, Portugal.

7 - Centro de Investigacdo de Doencas Crénicas (CEDOC), Lisboa, Portugal.

8 - Associagao Protetora dos Diabéticos de Portugal, Lisboa, Portugal.

Resumo

Fatores genéticos e epigenéticos surgiram como intervenientes principais a serem considerados quando se discutem as estatisticas pandémicas
da Diabetes Mellitus, e em particular da diabetes tipo 2. E amplamente reconhecido que uma méae com obesidade ou hiperglicemia sustentada
pode induzir uma reprogramacdo metabolica da descendéncia, que pode resultar no aumento do risco de desenvolver Diabetes. Pelo contrério,
a contribuicdo de um pai em condicdes semelhantes ndo é totalmente clara. O dogma classico de que os espermatozoides carecem de atividade
de transcrigdo ou que este processo é reprimido foi ja ultrapassado. Sabe-se hoje que os espermatozoides maduros contém elevadas quantidades
de RNAs codificantes e ndo codificantes. Por outro lado, nos homens com diabetes tipo 2, ocorre uma reprogramacao do perfil metabdlico do
esperma, alterando a assinatura epigenética que transmite a descendéncia. Embora existam novas evidéncias de que o esperma pode transmitir
assinaturas transgeracionais, o papel do pai no possivel desenvolvimento de doencas metabdlicas continua a ser matéria de debate. Aqui, discu-
timos o conhecimento atual sobre a transmissdo transgeracional do risco de Diabetes Mellitus através de mecanismos mediados pelo espermato-
zoide. Também é discutida a identificacdo de biomarcadores epigenéticos associados ao perfil metabdlico do pai e o possivel desenvolvimento de
doencas metabdlicas na descendéncia. Temos como objetivo discutir se a melhoria do estado metabdlico do pai no momento da concegdo podera
resultar na melhoria do fendtipo metabdlico da sua prole.
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Abstract

Genetic and epigenetic factors have emerged as main actors to be considered when discussing the pandemic statistics of Diabetes Mellitus, particu-
larly in relation to type 2 diabetes. It is well known and accepted that a maternal obesity or persistent hyperglycemia are associated with a metabolic
reprogramming of the offspring leading to increased risk for diabetes. Still, the contribution of similar conditions in the father are unclear. The classic
dogma that transcription activity is inexistent or repressed in spermatozoa has been challenged. It is now known that mature spermatozoa contain
high amounts of RNAs and non-coding RNAs. Type 2 diabetes in men leads to a reprogramming of the sperm metabolic profile influencing its epige-
netic signature. Although there is novel evidence that sperm may transmit transgenerational signatures, the role of the father as a possible conveyor
for the risk of development of metabolic diseases remains a matter of debate. Herein we discuss the current knowledge on the transgenerational
transmission of the risk for diabetes by spermatozoa-mediated mechanisms. We also discuss the identification of epigenetic biomarkers associated
with the metabolic status of the father related with possible development of metabolic diseases in the offspring. Finally, we aim to highlight that im-

provement of the metabolic status of the father at conception period may result in better offspring metabolic phenotypes.

Keywords: spermatozoa, transgenerational transmission, Diabetes mellitus risk, epigenetic biomarkers, metabolic diseases

> INTRODUGCAO

Os numeros pandémicos da diabetes mellitus tipo 2 tém
sido essencialmente associados aos habitos nutricionais
e de estilo de vida, os quais evoluiram num sentido ne-
gativo, associado ao aparecimento de disfuncoes meta-
bdlicas. Na verdade, é certo que o aumento crescente
do consumo de comidas ricas em acUcares e gorduras
saturadas, que tém palato mais atrativo e sdo mais eco-
némicas, contribui para elevar o risco de desenvolver
uma desregulacdo no metabolismo da glucose e insuli-
na. Outra estatistica importante releva que o nimero de
criancas, adolescentes e jovens adultos com diabetes ti-
po 2 ou obesidade estd a aumentar, o que significa que
ha uma tendéncia para que estas pessoas vivam com
mais tempo sob o efeito da doenca. Muitos problemas
silenciosos e ndo tao discutidos pela comunidade cien-
tifica, como a fertilidade destes individuos ou as conse-
guéncias da desregulagdo nos niveis de insulina e gluco-
se na qualidade do espermatozoide, enquanto veiculo
para a transmissdo de informacao genética, podem en-
contrar-se exacerbados. Dietas de elevado valor calérico
ou ricas em gorduras propiciam ndo sé um ganho de
peso, mas também promovem a hiperglicemia, hiperin-
sulinemia e dislipidemia em individuos predispostos.
Cada uma destas condig¢des per se conduz a um estado
inflamatorio crénico e a um aumento das taxas metabo-
licas na tentativa de atingir um ponto de homeostasia
metabdlica corporal, e que por sua vez pode ser exacer-
bada se houver uma combinacdo dos mesmos fatores. A
taxas metabdlicas elevadas esta associado um aumento
da producdo de espécies reativas de oxigénio, que pro-
vocam danos no DNA e proteinas, e que podem com-
prometer irremediavelmente as membranas celulares.
Isto é particularmente importante no caso do homem
uma vez que a qualidade e fisiologia dos espermatozoi-
des produzidos depende em particular do ambiente

metabdlico e do estado redox. As espécies reativas de
oxigénio sdo de extrema importancia para que o esper-
matozoide desempenhe as suas funcdes, participando
em processos essenciais como a capacitacao, hiperati-
vacao ou mesmo a rea¢ado acrossoémica.

Altera¢des no estado metabdlico do individuo interfe-
rem com a composi¢cao da membrana do espermatozoi-
de. As membranas destas células germinativas séo mui-
to ricas em acidos gordos polinsaturados, o que os torna
muito vulneraveis a espécies reativas de oxigénio. As-
sim, em condigdes de desregulacdo do metabolismo da
glucose que conduzam a um aumento na quantidade
de espécies reativas de oxigénio produzidas, ocorre a
oxidacao das membranas dos espermatozoides, o que
compromete o seu funcionamento e a informagao ge-
nética que pode ser transmitida para a geracao seguin-
te. Durante muito tempo este Ultimo tépico foi pouco
discutido. No entanto, nas Ultimas décadas este para-
digma mudou e, para além dos habitos alimentais e
comportamentais, tem sido demonstrado que existe
uma contribuicdo importante da genética e, particular-
mente, de fatores epigenéticos, os quais podem mesmo
ser transmitidos além de uma geragdo, no desenvolvi-
mento de doencas metabdlicas.

> EPIGENETICA: UMA DISCIPLINA EMERGENTE

De um modo simplista, embora conciso, é possivel defi-
nir epigenética como um mecanismo de controlo mole-
cular que resulta de mudancas na estrutura da cromati-
na, sem que ocorram alteragcdes na sequéncia do DNA.
Estes mecanismos medeiam a resposta gendmica a esti-
mulos externos, regulando o silenciamento ou ativagdo
de genes. Alteragdes epigenéticas podem induzir condi-
¢Oes patoldgicas em resposta a fatores externos, onde
se incluem o estilo de vida e 0 ambiente. Um dos meca-
nismos epigenéticos mais relevantes é a metilacdo do
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DNA, que altera a acessibilidade aos promotores dos
genes, e é mediado pelas DNA metiltransferases e de-
metilases, entre outros.

AlteracOes epigenéticas podem ocorrer igualmente nas
histonas. As modificagdes pds-translacionais das histo-
nas podem ser de ordem diversa, incluindo acetilagéo,
metilacdo, fosforilagdo entre outras. Essas modificacdes
resultam na alteracdo da cromatina e, como tal, na ativa-
¢do ou silenciamento de genes. Estes processos, embora
distintos, podem ocorrer simultaneamente. Assim, sabe-
se, por exemplo, que a acetilagdo de residuos de lisina
das histonas aumenta a acessibilidade da cromatina, ati-
vando a expressdao de genes. Contudo, o efeito final da
metilagdo de uma histona varia de acordo com o residuo
especifico metilado e o nimero de grupos metilo adicio-
nados. Estes processos de acetilagéo e desacetilacdao das
histonas sdo mediados por duas classes de enzimas de-
nominadas de histonas acetil-transferases e desacetila-
ses, respetivamente. Conclui-se entdo que a regulacdo
dessas classes de enzimas controla o nivel de acetilacao
das histonas e, por isso, regula a expressao génica.

Para além das alteracbes bioquimicas que medeiam a
modificacdo do DNA e histonas, os RNAs ndo codifican-
tes regulam também a expressdo de genes. Estes RNAs
ndo codificantes podem modificar a maquinaria de
biossintese, quer ao nivel pré como pos-translacional.
Embora o RNA tenha sido descoberto ha praticamente
150 anos, s6 em 2001 foi descrito que RNAs nao codifi-
cantes podem alterar a expressdo de genes O. Estes
RNAs ndo codificantes ndo sdo mais do que pequenas
sequéncias de RNA que silenciam a expressao de genes
quando se ligam as sequéncias correspondentes. No es-
permatozoide estdo descritos 3 tipos de pequenos RNAs
nao codificantes: os microRNAs (miRNAs), os piwiRNAs
(piRNAs) e pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs). Es-
ses tipos de RNAs sdo capazes de mediar caracteristicas
metabdlicas dos individuos. Por exemplo, miRNAs, e
também alguns RNAs nao codificantes longos (IncR-
NAs), tipicamente com menos de 200 nucleétidos, ja
mostraram estar envolvidos no desenvolvimento das
células B-pancreaticas, assim como na secrecdo e bios-
sintese de insulina @, sendo por isso sugerido que estes
RNAs possam ter um papel importante na definicdo do
perfil metabdlico. No entanto, é de referir que muitos
genes podem ser alvos da agdo de um Unico miRNA, e
um Unico gene pode ser alvo da agao de varios miRNAs.
De facto, os miRNAs sdo expressos diferencialmente no
tempo e em cada tecido, originando diferentes tipos de
RNAs funcionais. Eles recrutam DNA metiltransferases e
modificadores de histonas para os seus genes alvo e fa-
cilitam o looping entre promotor e acentuassomo
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(enhancer), o que promove a expressao dos genes ©.
Estes processos tém sido alvo de especial atengdo nos
ultimos anos, sendo que foi demonstrado o seu envolvi-
mento em diversas patologias. De facto, foi demonstra-
do que mecanismos epigenéticos estdo envolvidos na
expressao de genes associados a resisténcia a insulina
ou de insuficiéncia da mesma. Estes processos epigené-
ticos ndo sao exclusivos para a diabetes tipo 2. Foi, por
exemplo, reportado que a diabetes tipo 1tem uma taxa
de concordancia de 40% em gémeos monozigdticos, o
que sugere um papel relevante para os fatores ambien-
tais e/ou modificacbes epigenéticas ¥. Recentemente,
um estudo em linhas de linfécitos de gémeos monozi-
goticos, composto por 3 pares discordantes e outros 6
pares concordantes para a diabetes tipo 1, sugeriu que
anormalidades nos padrdes de metilacdo do DNA que
controlam a transcricdo de genes estdo envolvidas na
patogénese da doenca ©. Foram ja descritos genes her-
dados pelo pai que aumentam a predisposi¢do para a
diabetes tipo 1. A transmissé@o do alelo classe | de insuli-
na VNTR por parte do pai aumenta o risco de desenvol-
ver obesidade num fator de 1.8, enquanto que a trans-
missdo por parte da mae ndo apresenta esse efeito ©. A
andlise da transmissao desses alelos em 1316 familias de-
monstrou que a prevengdo pode ser conseguida num
efeito mediado apenas pela transmissdo através do pai
e ndo da mae ?, o que veio consolidar o possivel envol-
vimento do pai na transmissao de suscetibilidade ao de-
senvolvimento da doenca (Figura 1). Quando se consi-
deram os efeitos ambientais, torna-se imperativo
diferenciar aqueles que sao diretos, resultantes da pa-
ternidade, e que afetam a primeira geracao, dos que se
possam designar como multigeracionais ou transgera-
cionais. Um verdadeiro efeito transgeracional paternal
tem de se manifestar apos varias geracoes, sendo que
apenas a geracao original é sujeita ao stress que induziu
aalteragdo ®. Ou seja, a segunda geragdo, embora apre-
sente o efeito em estudo, tem de resultar de esperma
ndo exposto ao stress. A titulo de exemplo, estamos pe-
rante um efeito transgeracional se um individuo mani-
festar efeitos resultantes do stress ao qual o seu avo foi
exposto, mas cujo pai ndo foi exposto (Figura 1).

A epigenética transgeracional, que se refere a transfe-
réncia de marcas epigenéticas de uma geracdo para ou-
tra ou outras, € uma area de investigagdo em rapida ex-
pansdo e extremamente relevante para o estudo do
estabelecimento de diabetes mellitus, particularmente a
diabetes tipo 2. Inicialmente as assinaturas epigenéticas
eram descritas como sendo herdadas pelas células-fi-
Ihas durante a mitose, mas ja foi demonstrado que tam-
bém ocorrem quando os gametas se formam. O primei-
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Figura 1 - Transmissdo epigenética transgeracional paterna. Na geracdo original, o avo, o estilo de vida pode levar a uma condicdo de
desordem metabdlica, o que numa idade fértil refletira esse stress sobre o esperma produzido gravado no perfil epigenético. Na des-
cendéncia direta (filho), resultante do esperma que contém um perfil epigenético de predisposicdo a desordem metabdlica, essa pre-
disposicao pode nao se verificar se ndo ocorrer um ambiente propicio ao seu desenvolvimento. Ainda assim, a geracdo seguinte (neto),
podera herdar a assinatura epigenética do seu avo, por via paterna, e face a um ambiente com um estimulo associado a doenca do avo,
ainda que de menor intensidade ou frequéncia, pode manifestar a predisposicdo e desenvolver a doenca.

ro mecanismo define a heranca epigenética, enquanto
o segundo permite uma transmissdo epigenética trans-
geracional ©. O impacto da condi¢cdo metabdlica mater-
na durante a pré-concecdo e a gravidez esta ja bem es-
tudado. De facto, sabe-se que a diabetes gestacional é
um fator muito importante para a descendéncia. Foi ja
descrito que o risco de desenvolver diabetes tipo 2 nu-
ma crianca cuja mae desenvolveu diabetes gestacional é
sete a oito vezes superior, e que isso esta associado a
alteragdes epigenéticas ™. No entanto, o modo como
0s gametas transmitem a informacao epigenética ainda
permanece desconhecido.

> GAMETAS E EPIGENETICA

Nos gametas, o0 genoma é quase completamente des-
metilado durante a gametogénese e a metilagdo s6 é
restabelecida nos gametas maduros. Nos gdmetas mas-
culinos ocorrem ainda processos que fazem com que
90% das histonas sejam substituidas por protaminas. Pa-
ra além disso, apds a fecundacéo, os pré-nucleos sao for-
temente desmetilados e as marcas epigenéticas reinte-
gradas novamente durante a primeira divisdo pos-zigoto.
Estes processos de reprogramacdo sdo essenciais para

gue o zigoto mantenha a sua pluripoténcia e para o de-
senvolvimento embrionario. Por outro lado, surgem ain-
da como mecanismos que previnem que modificagcdes
epigenéticas induzidas nos gametas possam passar facil-
mente através desta redefini¢do epigendmica, o que de
algum modo previne que a geracdo seguinte sofra o
efeito da maioria da informacao epigenémica vinda dos
gametas, quer masculino, quer do feminino. Ha, no en-
tanto, diversas evidéncias que demonstram que imprin-
ting parental ocorre. Nesse processo, um pequeno gru-
po de genes de origem num alelo parental é passado a
geracao seguinte, servindo de prova inequivoca de que
certas regides gendmicas sobrevivem ao reset e aos me-
canismos acima descritos. Por outro lado, apds a fertili-
zacao, durante o inicio do desenvolvimento embriona-
rio, ocorrem diversas altera¢des no epigenoma que fica
vulneravel, abrindo uma janela temporal em que o fica
exposto mais facilmente a condigdes passiveis de o alte-
rar. Para além disso, a programacao epigenética da linha
germinal ocorre também durante o desenvolvimento de
células germinais primordiais e ainda no inicio do pro-
cesso de determinacdo do sexo ©. Ha assim, diversos
momentos em que é possivel gravar informacédo no epi-
genoma que condicionara a descendéncia.
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E bem conhecido que os odcitos apresentam grandes
quantidades de RNA de todas as classes ™, sendo que
muitos dos RNAs ndo codificantes sdo estaveis e contri-
buem para a regulagdo de genes durante o desenvolvi-
mento inicial ™. Por seu lado, os espermatozoides apre-
sentam caracteristicas muito diferentes uma vez que
tém um nucleo altamente condensado, transcri¢do qua-
se ausente e pouco citoplasma. No entanto, o esperma-
tozoide contém RNA e alguns desses RNAs foram mes-
mo detetados em embrides apos fertilizagdo ™, o que
vem demonstrar que o espermatozoide tem transcricao
e que transmite RNAs importantes para a descendéncia.
De facto, sabe-se que muitos tipos de RNAs ndo codifi-
cantes, como os microRNAs, pequenos RNAs de interfe-
réncia ou piwiRNAs, medeiam os efeitos do meio am-
biente na heranca epigenética. Embora os estudos que
se focaram em doencas metabodlicas ndo sejam assim
tdo conclusivos sobre a transmissdo desses RNAs nao
codificantes para a descendéncia e sobre o efeito deles
na saude da mesma, alguns estudos em outras patolo-
gias tém sido mais conclusivos e assertivos. Por exem-
plo, o stress durante os primeiros anos de vida promove
0 aumento da expressdo de cinco miRNAs especificos
nos espermatozoides de ratinhos, sendo que o miR-
NA-375 foi associado ao stress, mas também a regula-
¢do metabdlica (metabolismo da glucose) da descen-
déncia . Também bastante interessante foi um estudo
gue demonstrou que homens fumadores apresentavam
alteragdes ndo em um ou cinco miRNAS, mas sim em 28,
e que os padrdes de alteragdes detetadas se mantinham
através de varias geracdes ®. Mais recentemente, a he-
ranga epigenética de doenca metabdlica através dos
gametas foi sugerida num estudo em que ratinhos obe-
sos apresentavam uma expressao anormal de 11 miR-
NAs, os quais foram demonstrados como sendo respon-
saveis pela transmissao da resisténcia a insulina nas duas
geracdes subsequentes ™. Embora esta area de estudo
seja ainda recente, ha ja fortes evidéncias que suportam
a hipotese de os gametas transportarem informagéo
que esta na base do desenvolvimento de doencas meta-
bélicas na descendéncia.

Os espermatozoides apresentam varias outras caracte-
risticas distintas da maioria das células, incluindo na cro-
matina. Durante muito tempo foi sugerido que as histo-
nas da cromatina eram eliminadas e substituidas por
protaminas no espermatozoide maduro, porém, mais
recentemente, novos dados demonstraram que aproxi-
madamente 4% do genoma das células haploides hu-
manas permanece empacotado em nucleossomas ).,
Isto sugere, junto com outras evidéncias, que as histonas
podem também desempenhar papel importante na he-
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ranga epigenética através dos gametas. Sendo a epige-
nética uma area emergente e em clara expanséo, a me-
dida que novos avancos vao sendo feitos é necessario
ajustar o que se sabe sobre a importancia dos gametas
na transmissdo de informacao relevante para o desen-
volvimento de patologias na descendéncia.

> HERANCA EPIGENETICA TRANSMITIDA ATRAVES
DOS GAMETAS

Existem entdo estudos que suportam o facto de infor-
magcao relacionada com o estilo de vida e o perfil meta-
bélico dos pais poder ser transmitida ao longo das gera-
¢Oes através do epigenoma dos gametas podendo,
posteriormente, afetar a descendéncia. E possivel suma-
riar essas evidéncias em 3 grandes descobertas: 1) os
perfis de metilagdo dos gametas sdo alterados por fato-
res ambientais e alguns padrdes de metilacdo nos ga-
metas sdo hereditarios; 2) os fenétipos da descendéncia
sdo afetados por moléculas de RNA que estdo presentes
nos gametas e 3) existe uma parte de estruturas da cro-
matina dos gametas que transportam informacdes epi-
genéticas (Figura 2). No entanto, para que as alteragdes
epigenéticas persistam, elas devem ultrapassar a repro-
gramacao da linha germinal, durante a qual a metilacdo
do DNA, modificagdo de histona e pequenos RNAs sao
restabelecidos. Nos mamiferos essa reprogramagao
ocorre na linha germinativa e no zigoto imediatamente
apos a fertilizagao ©%2Y, conforme discutido acima.

E conhecido que os téxicos ambientais tém efeitos que
se propagam nas geracdes futuras muito apds a exposi-
¢do. Alguns estudos com moléculas tém demonstrado
que mesmo que seja a mae a passar para a primeira ge-
racdo a informacao, ha a possibilidade de a mesma se
propagar via gametas masculinos. Por exemplo, a expo-
sicdo de fémeas ao disruptor endécrino Vinclozolin (que
¢ utilizado na agricultura como fungicida e mesmo na
manutencdo de campos de golf) durante a gravidez re-
sulta em problemas de fertilidade para a descendéncia
durante pelo menos 4 gerag¢des ), sendo que o fenotipo
é também herdado através da linha germinal masculina.
Muitos outros compostos tém mostrado mecanismos
semelhantes. Entre esses casos, podemos evidenciar a
exposicdo durante a gestacdo a Bisfenol A ou toxinas,
ambos promovendo alteracdes que se propagam até a
geracao F3, sendo que os machos apresentam epimuta-
¢oes no seu esperma ®. SO recentemente se demons-
trou inequivocamente, usando fertilizacdo in vitro, que
as células germinativas de ratinhos expostos a diferen-
tes estimulos nutricionais, como dietas com baixo teor
em gordura, normais ou ricas em gorduras, transmitem
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informacdes cruciais para a geracdo seguinte com im-
pacto no seu perfil metabdlico "®. Em modelos animais
tem sido descrito um risco aumentado de desenvolver
doenca metabdlica quando ha um ambiente intrauteri-
no adverso, sendo possivel detetar alteracdes epigené-
ticas nos tecidos do feto ™. A exposicdo intrauterina a
niveis elevados de glicose, afeta a metilacdo do DNA em
varios locais, o que pode prejudicar a secre¢do de insuli-
na e resultar num aumento de peso corporal e do risco
de desenvolver a doenca na vida pds-natal @, Estudos
recentes identificaram ainda altera¢des a nivel do epi-
genoma e regides diferencialmente metiladas apds a
exposi¢ao intrauterina a diabetes @324,

E também importante salientar que para além dos es-
permatozoides, outros componentes do sémen podem
contribuir para alterar o fenétipo metabdlico da des-
cendéncia (Figura 2). De facto, a descendéncia masculi-
na de ratinhos sem fluido seminal devido a excisdo das
vesiculas seminais tém fertilidade comprometida e de-
senvolvem um perfil metabdlico de hipertensao e into-
lerancia a glucose, assim como obesidade entre outros
problemas . Para além da modulagdo negativa de ge-
nes relacionados com fatores embriotroficos e da mo-
dulagdo positiva de fatores apoptoticos, a auséncia de
fluido seminal remove também alguns componentes
importantes como proteinas e exossomas, que desem-
penham um papel importante na transmissdo interge-
racional ou transgeracional paterna. Esta hipotese nao
deve ser descartada. Por exemplo, quer em humanos
quer em ratinhos ja foi descrito que os exossomas pos-
suem pequenos RNAs ndo codificantes no fluido semi-
nal ©>29, sendo por isso possivel que transmitam infor-
macdo epigenética para a descendéncia. Assim, sdo
necessarios muitos cuidados quando se interpretam os
resultados neste tipo de estudos em que se pretende es-
tudar o papel dos gametas na transmissdo de doencas
uma vez que fluidos acessérios, como o fluido seminal,
podem mascarar os resultados ou ter um papel prepon-
derante (Figura 2).

> ESTADO NUTRICIONAL E METABOLICO DO PAI E
RISCO PARA A DESCENDENCIA

Existem evidéncias inequivocas sobre a ocorréncia de
modificacdes epigenéticas mediadas por fatores nutri-
cionais que alteram a estabilidade do genoma, assim
como a expressao de mRNA e de proteinas, contribuin-
do significativamente para o desenvolvimento de doen-
cas metabdlicas na descendéncia. Estudos desenvolvi-
dos em roedores sugerem claramente que o estado
metabdlico paterno tem um efeito sobre o metabolis-

O papel do Espermatozoide na Transmissdo a Descendéncia do Risco para Diabetes Mellitus

mo da descendéncia. Por exemplo, o jejum pré-acopla-
mento dos machos foi descrito como capaz de alterar os
niveis de glicose plasmatica na descendéncia @". Ratos
machos alimentados com uma dieta rica em gordura
deram também origem a fémeas com menor ndmero
de ilhéus de Langerhans e uma menor tolerancia a glu-
cose @, Esse mesmo estudo demonstrou que essa ali-
mentacdo paterna rica em gordura alterava a expressao
de genes associados a regulagdo da insulina e ao meta-
bolismo da glucose nos ilhéus de Langerhans da des-
cendéncia. Para além dessas evidéncias diretas, foram
ainda demonstrados alguns mecanismos epigenéticos
associados a esse efeito, como a hipometilacdo no local
de inicio da transcricdo do gene para o recetor alfa 2 da
interleucina 13 (I113ra2), sendo que foi ainda demonstra-
do um aumento em cerca de 2 vezes na expressao desse
gene. Este estudo foi feito em apenas uma geragao, pelo
que nao se demonstrou se o efeito desta dieta paterna
rica em gordura no perfil metabdlico da descendéncia
se propagava a mais geragdes. Num outro estudo feito
em ratos, foi demonstrado que quando machos consu-
miam uma dieta pouco rica em proteinas, a descendén-
cia apresentava niveis reduzidos de colesterol hepatico,
enquanto que, quando foi feito um estudo do perfil epi-
gendmico hepético relacionado com o metabolismo
dos lipidos e colesterol na descendéncia, foi concluido
que existiam diversas altera¢des significativas, incluindo
na metilacdo de residuos de citosina ©”. Estes estudos
demonstraram claramente que existe um efeito do esta-
do metabdlico do pai, na altura da concecéo, no estado
metabdlico da descendéncia. Mais recentemente, foi
efetivamente demonstrado que num casal em que ma-
chos tém prediabetes, hd um aumento da probabilidade
da descendéncia ter diabetes mellitus, sendo que os
mecanismos de transmissdo sdo mediados pelas altera-
¢Oes epigenéticas que ocorrem no esperma @9, A des-
cendéncia de um pai com prediabetes apresentava dis-
funcdo na tolerancia a glucose e na sensibilidade a
insulina, as quais estavam associadas a alteragdes no
epigenoma dos ilhéus de Langerhans, particularmente
uma modulacdo negativa de genes associados ao meta-
bolismo da glucose e as vias de sinalizagdo da insulina.
Esse estudo demonstrou que a prediabetes altera o epi-
genoma do espermatozoide e que muitos genes impor-
tantes para a sinalizacdo da insulina herdam alelos me-
tilados do espermatozoide. Para além disso,
recentemente foi descrito que pequenos RNA transfe-
réncia sao também influenciados pelo estado nutricio-
nal do pai @. Estes estudos comprovam a transmissao
de informacao por parte do pai que depois se reflete no
perfil metabdlico da descendéncia.
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Aparelho reprodutor

feminino
Utero
Ambiente intrauterina
= Metilagio
) - Dasmatilagio
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Figura 2 - Mecanismos de transmissdo da informagdo epigenética paterna. A informacdo epigenética transmitida pelos gametas mas-
culinos é modulada em diversos locais e momentos ao longo de todo o ciclo de vida haploide masculino. Embora a maior parte destes
mecanismos ocorra, naturalmente, no aparelho reprodutor masculino, também o aparelho reprodutor feminino exerce uma influéncia
consideravel na manutencdo desta informacao, para que possa ser transmitida a descendéncia.

Em humanos é muito complicado demonstrar a poten-
cial transmissdo transgeracional de alteracdes no epige-
noma. Ainda assim, embora existam poucos estudos
moleculares que comprovem efeitos herdados através
dos gametas masculinos transgeracionalmente, ha es-
tudos de associacdo e populacionais muito relevantes
que permitem uma discussdo baseada em factos. Por
exemplo, dados recolhidos de 3 coortes de homens nas-
cidos em 1890, 1905 e 1920 numa localidade da Suécia,
até a sua morte em 1995, e seguida a sua descendéncia,
sugeriu que a disponibilidade de comida durante o
crescimento dos avds (mais do que das avos) estava as-
sociado a um aumento da mortalidade por diabetes
mellitus ©%. Curiosamente, um estudo posterior, nessa
mesma populagdo, viria a sugerir que os homens teriam
um risco muito mais elevado de mortalidade se os seus
avos paternos tivessem tido uma consideravel disponi-
bilidade de comida durante o crescimento, enquanto
nas mulheres isso verifica-se quando as avds paternas
tinham essa boa disponibilidade de comida nesse perio-

do @, Estes resultados vieram entdo dar consisténcia a
necessidade de investir em estudos que se foquem nos
mecanismos moleculares que possam estar envolvidos
na transmissdo transgeracional das doengas metabdli-
cas, incluindo a diabetes mellitus.

A variacdo de peso, per se, tem também demonstrado
poder ter um efeito sobre a informacdo que é transmiti-
da a descendéncia. A perda de peso rapida induzida pe-
la cirurgia bariatrica provocou uma remodelacdo do
epigenoma de esperma, logo apds a primeira semana,
com alteracdes significativas na metilagdo do DNA em
regides do genoma envolvidas no controle do apetite e
do peso ©2. A epigenética é assim uma area de investi-
gacao relativamente recente, que ganha cada vez mais
relevancia tendo em conta o maior nimero de estudos
que sustentam as evidéncias de que as interagdes gene-
ambiente e nutricdo existem. A transmissdo de carate-
risticas associadas a disfun¢des metabdlicas por fend-
menos epigenéticos através de geragdes sucessivas é
um topico de investigacdo em clara expanséo.
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> ESTADO NUTRICIONAL E METABOLICO DO PAI E
ALTERACOES EPIGENETICAS

A dieta do pai tem uma grande relevancia para o suces-
so reprodutivo e transmite informacgdes epigenéticas
decisivas para a descendéncia. Um estudo recente de-
monstrou que uma dieta paterna com baixo consumo
de folato altera o epigenoma do esperma e a expressao
de genes na descendéncia, sendo sugerido que essas
mudangas ocorrem por diferengas na metilacdo de DNA
e histonas ©3. Por outro lado, uma dieta com elevado
teor em gordura altera a expressao de miRNAs e a hipo-
metilagdo do DNA de espermatozoides ™. Estudos de-
monstraram ainda que quando ratinhos machos da es-
tirpe C57BL6 sdo alimentados com uma dieta rica em
gordura, ocorrem problemas de fertilidade em machos
e fémeas da descendéncia até pelo menos 2 geracbes
seguintes (734 39 Ag altera¢des da fungdo reprodutiva
foram sugeridas ser transmitidas pela linha parental ¢4,
sendo que esses efeitos podem ser revertidos por uma
reducdo de gorduras na dieta juntamente com exercicio
fisico 83536 H3 ainda estudos que demonstram que
nao é necessaria uma dieta prolongada para que ocorra
transmissdo indesejada de informagao. Num estudo, o
jejum de ratinhos macho durante 24 horas resultou nu-
ma desregulacdo do metabolismo da glucose da des-
cendéncia, em ambos os sexos, tendo sido registadas
alteragdes na glucose total apds 10 semanas, quando
comparadas com a condicdo controlo. Este efeito era
exacerbado se a condicao de jejum fosse repetida ©”. Os
machos que descendem de ratinhos machos sujeitos a
restricdo calorica apresentaram também um peso mais
reduzido no nascimento e uma tolerancia a glucose
comprometida devido a disfun¢des nas células B, sendo
que foi comprovado que a via paternal foi exclusiva-
mente responsavel pelo baixo peso no nascimento, en-
qguanto que a combinagdo de fatores transmitidos por
ambas as linhas, maternal e paternal, foi responsavel pe-
los restantes efeitos metabodlicos €. Estes estudos com-
provaram claramente que o estado metabdlico do pai
aquando da concecdo influencia o perfil metabdlico da
descendéncia, sendo que alteracdes comportamentais,
ou um controlo mais rigoroso do perfil metabdlico do
pai, melhoram o perfil metabdlico da descendéncia. A
auséncia de estudos em humanos que demonstrem ine-
quivocamente este efeito no controlo glicémico é uma
lacuna que devera ser preenchida nos préximos anos, ja
gue as evidéncias apontam no sentido de um envolvi-
mento do estado metabdlico do pai, aquando da con-
cecdo, na definicdo do que sera o estado metabdlico da
descendéncia. Existe ainda a situagdo contraria, em que
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o nascimento de um filho pode dar indicagdes sobre o
futuro estado metabdlico do pai. Por exemplo, um estu-
do em norte-americanos nativos (indios Pima) sugeriu
gue um baixo peso da descendéncia ao nascimento esta
associado ao risco de desenvolvimento de diabetes
mellitus pelos pais e ndo das maes, quando nenhum dos
dois é ainda diabético na altura da concecao ©V. Outro
estudo nessa mesma populagdo demonstrou que a des-
cendéncia resultante de pais com desenvolvimento pre-
coce de diabetes tipo 2, era mais magra do que aquela
resultante de maes com desenvolvimento precoce de
diabetes tipo 2 ou de casais saudaveis em que nem a
mae nem o pai desenvolveram diabetes até aos 50 anos
de idade ©2. Os casos em humanos mais estudados cor-
respondem ao periodo de restricdo caldrica intensa que
ocorreu no final da segunda guerra mundial, quando os
alemdes ocuparam a Holanda. Nesse periodo verificou-
se uma maior predisposicdo dos individuos entdo gera-
dos para o desenvolvimento de doengas metabdlicas,
como a diabetes mellitus ou obesidade ™ ™.2), assim co-
mo doengas cardiovasculares e hipertensao V. Estas ob-
servacoes foram também consolidadas pelos estudos
que se focaram na época de fome ocorrida na China du-
rante 1959 e 1961, em que o risco de doengas metabdli-
cas aumentou devido a restricdo alimentar durante a
gestacao sucedida pelo consumo de uma dieta rica em
calorias de estilo ocidental ™. Assim, embora os meca-
nismos moleculares permanecam desconhecidos, e
apenas estejam a ser dados os primeiros passos na in-
vestigacdo desses processos, é inegavel que o estado
nutricional e metabdlico do pai induz altera¢bes epige-
néticas que sdo posteriormente passadas aos filhos, e
podem induzir alteracdes no perfil metabdlico da des-
cendéncia.

> PERSPETIVAS FUTURAS

Existem entdo estudos com evidéncias convincentes de
gue a exposicdo dos pais a determinados perfis metabo-
licos pode ter consequéncias nas gera¢des seguintes,
sendo que parecem ser 0s mecanismos epigenéticos os
que medeiam a transmissao a descendéncia desse perfil
metabdlico desfavoravel. No caso da diabetes mellitus,
apesar de as evidéncias serem fortes, ainda ndo foi com-
pletamente demonstrada uma heranca transgeracional
da doenca. No entanto, as alteracdes epigenéticas sdo
de modo geral reversiveis, passiveis de serem preveni-
das, ou mesmo revertidas. Como tal, é realista a expeta-
tiva de que o seu papel no desenvolvimento da diabetes
mellitus, particularmente a diabetes tipo 2, possa ser mi-
nimizado. Isso contribuiria para, pelo menos, abrandar o
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aumento da incidéncia e prevaléncia da doenca. Num
futuro préximo, a identificacdo de marcadores epigené-
ticos nos gametas pode permitir detetar a suscetibilida-
de da descendéncia a determinadas doengas metabdli-
cas e/ou ainda fornecer informacédo sobre a exposicdo
dos pais a determinados fatores ambientais ou compor-
tamentais. Este tipo de informacao pode ser crucial para
pais que planeiam a sua gravidez contribuindo para
uma decisdo informada e mais cuidadosa. Mudancas
comportamentais e de estilo de vida, assim como um
melhor controlo glicémico aquando da concegao, sao
recomendacdes que devem ser sugeridas a ambos os
pais e ndo somente ao elemento feminino do casal, com
o argumento de que isso pode diminuir a probabilidade
de os filhos virem a desenvolver doencas metabdlicas
ou complicacdes relacionadas. Nao é, todavia, conve-
niente a diabolizacdo da heranca epigenética, pois esta
serve também para transmitir informagdo relevante a
descendéncia sobre o ambiente que os pais vivencia-
ram, o que traz vantagens adaptativas ébvias.

A identificacdo de marcadores epigenéticos nos game-
tas associados a informacdo deletéria para a descen-
déncia pode ser assim uma estratégia importante para
prevenir doencas ndo genéticas. Deve entdo ser feito
um esforgo para identificar genes humanos ou marca-
dores epigenéticos associados a essas doencas, e para
isso sdo necessarios mais estudos de sequenciacdo de
genoma de modo a estabelecerem-se perfis epigenéti-
cos. Estudos em gémeos monozigéticos podem tam-
bém ser uma mais-valia na procura por esses genes e/
ou marcadores. O estudo da transmissdo epigenética
de informacao deletéria por parte do pai é complicado
pela quantidade de varidveis que podem surgir durante
a concegao. Por exemplo, a dieta da mae durante a gra-
videz e mesmo a amamentacdo podem mascarar os
efeitos ou exacerba-los, e até conduzir a conclusdes er-
radas.

Cabe ainda salientar que para além de surgirem do proé-
prio DNA gendmico, os RNA transferéncia também tém
origem em vesiculas de transporte a partir do epididi-
mo, designados de epididimossomas, e tém sido por is-
so sugeridos como um veiculo de informacédo entre as
células somaticas e os espermatozoides, transportando
particularmente informacdes sobre o estado nutricional
do pai @, Embora os estudos sobre a interacdo estado
nutricional-célula somatica-esperma sejam muito preli-
minares e os primeiros resultados estejam apenas a sur-
gir agora, é provavel que células somaticas testiculares,
como as células de Sertoli, responsaveis pelo suporte fi-
sico e nutricional da espermatogénese, possam desem-
penhar um papel preponderante neste processo. Assim,
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ndo serdo apenas os gametas os responsaveis pela me-
diacdo da informac&o epigenética que passa para a des-
cendéncia.

Tendo em conta o que foi discutido aqui, é possivel con-
cluir que a compreensdo dos mecanismos epigenéticos
pode ajudar na luta contra a epidemia de diabetes dos
tempos modernos. O papel do pai na epigenética da
diabetes mellitus esta a ser investigado e tem sido lenta,
mas progressivamente, revelado.
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