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RESUMO

O estado nutricional no inicio da vida esta criticamente envolvido no fenotipo metabdlico
da prole na idade adulta. No entanto, as mudancas provocadas pelo consumo materno
de dieta rica em gordura (DH) no periodo pré ou p6s-natal deve ser melhor exploradas.
No presente trabalho, avaliamos a contribuicdo do consumo de DH materna durante a
gestacdo e lactagdo sobre os danos no metabolismo lipidico hepatico da prole. Além
disso, investigamos se exposicao precoce a uma supernutricado é capaz de programar a
prole para responder de forma mais prejudicial para ao insulto da DH na vida adulta. No
dia do nascimento (d0), a prole de méaes obesas apresentou uma diminuicdo na
expressao de Cptla e Acadvl, aumento na expressao de Agpat e Gpam, e menor teor
de miR-122 no figado. Para confirmar a hipétese de que o periodo de gestacao, por si
s6, poderia alterar o metabolismo lipidico da prole, foi utilizado modelo de
crossfostering. A prole gerada por mae obesa que foi amamentada por mae controle
apresentou aumento no peso corporal e aumento da expressao de Agpat e Gpam no
d28 em comparacao com a prole de mae controle que foi amamentada por mae obesa.
Na vida adulta (d82), a reintroducédo a DH resultou em maior ganho de peso e maior
teor de lipidio hepatico na prole de mées obesas. Estes efeitos foram acompanhados
por um desbalango no metabolismo lipidico, demonstrado pela reducdo da expressao
de Cptla e Acadvl e aumento na expressao de Agpat e Gpam, associados a menor
expressdao de miR-122 no figado e menor conteldo de p-HSL no tecido adiposo .
Nossos dados sugerem que o consumo materno de DH durante a gestagédo leva a
diminuicdo da expressdo de miR-122 na prole, resultando em altera¢cées metabdlicas
no inicio da vida que podem alterar permanentemente a homeostase lipidica e
aumentar significativamente a susceptibilidade a obesidade e acumulo de lipidios
ectopica na vida adulta.

Palavras-chave: obesidade, dieta hiperlipidica, metabolismo
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ABSTRACT

Nutritional status in early life is critically involved in the metabolic phenotype of offspring in
adulthood. However the changes triggered by maternal consumption of high-fat diet (HFD) in
pre- or postnatal period should be better set out. Here we evaluated the contribution of maternal
HFD consumption during gestation and lactation on hepatic lipid metabolism damages observed
in the offspring. Moreover we investigate whether early overnutrition program offspring to more
harmful response to HFD. In the delivery day (d0) pups from obese dams showed a decrease in
Cptia and ACADVL expression, increase in Agpat and Gpam expression, and lower miR-122
content in liver. To confirm the hypothesis that the gestational period, by itself, could alter lipid
metabolism, we used cross-fostered model. Pups fostered to chow dams presented an increase
in body weight and higher Agpat and Gpam expression on d28 compared to pups fostered to
HFD dams. In adult life (d82), the reintroduction of HFD resulted higher body weight gain and
hepatic lipid content in offspring from obese dams. These effects were accompanied by impaired
in lipid metabolism, demonstrated by reduced Cpt1a and Acaadvl and increased Agpat and Gpam
expression associated with lower expression of liver miR-122 and lower p-HSL in WAT. Our data
suggests that maternal HFD consumption during gestational period leads to decreased
expression of miR-122 in the offspring resulting in metabolic changes in early life that can
permanently alter lipid homeostasis and significantly increase susceptibility to obesity and
ectopic lipid accumulation.

Keywords: obesity, high fat diet, metabolism
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, as mudancgas nos habitos alimentares da populacao
tém caracterizado novos padrdes alimentares em todo o mundo. Essas mudancas,
conhecidas como "transigcao nutricional”, tiveram origem de um conjunto maior de
alteracoes socioecon6micas e demograficas, reflexos da globalizacao e impactaram na
qualidade alimentar, acarretando, de maneira geral, em um aumento no consumo de
alimentos ricos em agucares, carboidratos simples e refinados, redu¢cao no consumo de
carboidratos complexos e fibras e, principalmente, um aumento excessivo no teor de
gorduras da alimentagéo cotidiana. Concomitante a uma diminuicdo do requerimento da
atividade fisica, essas mudancas nos habitos alimentares fizeram com que a
desnutricdo, que acometia um grande numero de pessoas, passasse a ser um
problema secundario mas, ao mesmo tempo, trouxe uma grande preocupagcao com a
incidéncia do sobrepeso e da obesidade (Popkin, 2001; Tardido e Falcao, 2006;
Belahsen, 2014).

A obesidade é uma doenga crbnica nao transmissivel (DCNT),
caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura corporal e é considerada um fator de
risco para outras DCNT, tais como doencas cardiovasculares (DCV), diabetes mellitus
tipo 2 (DM2), desordens musculo-esqueléticas e alguns tipos de cancer (Ogunbode,
2011). Apesar de sua origem ser incerta, a obesidade tem causas multifatoriais e pode
ser resultado de uma interacao entre fatores genéticos, metabdlicos, comportamentais e
ambientais (Stein e Colditz, 2004).

Entre os anos de 1980 e 2008, a obesidade teve sua prevaléncia quase
duplicada e estima-se que essa doenca seja a causa principal de cerca de 2,8 milhdes
de mortes por ano (WHO, 2013). Dados epidemiol6gicos da Organizagdo Mundial da
Saude de 2008, mostram que, de acordo com o indice de massa corporal (IMC), cerca
de 1,4 bilhdo de adultos apresentam sobrepeso (IMC = 25kg/m?) e, dentre esses, mais
de 200 milhdes de homens e 300 milhdes de mulheres sdo obesos (IMC = 30kg/m?)
(Lavie, De Schutter e Milani, 2014; WHO, 2013).



Por muitos anos, a obesidade apresentava-se como um problema apenas
em paises desenvolvidos e de alta renda, porém, nos dias de hoje, é considerada uma
epidemia mundial, acometendo individuos de baixa a alta renda e de todas as faixas
etarias (WHO, 2013).

O excesso de peso corporeo durante a infancia e adolescéncia predispde
o individuo a desenvolver obesidade e suas doencas relacionadas na vida adulta
(Kopelman, 2000). A prevaléncia de sobrepeso e obesidade em criangcas de 0 a 5 anos
apresentou um aumento de cerca de 30% entre os anos de 1990 e 2012 e estima-se
que, em 2025, serdo mais de 70 milhdes de criangas obesas no mundo (WHO, 2013).

Estudos epidemiolégicos mostram que as mulheres fazem parte de um
grupo mais vulneravel. Em 2010, mais de 50% das mulheres maiores de 15 anos
apresentavam excesso de peso, sendo que, em alguns paises, a prevaléncia de
sobrepeso ou obesidade no sexo feminino chegava a 80% (WHO, 2013). Existe uma
preocupacao maior em relagdo a obesidade no sexo feminino ja que, além de serem
mais acometidas pela obesidade, o excesso de peso durante a gestagdo esta
associado a um aumento de riscos obstétricos, dentre eles o diabetes gestacional,
hipertensao, pré-eclampsia e mortalidade neonatal (Castro e Avina, 2002; King, 2006).
Além disso, sabe-se que filhos nascidos de maes obesas ou com sobrepeso
apresentam maior risco de desenvolvimento de obesidade e doengas metabdlicas na
vida adulta (Oken et al., 2008).

Diversas pesquisas observacionais e experimentais tém buscado
encontrar relacdo entre a nutricdo materna e o impacto para o desenvolvimento e
metabolismo dos filhos. Em 1976, Ravelli e colaboradores demonstraram a relacao
entre a privagdo de nutrientes durante a gestagdo com um aumento na incidéncia de
obesidade e doencas cardiovasculares nos filhos adultos (Ravelli, Stein e Susser,
1976). Da mesma forma, estudos seguintes com humanos e modelos animais
demonstraram que ndo s6 a privacao de nutrientes, mas também a obesidade e o
excesso no aporte de nutrientes durante a gestagédo, estavam relacionados com um
maior risco de sobrepeso e obesidade na prole (Zambrano e Nathanielsz, 2013; Ojha
et. al., 2013).



Tanto o desbalangco na ingestdao de nutrientes como a composicao
corporal materna podem levar a um fenémeno conhecido como imprinting ou
programacao metabdlica, processo em que condigdes adversas em um periodo critico
do desenvolvimento resultam em alteragdes permanentes na estrutura, fisiologia e

metabolismo da progénie (Sullivan e Grove, 2010).

A obesidade materna esta relacionada com uma inflamacéao sistémica
subclinica, caracterizada por um aumento nos niveis de citocinas pré-inflamatorias e
acumulo de macréfagos, mudangas que se estendem para a placenta. A placenta atua
como mediadora e reguladora do metabolismo tanto para a mae, como para o feto,
sendo considerada um tecido vital durante o periodo gestacional. A gestagao, por si s0,
também caracteriza um ambiente de inflamag&o sistémica de baixo grau e, na presenga
de obesidade materna durante esse periodo, os niveis de citocinas proé-inflamatdrias
sdo exacerbados e o feto é exposto a um ambiente inflamatério, o que tem sido
apontado como o possivel mecanismo-chave para a manifestacdo de "fenotipos

programados" (Segovia et al., 2014; Power e Schulkin, 2011).

O consumo materno de dieta hiperlipidica (DH) durante a gestacao e
lactacdo induz na prole, além de um maior peso corpdreo e maior massa de tecido
adiposo branco, um aumento de interleucina 1beta (IL1B) e fator de necrose tumoral
alfa (TNFa) séricos, e niveis hipotalamicos aumentados de fator nuclear kappa b
(NFkB) e quinase c-Jun N-terminal fosforilada (p-JNK), proteinas sinalizadoras de
processos inflamatoérios (Ashino et al., 2012). A prole ainda apresenta marcadores de
estresse de reticulo endoplasmatico no hipotalamo, ocasionando um acumulo de
proteinas mal formadas provocando, dessa forma, alteracbes no sistema nervoso
central (SNC) e no balanco energético (Melo et al., 2014). A inflamacao hipotaldmica e o
estresse de reticulo endoplasmatico podem, por sua vez, levar a disturbios no
metabolismo de lipidios e na agéo periférica da insulina e leptina (Purkayastha et al.,
2011; Won et al., 2009) levando a desordens metabdlicas em outros tecidos.

No figado da prole de animais que consumiram DH durante a gestacao e
lactacdo, encontram-se aumentados os conteudos de proteinas inflamatérias em sua

forma ativa, tais como p-IKK, p-JNK e NFkB, tanto em animais recém-desmamados



como em animais adultos em consumo apenas de dieta controle (Benatti et al., 2014;
Ashino et al., 2012), mostrando que a dieta e/ou a composicdo corporal materna
durante a gestacéo e lactagéao predispde a um ambiente inflamatério durante diferentes
fases da vida da prole.

A obesidade gestacional também leva ao aumento no percentual de
gordura corporal e resisténcia a acdo da insulina, além de aumentar o conteudo de
triacilglicerdis (TAG) hepaticos, levando a riscos potencialmente elevados para o
desenvolvimento de doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) na prole
(Shankar et al, 2008; Borengasser et al., 2011; Ashino et al., 2012). A DHGNA é a mais
comum entre as doencgas cronicas manifestadas no tecido hepéatico, caracterizada pelo
acumulo de gordura no figado ndo resultante do consumo de bebidas alcodlicas, e tem
sido considerada como a manifestacdo hepatica da sindrome metabdlica, um conjunto
de fatores fisioldgicos, bioquimicos, clinicos e metabdlicos interligados que aumentam o
risco de desenvolvimento de DCV, DM2 e diversas outras DCNT (Sofi e Casini, 2014;
Kaur, 2014). Os mecanismos pelos quais a DHGNA é estabelecida ainda séao alvo de
estudos, mas sabe-se que o desbalanco na homeostase lipidica hepatica pode ser
causado por fatores como aumento na captacdao de acidos graxos provenientes do
tecido adiposo, aumento na sintese de novo de lipidios e diminuicdo na (-oxidacéo
mitocondrial (Alfaradhi et al., 2014).

Foi demonstrado, em modelo de primatas ndo humanos e roedores, que a
prole de maes obesas apresenta maior expressao hepética de genes como Srebp1,
Fas, Acc, Dgat, Agpat e Gpat que, integradamente, participam da lipogénese e da
sintese de TAG (Figura 1) (Thorn et al., 2014; Nicholas et al., 2014).
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Figura 1 - Biossintese de acidos graxos e triacilgliceréis

A Srebp1 é uma enzima mediadora dos efeitos transcricionais ativados em
resposta a acao da insulina e tem acéo lipogénica por atuar como fator de transcricao
para proteinas como Fas e Acc (Foufelle, Girard e Ferré, 1996). A Acc é uma enzima
chave na biossintese de acidos graxos (AGs), catalisando a reacao para a formagao de
malonil-CoA, que, por sua vez, serve de substrato para que a Fas atue na sintese do
AG. Os AGs sintetizados a partir dessa via, assim como AGs provenientes da dieta e
glicerol-3-fosfato, servem como substrato para sintese de TAG através das enzimas
Gpam (Gpat mitocondrial), Gpat, Agpat, Pap e Dgat. Em um estudo recente, nosso
grupo de pesquisas demonstrou que a prole recém-desmamada de maes alimentadas
com DH durante a gestacdo e lactacdo apresenta maior expressdo génica de Agpat
guando comparada a prole de maes que receberam dieta controle (Benatti et al., 2014).



Além de maior expressao de genes lipogénicos, a obesidade materna
provoca na prole uma diminui¢do na atividade mitocondrial e na eficiéncia da oxidacao
de AGs (Alfaradhi et al., 2014; Nicholas et al., 2014).

A Carnitina-palmitoil transferase 1 (Cptia) e a Acil-CoA desidrogenase de
cadeia muito longa (Acadvl) sdo enzimas que exercem fung¢des importantes para a f3-
oxidacdo de &cidos graxos. Acidos graxos de cadeia longa constituem a maior parte
dos AGs disponibilizados para os tecidos e ndo sao capazes de atravessar a barreira
mitocondrial através de difusao simples, como os AGs de cadeia curta e média. Sendo
assim, a Cpti1a é a enzima responsavel por associar o grupo acil dos AGs a carnitina
(acil-carnitina) para que sejam translocados do citosol para a matriz mitocondrial, onde
tera inicio a B-oxidagcao (Bonnefont et al., 2004). Ja no interior da mitocéndria, a Acaav/
catalisa a primeira reacdo de desidrogenacdo dos AGs (Figura 2) (Andresen et al.,
1996).

Carnitina Citoplosma
Membrana Mitocondriol Externa
Acil-Carnitina
Membrana Mitocondriol Intema

Maotriz Mitocondrial
Acil-Carnitina

Carnitina  + Acil-CoA (ncarbonos) < Acil-CoA (n—2 carbonos)

Trans- A2-enoil-CoA p-Cetoacil-CoA

il L-Hidroxiacil-CoA 4 Eﬁﬁﬁ L

Figura 2 - Oxidacao de acidos graxos



Estudos recentes do nosso grupo demonstraram que essas duas
importantes enzimas envolvidas na B-oxidagao, Cptia e Acadvl, ttm sua expressao
diminuida no figado da prole de mées obesas, logo apés o desmame, dado esse que
vai ao encontro ao resultado de outros trabalhos, que mostram diminuicdo de outros
genes envolvidos na oxidacao de AGs, tais como Ppar e Pgcia (Nicholas et al., 2014).
Sendo assim, a diminuicao da expressado de genes envolvidos na oxidacao de acidos
graxos, concomitante com o aumento da expressao de genes envolvidos na sintese de
TG, poderiam ser os fatores determinantes do maior acumulo de TAG hepatico,
predispondo a prole ao desenvolvimento de DHGNA.

A origem molecular dessas alteracdes, transmitidas da méae para o feto,
ainda ndo € totalmente compreendida, mas estudos recentes tém apontado a

epigenética como uma possivel explicacao para esses fendmenos.

A epigenética faz referéncia a uma variedade de processos regulatorios
que influenciam o fenétipo e a expressao génica em resposta a estimulos ambientais
diversos, sem que haja alteracdo na sequéncia do DNA. Dentre os mecanismos
epigenéticos, estdo a metilacdo e a acetilagcdo do DNA, modificagdo de histonas e a
expressao de microRNAs (miRNAs) (Li, 2012).

Os miRNAs sdo pequenas moléculas de RNA nao codificantes,
responsaveis pela regulacdo pos-transcricional. Em humanos, o0s miRNAs
correspondem a 3% do total de genes descritos no genoma, representados por mais de
300 miRNAs identificados (Ambros, 2001; Ambros et al.,2003; Bentwich et al., 2005) e
sao responsaveis por controlar a atividade de cerca de 30% dos genes codificadores de
proteinas (Ferland-McCollough et al., 2010).

A biogénese dos miRNAs (Figura 2) € semelhante a de outras moléculas
de RNA, originando-se a partir da transcricdo do DNA. O microRNA primario (Pri-
miRNA) tem origem no nucleo da célula e é transcrito pela RNA polimerase Il. Ainda no
nucleo, o pri-miRNA é clivado por um complexo enzimatico conhecido como Drosha,
dando origem ao pré-miRNA, contendo cerca de 70 nucleotideos. Os pré-miRNAs sédo

exportados para o citosol por um fator de exportacdo nuclear, Exportin 5, onde sofrem



acao da Dicer, uma RNAse endonuclease tipo Ill. O miRNA perde sua configuragdo em
hairpin e sado formadas duas fitas simples de miRNA maduro, com cerca de 20 a 22
nucleotideos de extensdo. A proteina agonauta, Ago2, é responsavel por degradar uma
das fitas de miRNA e, a fita unica de miRNA madura acopla-se ao complexo RISC
(complexo silenciador induzido por RNA). Em casos onde a fita de miRNA maduro
acoplado ao RISC é pareada perfeitamente ao mRNA alvo, ocorre a clivagem do
mesmo, mas, no caso dos mamiferos, o pareamento nao € perfeito, o que levara a

repressao da traducao do mRNA (Denli et al., 2004; Hammond et al., 2000).

CITOPLASMA

miRNA maduro
acoplado a RISC

Repressaoda
tradugdo do mRNA

Clivagem do mRNA

Figura 3 - Biogénese de microRNAs (Adaptado de Thamilarasan et al., 2012)

No figado, o microRNA mais expresso € o miR-122, totalizando cerca de
70% dos miRNAs expressos nesse tecido (Girardi et al., 2008). Esse microRNA tem
sido descrito como importante regulador de diversos eventos no figado, tais como:
desenvolvimento e diferenciacdo dos hepatécitos, resposta ao stress, replicagdo dos



virus da hepatite B e C, inflamacéo, fibrose, resposta a insulina, metabolismo lipidico e
desenvolvimento de esteatose hepatica e do carcinoma hepatocelular (Nakao et al.,
2014, Yang et al., 2012, Hsu et al., 2012, Wen e Friedman 2012), porém, a funcao
desenvolvida pelo miR-122 ainda é controversa.

Em um dos primeiros estudos utilizando-se um antisense para o miR-122
em camundongos com obesidade induzida por dieta, Esau e colaboradores (2006)
observaram uma diminuicdo nos niveis plasmaticos de colesterol, redugdo da
expressao de alguns genes lipogénicos e aumento na oxidagao de acidos graxos. Em
2008, um estudo com primatas ndo humanos também encontrou relacdo entre a
diminuicdo da expressdo do miR-122 e uma menor concentragdo de colesterol sérico
(Elmén, 2008). Estudos mais recentes, com dele¢éo a longo prazo desse microRNA no
figado, também demonstram reducdo nos niveis de colesterol séricos, no entanto, os
efeitos observados no metabolismo lipidico no figado sao diferentes dos observados
pelo silenciamento temporario (Hsu et al., 2012).

Hsu e colaboradores (2012) utilizaram um modelo animal de delecéo
genética total e figado-especifica de miR-122 e observaram que, em ambos 0s casos,
0s animais desenvolvem esteatose e inflamagao hepatica, progredindo para DHGNA,
fiborose e carcinoma hepatocelular. Essas alteracbes foram decorrentes de maior
deposicao de TAG hepatico causada por um aumento na expressdao de genes
envolvidos na sintese de TAG nos animais deletados, tais como Agpat, Mogat e Dgat.
Outro estudo recente também demonstrou que camundongos mutantes que nao
expressam miR-122 desenvolvem esteato-hepatite, fibrose e carcinoma hepatocelular.
Porém, interessantemente, quando reexpostos a expressdao desse microRNA,
apresentam melhora nas manifestacdes dessas doengas e na incidéncia dos tumores
(Tsai, 2012).

Esses estudos evidenciaram uma relacdo direta entre o0 miR-122 e a
expressdo de genes lipogénicos envolvidos, principalmente, com a sintese e
armazenamento de TAG. Mas, além disso, existe também relagdo entre o0 miR-122 e
genes relacionados com a oxidacao de AGs, por intermédio de outro microRNA, o miR-
370. O miR-370 é um microRNA que tem como alvo direto o gene da Cptia e, dessa
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forma, quando expresso, inibe a oxidacao de AG. Além disso, o miR-370 atua como um
inibidor do miR-122 e, dessa forma, contribui também para o aumento da sintese e

deposicao hepatica de TAG (lliopoulos et al., 2010).

Além do miR-370, um outro fator importante que controla a transcricao e
expressao do miR-122 é o fator nuclear hepatico 4a (Hnf4a). O miR-122, em sua forma
de microRNA primério, apresenta um sitio de ligacao para o Hnf4a em sua regido
promotora e, dessa forma, a expressdo de Hnf4a pode regular positivamente a
expressao desse microRNA (Li, 2011). Nesse sentido, Yang e colaboradores (2012)
demonstraram que, em células hepaticas que superexpressam JNK1, o Hnf4a é
inativado e, dessa forma, a expressdao de miR-122 é diminuida, ao passo que, quando
as células sao manipuladas para que haja um aumento na expressao de Hnf4a, os
niveis de miR-122 sao reestabelecidos.

Em um trabalho recente do nosso laboratério, foram analisados
fragmentos do figado de camundongos cujas maes eram obesas e ingeriram DH
durante a gestacao e lactagcdo. Nao encontramos diferenca em relagdo a expressao e
conteudo proteico de Hnf4a nesses animais em relagao aos filhos de maes controle,
porém pudemos observar uma diminuicdo na expressdo de miR-122 e aumento na
expressdao de miR-370, acompanhadas de alteracées no metabolismo lipidico, como
diminuicdo na oxidacdo de AGs e aumento na deposicdo de TAG hepatico (Benatti,
2014).

As consequéncias da programacdo metabdlica para o metabolismo da
prole sao bem estabelecidas, mas a importancia da composicao nutricional do leite
materno ndo deve ser desconsiderada. Um alto consumo de gorduras durante o
periodo de lactagdo altera a composicdo do leite materno, aumentando a
disponibilidade de AGs para o feto e impactando negativamente nos niveis séricos de
colesterol e triglicérides, peso corporal, adiposidade e capacidade termogénica (Priego
et al., 2013). Porém, alguns trabalhos demonstraram que a obesidade materna durante
0 periodo gestacional, por si s, € capaz de promover alteracdes importantes para a
prole (Wahlig, 2012), o que reforca a ideia de que o ambiente intra-uterino consiste em
um periodo de grande importancia para o desenvolvimento metabdlico da prole.
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Além de alterar o metabolismo da prole in uterus e ao nascer, acredita-se
que a exposicao precoce ao excesso de nutrientes desencadeia uma maior
sensibilidade a insultos pro-inflamatérios na vida adulta, tais como o consumo de DH.
Glavas e colaboradores (2010) demonstraram que a prole de camundongos que obteve
maior acesso ao leite materno, através da reducao da ninhada, ao ser exposta a DH na
vida adulta apresenta reducdo na sensibilidade hipotalamica a leptina, menor
sensibilidade a agédo da insulina e maior ganho de peso. A obesidade materna durante
a gestacao e lactacdo também parece causar maior sensibilidade na prole quando
exposta a DH na vida adulta, impactando em disfuncdo mitocondrial, alteracdo na
expressao de genes lipogénicos e intolerancia a glicose e a insulina (Bruce et al., 2009;

Kruse et al., 2013).

Sendo assim, tendo em vista que o miR-122 parece estar envolvido em
importantes mecanismos relacionados ao metabolismo lipidico e desenvolvimento de
DHGNA, e que essa patologia tem estreita relacdo com obesidade e sindrome
metabdlica, nossa hipbtese € que a obesidade materna pode reprogramar a expressao
de miR-122 na prole desde o nascimento até a vida adulta, predispondo ao maior
acumulo de TAG no figado e induzindo uma “memodria inflamatéria” na prole, que
responde de forma exagerada quando o insulto nutricional é repetido. Além disso,
hipotetizamos que a prole pode ser diferentemente programada, dependendo do
periodo a que a mae foi exposta a dieta hiperlipidica (gestacéo ou lactacéo), levando ao
desenvolvimento de disturbios no metabolismo de lipideos mais ou menos

proeminentes, agudos ou mais duradouros.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar os efeitos da obesidade materna durante a gestacdo e/ou lactacao
sobre o metabolismo lipidico e expressao de miR-122 na prole de camundongos.

Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito isolado da gestagcdo no metabolismo lipidico da prole de maes
obesas;

e Avaliar os efeitos da obesidade materna durante a gestacdo e lactagéo,
separadamente, sobre os efeitos no metabolismo lipidico da prole;

e Investigar se a obesidade materna durante a gestacao e lactacao leva a prole a
maior sensibilidade aos efeitos da DH quando reexposta na fase adulta;

e Investigar, em prole de maes obesas durante a gestagcao e/ou lactacao, a relacédo
entre a expressédo de miR-122 e o metabolismo lipidico.
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Abstract

Nutritional status in early life plays a critical role in the metabolic phenotype of offspring, and
contribution of the pre- or post-natal period needs to be better understood. Here we evaluated
whether maternal HFD consumption during gestation or lactation can affect lipid metabolism and
lead to a deleterious response to an HFD in offspring. Newborn pups (d0) from obese dams
showed a decrease in Cptia/Acadvl, an increase in Agpat/Gpam and a decrease in miR-122
hepatic expression. Pups fostered by chow dams presented an increase in body weight and
Agpat/Gpam expression on d28. At d82, re-exposure to an HFD resulted in higher body weight
and hepatic lipid content, decreased Cptia/Acadvl expression, increased Agpat/Gpam
expression and decreased miR-122 hepatic expression and p-HSL in WAT. Our data suggests
that gestational overnutrition results in metabolic changes that can permanently alter lipid
homeostasis and lead to a more harmful response to an HFD in offspring.

1. Introduction

Various studies have shown that nutritional status in early or pre-natal life plays a critical role
in susceptibility to cardiovascular and metabolic diseases such as hypertension, dyslipidaemia,
hyperglycaemia and obesity (Waterland and Garza, 1999; Vogt et al., 2014). These factors
together characterize the metabolic syndrome. Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is
considered to be a hepatic manifestation of this condition (Angulo, 2007; Bugianesi et al., 2010).

The liver plays a central role in modulating lipid metabolism and glucose homeostasis;
disturbance of lipid metabolism and insulin signalling is frequently associated with NAFLD
(Samuel et al., 2004). Fatty liver is caused by an imbalance in lipid metabolic pathways involved
in triacylglycerol delivery, synthesis, export and oxidation (Yamaguchi et al., 2007).

Maternal body weight gain and HFD consumption during critical phases of offspring
development result in greater adiposity and body weight, increased liver triglyceride deposition
and insulin resistance (Samuelsson et al., 2008; Elahi et al., 2009; Ashino et al., 2012;
Heerwagen et al., 2013). Moreover, offspring exposed to an HFD in utero and through lactation

present impaired hepatic mitochondrial function and up-regulation of lipogenesis, contributing to
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the development and progression of NASH (Bruce et al., 2009).

According to Heerwagen and colleagues (2010), since lipids can act as transcriptional
activators and signalling molecules, foetal and neonatal exposure to lipid overload can trigger
epigenetic mechanisms that regulate genes involved in lipid sensing and metabolism. MicroRNA
(miR) are known epigenetic modulators of gene expression (Rottiers and Naar, 2012; Ha and
Kim, 2014), and miR-122 and miR-370 are involved in the modulation of hepatic lipid metabolism
(lliopoulos et al., 2010; Li et al., 2011; Hsu et al., 2012; Tsai et al., 2012; Wen and Friedman,
2012; Yang et al., 2012; Benatti et al., 2014; Nakao et al, 2014). miR-122 is expected to
modulate lipogenic genes and to be potentially targeting of miR-370, which could directly
downregulate the expression of the carnitine palmitoyltransferase 1a gene (lliopoulos et al.,
2010; Li et al., 2011). In a recent study, maternal HFD consumption and obesity reduced hepatic
expression of miR-122 and increased expression of miR-370 in recently weaned mice (Benatti et
al.,, 2014). These effects were associated with higher expression of lipogenic genes (Gpam,
Agpat and Scd1) and lower expression of genes related to fatty acid oxidation (Cpt7a and
Acadvl) (Benatti et al., 2014).

Although previous results have shown that miRNAs may be involved in the genesis of
metabolic damage associated with fatty liver in offspring of obese dams, the role of gestation
and lactation in these effects is still controversial.

Lean offspring suckled by obese dams in models of cross-fostering showed increased body
weight and food consumption with a dysmetabolic phenotype, evidenced by increased plasma
insulin and leptin and NAFLD in adulthood (Oben et al., 2010). On the other hand, some authors
claim that health in adulthood is primarily determined by the conditions under which an organism
develops in the womb. Gniuli and colleagues showed that exposure to an HFD in utero may lead
to a type 2 diabetes phenotype that could be transmitted to the progeny (Gniuli et al., 2008).
Maternal consumption of an HFD during gestation may also cause dysregulation of triglyceride
metabolism, enhancement of leptin expression and suppression of adiponectin expression in
adipose tissues through epigenetic modifications in offspring, thus causing a metabolic

syndrome-like phenomenon (Masuyama and Hiramatsu, 2012).

Some studies have shown that offspring of dams fed an HFD exhibit premature leptin and
insulin resistance that persists into adulthood, despite being maintained on a healthy standard
chow (SC) diet (Glavas et.al, 2010; Ashino et al., 2012). In addition, Glavas and colleagues
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(2010) showed that offspring of dams fed an HFD exhibit reduced hypothalamic sensitivity to
leptin and increased body weight after a re-exposure to an HFD in adult life. However, the effect
of re-exposure to an HFD in adult life on hepatic lipid metabolism and fatty liver needs to be
clarified.

In the present study, we investigated the contribution of maternal HFD consumption during
gestation and lactation on hepatic lipid metabolism disturbance observed in offspring. Moreover,
we investigated whether early overnutrition leads to a more harmful response to an HFD in
offspring adulthood.

2. Materials and Methods
2.1 Animals

Ten 5-week-old virgin female and ten male Swiss mice (Mus musculus) at same age were
obtained from the Animal Breeding Center at University of Campinas (Campinas, Sao Paulo,
Brazil) for mating. The females were randomly fed either an HFD or SC ad libitum for adaptation
for 3 weeks before mating and filtered water ad libitum. The HFD was prepared according to
AIN-93G modified for high fat (45%) content, according to Benatti et al. (2014; Table 1).

The adult males were fed only SC during the adaptation period. Mating was performed by
housing the females with the males for 3 days. Pregnancy was confirmed by examination of

vaginal smears for the presence of sperm.

Pregnant females were maintained in individual polypropylene micro-isolators, with a bed of
autoclaved pinewood, at 22 + 1°C and lights on from 06.00 to 18.00 hours. Their diet (HFD or
SC) during gestation was the same as that before mating.

On the day of birth (d0), litters were divided in two groups according to the maternal diet:
offspring from the female mice fed SC were included in the C group and those from the female
mice fed an HFD were included in the H group. Some litters were euthanized and used for dO
analysis. The remaining litters were adjusted to eight pups each to ensure a standard litter size
per mother.
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To study the effect of maternal exposure to an HFD on offspring during gestation or lactation,
the following protocol was carried out. On the first post-partum day (d0), individual pups from the
litters were randomly assigned to two different foster conditions: (a) unfostered (i.e. the pups
were fed by their own mother) and (b) cross-fostered (i.e. the pups were fostered by a mother
from the other group). Four groups were obtained: CC and HH, in which the pups were exposed
to SC or an HFD during gestation and lactation, respectively, and HC and CH, in which the pups
were exposed to an HFD only during gestation or only during lactation, respectively.

All the pups were weaned on day 18 and separated according to sex. Only males were used.
The cross-fostered (CH and HC) and unfostered (CC and HH) groups were fed SC after
weaning until experimental day 28 (d28).

The other pups in the litters either remained on SC after weaning until day 82 (CC and HH) or
on SC after weaning until day 42, when they were exposed to an HFD until day 82 (CC-HF and
HH-HF). Body weights were measured once weekly, and at d82, the mice were sacrificed by
decapitation.

The total number of animals used in each experiment is mentioned in the figure legends.

All experiments were performed in accordance with the recommendations of the Brazilian
College for Animal Experimentation (COBEA) guidelines and approved by the Ethical Committee
for Animal Use, Protocol no. 3175-1, from the State University of Campinas - UNICAMP
(Campinas, Sao Paulo, Brazil).

2.2 Biochemical Analysis

To evaluate triglycerides and cholesterol, blood samples were collected on the experimental
days (after overnight fasting) and centrifuged. By enzymatic colorimetry, serum aliquots were
used to measure the levels of TAG [glycerol-3-phosphate oxidase—phenol + aminophenazone
(GPO-PAP); Roche Diagnostics, Basel, Switzerland] and cholesterol [cholesterol oxidase—
phenol + aminophenazone (CHOD-PAP); Roche Diagnostics, Basel, Switzerland].

The hepatic lipid content was evaluated as proposed by Folch and colleagues (1957). In brief,
tissue was homogenized with chloroform/methanol (2:1). The homogenate was filtrated and the
liquid phase was washed with 0.9% NaCl solution. The mixture was centrifuged to separate the
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two phases. The lower chloroform phase was made to evaporate and the lipid content was

measured.
2.3 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Total hepatic RNA was extracted using TRIzol reagent (Life Technologies Corporation, CA,
USA) according to the manufacturer's recommendations and was quantified using NanoDrop
ND-2000 (Thermo Electron, WI, USA). Reverse transcription was performed with 3 ng of total
RNA, using a high-capacity cDNA reverse transcription kit (Life Technologies Corporation, CA,
USA). Relative expression was determined using a Tagman detection system and primers for
the target genes: Mm 00479699 g1 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 1 (Agpati);
Mm 00444293 m1 acyl-CoA dehydrogenase, very long chain (Acadvl); Mm 01231183 _m1
carnitine  palmitoyltransferase 1a (Cpt7a), Mm 00833328 _m1 glycerol-3-phosphate
acyltransferase (Gpam) (Life Technologies Corporation, CA, USA). Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (Gapdh) was used as the endogenous control (4352339E mouse GAPD; Life
Technologies Corporation, CA, USA).

Each PCR contained 20 ng of complementary DNA. Real-time PCR was performed on an
ABI Prism 7500 Fast platform. Data were analysed using the sequence detection system 2.0.5
(Life Technologies Corporation, CA, USA) and expressed as relative values determined by the
comparative threshold cycle (Ct) method (2-AACt), according to the manufacturer’s

recommendation.
2.4 miR Purification and Quantification

The miR content was extracted and purified from the liver of the mice using the mirVana
miRNA isolation kit (Life Technologies Corporation, CA, USA) according to the manufacturer’s
instructions. The relative expression of miR-122 was determined using primers with a TagMan
detection system (ID 002245, Life Technologies Corporation) and U6 spliceosomal RNA (ID
001973) as endogenous controls (Life Technologies Corporation, CA, USA). Gene expression
was accessed by real-time PCR performed on the ABI Prism 7500 Fast platform.

Gene expression by real-time PCR was analysed on the ABI Prism 7500 Fast platform. The
data were analysed using the sequence detection system 2.0.5 (Life Technologies Corporation,
CA, USA) and expressed as a relative value using the comparative threshold cycle (Ct) method

(2-AACt), according to the manufacturer’'s recommendation.
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2.5 Immunoblotting

Tissue samples (liver and white adipose tissue) were obtained and homogenized in freshly
prepared ice-cold buffer [1% (v/v) Triton X-100, 0.1 mol L™ Tris, pH 7.4, 0.1 mol L™" sodium
pyrophosphate, 0.1 mol L™" sodium fluoride, 0.01 mol L™ EDTA, 0.01 mol L™ sodium vanadate,
0.002 mol L' PMSF and 0.01 mg aprotinin/mL]. The insoluble material was removed by
centrifugation (10 000 xg) for 25 min at 4°C. The protein concentration in the supernatant was
determined using the Bradford dye-binding method. The supernatant was re-suspended in
Laemmli sample buffer and boiled for 5 min before separation by SDS-PAGE using a miniature
slab gel apparatus (Bio Rad, Richmond, CA, USA). Proteins from the gel were electrotransferred
to nitrocellulose for 90 min at 120 V (constant). The nitrocellulose blots were probed with specific
antibodies. ACADVL (SC-376239) was obtained from Santa Cruz (Santa Cruz Biotechnology
Inc., CA, USA). Phospho-HSL*"”® (#4137) was obtained from Cell Signaling (Cell Signaling
Technology Inc). In addition, o-tubulin (T-9026) was obtained from Sigma (Sigma-Aldrich Co.).

Subsequently, the blots were incubated with HRP-conjugated secondary antibodies (KPL,
Gaithersburg, MD, USA). The signal was detected by chemiluminescence using the Amersham
ECL kit (RPN 2232, Buckinghamshire, UK) and subsequent exposure to a Kodak XAR film.
Band intensities were quantified by optical densitometry of developed autoradiographs (Scion
Image software, ScionCorp, MD, USA), and the intensities of the bands were normalized to

those of the loading control a-tubulin.
2.6 Statistical Analysis

Numeric results are expressed as means with their standard errors of the indicated number of
experiments. Student’s t-tests were used for unpaired samples and analysis of variance
(ANOVA) was used for multiple comparisons. A post-hoc test (Bonferroni) was used for
determining a significance level of p < 0.05.

3. Results

3.1 Offspring exposure to maternal obesity throughout gestation induced molecular
evidence of decrease in fat oxidation in the liver through epigenetic modulation in

newborn mice
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The serum CHO and TAG levels in the C and H group mice on dO were the same; however,
after weaning (d28), CHO and TAG increased in HH (1.3-fold). Furthermore, among the cross-
fostered mice, when compared with CH, HC showed an increase in the CHO and TAG levels
(1.3-fold to CHO and 1.5-fold to TAG) (Table 2). In adulthood (d82), there was no difference in
the CHO and TAG levels were between CC and HH. However, the re-exposure to an HFD
increased the CHO levels in both groups (CC-HF and HH-HF), but the effect was more
pronounced in HH-HF (1.3-fold compared to SC—OR; Table 3). The serum TAG levels were
same among CC, HH and CC-HF, but increased in HH-HF (2.1-fold) compared to SC-OR.

To evaluate whether maternal HFD consumption during gestation leads to alteration in
metabolic pathways related to liver fatty acid oxidation and lipogenesis in offspring, we
performed analyses in mice on the day of delivery (d0). We observed that mice of dams fed an
HFD during gestation had reduced gene expression to Cptia (38.5-fold) and Acadv/ (5.6-fold;
Fig. 1B) as well as a lower level of ACADVL protein (87%; Fig. 1C). An increase in the
expression of Agpat (1.3-fold) and Gpam (1.9-fold; Fig. 1D) was also identified in offspring of
obese dams. Maternal consumption of an HFD during gestation led to a decrease in miR-122
expression (50%; Fig. 1E).

3.2 Offspring exposure to maternal obesity throughout gestation and/or lactation induced
altered expression of key hepatic genes involved in fatty acid oxidation and triglyceride
synthesis through epigenetic modulation

To assess the role of gestation and lactation in the hepatic metabolic disturbance described
previously, we fostered pups after birth. We found that mice gestated by dams fed an HFD but
suckled by a lean dam (HC) gained more weight (1.2-fold) than those gestated by lean dams but
suckled by dams fed an HFD (CH). The lactation period did not have an effect on body weight
since CH showed similar body weight to CC (Fig. 2A).

Interestingly, Cptia expression in HH (d28) was reduced (46%) compared with that in CC.
Mice suckled by dams fed an HFD (CH) showed increased, but not significant, Cptia
expression. However, when the mice were gestated by dams fed an HFD and suckled by lean
dams (HC), the expression level was similar to that in unfostered mice exposed to SC (CC) (Fig.
2B). Acadvl expression significantly reduced in HH (35%), as well as protein content of ACADVL
tended to be lower in the group HH (Fig. 2C); the expression in the cross-fostering groups (CH

and HC) was similar to that in HH (Fig. 2B). We also evaluated the relative expression of
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lipogenic genes (Agpat and Gpam). As seen in Fig. 2D, compared with CC, both genes
significantly increased in HH (62% and 33%, respectively), CH (87% and 38%, respectively) and
HC (164% and 62%, respectively) (Fig. 2D). miR-122 expression significantly reduced in HH
(1.5-fold), CH (2.2-fold) and HC (2.1-fold) compared with that in CC (Fig. 2E). Compared with
CC, HH showed reduced phosphorylation (62%) in the inhibitory amino acid residue (Ser565) of
hormone-sensitive lipase (HSL). The phosphorylation in the cross-fostered mice (CH and HC)
was similar to that in unfostered mice exposed to an HFD (HH) (Fig. 2F).

3.3 Re-exposure of offspring of obese dams induced molecular evidence of higher
sensitivity to an HFD in adulthood

To evaluate whether HFD exposure in early life would increase HFD sensitivity in later life
and consequently affect lipid metabolism in offspring, we used a model in which offspring of
obese and lean dams were re-exposed to an HFD at 6 weeks of age.

We initially evaluated the body weight after re-exposure to an HFD over 5 weeks. As shown
in Fig. 3A, re-exposed CC (CC-HF) and HH (HH-HF) were slightly heavier (reaching 1.5-fold
and 1.4-fold, respectively, by the end of treatment) than CC and HH when maintained on SC.
However, the weight gain of HH-HF was significantly higher than that of CC-HF (35% from
week 2 of exposure to an HFD; inserted Fig. 3A).

In addition to altered serum lipids in CC—HF and HH-HF compared with CC and HH (Table
3), the hepatic lipid content also increased in HH (10.6%) and HH-HF (22.7%) compared with
CC and CC—HF, respectively (Fig. 3B).

Remarkably, HH-HF exhibited attenuation in hepatic Cpt1a and Acadvl gene expression
compared with CC-HF, paralleled by decrease in the ACADVL protein level in HH-HF (Fig. 3C
and D). In contrast to that in CC, re-exposure to an HFD in HH induced a marked increase in
hepatic Agpat (3.4-fold) and Gpam (2.6-fold) gene expression (Fig. 3E). The hepatic miR-122
content during adulthood was reduced in HH (41%) compared with CC during adulthood.
However, re-exposure to an HFD further reduced the miR-122 content in both groups (CC-HF
and HH-HF; Fig. 3F).

Phosphorylation of HSL (Ser565) in white adipose tissue was investigated after re-exposure

to an HFD. As shown in Fig. 3G, in CC-HF, the phosphorylation level was similar to that in CC
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and HH. However, in HH-HF, the phosphorylation level was significantly reduced (more than
80%) compared with the control group (CC).

4. Discussion

Development of metabolic disorders in offspring as a result of dysfunctional maternal nutrition
is already acknowledged in the literature. Important alterations in glucose and lipid metabolism
can be observed in recently weaned and adult offspring of obese dams (Gniuli et al., 2008;
Heerwagen et al., 2010; Oben et al., 2010; Masuyama and Hiramatsu, 2012). In this context, we
have recently shown that maternal consumption of an HFD during gestation and lactation
periods affects lipid metabolism, active inflammatory pathways and proteins related to unfolded
protein response in offspring (Ashino et al., 2012; Benatti et al., 2014; Melo et al., 2014).
Maternal consumption of an HFD promotes downregulation of hepatic B-oxidation-related genes
and upregulation of genes involved in lipid synthesis in offspring (Benatti et al., 2014). These
alterations seem to be driven by modulation of miR-122 and miR-370 expression, causing
metabolic adaptations that lead to increased ectopic lipid accumulation within the liver.

However, only few studies have tried to explain the relative contribution of pre- or post-natal
maternal HFD consumption on the metabolic phenotype in offspring. Sun and colleagues (2012)
showed that maternal HFD consumption during suckling has a greater influence in determining
leptin-signaling impairment in offspring. On the other hand, Cerf and colleagues (2005) showed
that neonates exposed to an HFD only during foetal life presented reduced b-cell volume and
number, accompanied by sustained and irreversible hyperglycaemia during adulthood. The
authors also believe that a dietary insult occurring during early infancy can be considered an

additional stimulus, which worsens an already compromised b-cell function.

Here, to investigate the role of maternal consumption of an HFD on hepatic lipid metabolism,
either during gestation or lactation, we initially evaluated newborn offspring (d0). Pups (d0)
showed increased Agpat and Gpam expression and decreased Cptia and Acadvl expression.
These results suggest that pre-natal maternal HFD consumption is sufficient to promote
significant alterations in the triacylglycerol and fatty acid oxidation pathways. In our study, H
presented lower levels of hepatic miRNA-122 than C, indicating the influence of maternal HFD

consumption during gestation on lipid metabolism in offspring. miRNA-122 has an important role
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in liver homeostasis (Li et al., 2011; Hsu et al., 2012; Tsai et al., 2012; Wen and Friedman, 2012;
Yang et al., 2012; Benatti et al., 2014; Nakao et al, 2014). Mice lacking the gene encoding miR-
122a are viable but develop temporally controlled steatohepatitis, fibrosis and hepatocellular
carcinoma (Hsu et al. 2012; Tsai et al., 2012). Besides this, mice present hepatic infiltration of
inflammatory cells that produce pro-tumorigenic cytokines, including IL-6 and TNFa (Hsu et al.,
2012). Thus, considering the importance of lipid metabolism and inflammatory signalling to the
development of hepatic steatosis, maternal HFD consumption during gestation was sufficient to
modulate the hepatic metabolic pathway, leading to liver damage in newborn mice.

The influence of maternal nutritional status during gestation on lipid metabolism was re-inforced
by the results observed in newly weaned offspring (d28) using the cross-fostering model. Our
results showed that pups cross-fostered by SC dams (HC) presented higher body weight and
Agpat and Gpam expression in the liver, accompanied by decrease in hepatic Acadv/ expression
and HSL phosphorylation (Ser565) in WAT, compared with unfostered mice exposed to SC
(CC). Although body weight was not different between CC and pups cross-fostered by dams fed
an HFD, they presented a metabolic phenotype similar to that of HC, but with lower magnitude.
These results suggest that the gestational period has a greater influence on liver lipid
homeostasis than the suckling period. Furthermore, we observed that miR-122 expression in the
liver decreased in both groups, mice cross-fostered by dams fed an HFD (CH) and mice cross-
fostered by dams fed SC (HC), suggesting that the presence of fatty acid in either maternal
blood or milk could contribute to inhibition of miR-122 expression. This hypothesis was re-
inforced when we analysed adult mice after re-exposure to an HFD (HH-HF and CC-HF). The
miR-122 expression in both groups was lower than that in CC. We did not evaluate the milk
composition; however, previous studies demonstrated that HFD consumption altered the fatty
acid composition of human and rat milk (Silber et al., 1988; Priego et al., 2013). Besides, in rats,
HFD consumption during gestation increases the placental and blood TG levels (Shankar et al.,
2011).

Interestingly, any one additive effect was observed in the mice of dams fed with an HFD
during gestation and lactation. Gluckman and Hanson (2004) suggested that a mismatch
between the pre- and post-natal environment results in inappropriate adaptations and
subsequent metabolic disease, also known as the predictive adaptive response (PAR)
hypothesis.
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Metabolic modification in adult life promoted by maternal HFD consumption can be attributed
to epigenetic modifications of DNA. These modifications are stable and can be transmitted to
progeny, thus affecting gene expression. Here we did not find differences in liver Cptia, Agpat
and Gpam expression and the p-HSL level in WAT between CC and HH. However, for most
parameters evaluated, the re-exposure to an HFD during adult life was more harmful to offspring
of the obese dams than to offspring of lean dams. In accordance with our results Glavas and
colleagues (2010) and Kruse and colleagues (2013) showed that, in mice, perinatal nutritional
overload leads to a more deleterious response to an HFD challenge later in life, even after an
interval of normal diet. Taken together, our results suggest that exposure to high levels of
nutrients during early stages of development (gestation and lactation) induces a metabolic
adaptation that results in an inappropriate response to nutritional overload in later stages of life.

In summary, maternal HFD consumption during gestation and lactation seems to affect the
metabolic phenotype in offspring. The presence of fatty acids in maternal milk and blood can be
responsible for modulating the expression of miR-122, which is involved in in liver homeostasis.
Nutritional overload during gestation and lactation have different effects on protein expression
and lipid synthesis in offspring after weaning. However, the gestational period is responsible for
promoting a greater modification in the phenotype compared with the lactational period.
Interestingly, these modifications in the phenotype are not observed in adult life but seem to
cause a more harmful response to an HFD challenge later in life. These findings provide
important information regarding the effects of maternal nutrition and obesity on the metabolic
phenotype of offspring, especially during gestation. However, further studies are necessary to
evaluate how nutritional intervention during gestation and lactation could contribute to reduction
in metabolic damage in offspring.
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Tables and Figures

Table 1. Nutritional compaosition of the standard chow and experimental diets fed to mice

during gestation, lactation and adult life

Chow Diet * Growth HFD Maintenance HFD
Met Protein {g%) 20,0 23,3 16,7
Fat Content {g%) 4.0 24,0 24,0
Carbohydrates (g%) 65,95 42,1 49,3
Fiber{g%) 5,0 5,55 5,0
Mineral Mix (g %) 3.5 3,5 3.5
Vitamin Mix (g %) 1,0 1.0 1,0
Choline 0,25 0,25 0,25
Cystine 0,3 0,3 0,25
Total 100,0 100.0 100.0
Energy (KJ/g) 14,6 19,3 19,3
* NUVILAB® Cr-1; Nuvital.
Table 2. Lipid profile of offspring at d0 and d28
dd d28
C HF cC CH HH HC
Meanwith SEM Meanwith SEM
CHO{mmolL}) 239+015a 275x048a 222:013a 220+0133 304017k 298:x008Bb
TAG (mmol/L}) 06420058 O058+008a 055+000a 097x00%9c 162%0.16b 152+012b

Walues are mean = SEM from 6 pups per group.
CHO, serum cholesterol; TAG, serum TAG.

Different letters indicate statistical significance between groups of the same experimental day (p=0.05).



Table 3. Lipid profile of offspring at d82, after high-fat diet re-exposure

dg2
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cC CC-HF HH HH-HF
Meanwith SEM
CHO (mmol'L) 2B9+010a 320+008 a 362+012b 460007 cC
TAG (mmol'L) 0.91+0.14 a 0.77+0.10a 0599+0.25a 152+0.26b

Valuesare mean = 5EM from & pups per group.

CHO, serum cholesterol; TAG, serum TAG.

Different letters indicate statistical significance between groups of the same
experimental day (p=0.05).
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Fig. 1. Offspring exposure to maternal obesity throughout gestation induced molecular evidence of

decrease in fat oxidation in the liver through epigenetic modulation in newborn mice. Body weight (A),
mRNA levels (QRT-PCR) of hepatic Cpt1a and Acadv/ (B), Western blotting (WB) of hepatic ACADVL (C),
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mRNA levels (QRT-PCR) of hepatic Agpat and Gpam (D), microRNA level (QRT-PCR) of hepatic miR-122
(E) in dO C (offspring of lean dams) and H (offspring of obese dams). For relative gene expression
analysis, Gapdh and U6snRNA were used as endogenous controls. For control of gel loading in WB,
membranes were re-blotted with a-tubulin. Values are means (n =4-8 for WB and n =5-12 for gRT-
PCR), with their standard errors represented by vertical bars. Different letters indicate statistical
significance between groups (p < 0.05).
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Fig. 2. Offspring exposure to maternal obesity throughout gestation and/or lactation induced altered
expression of key hepatic genes involved in fatty acid oxidation and triglyceride synthesis through
epigenetic modulation. Body weight (A), mRNA levels (QRT-PCR) of hepatic Cpt1a and Acadv/ (B),
Western blotting (WB) of hepatic ACADVL (C), mRNA levels (QRT-PCR) of hepatic Agpat and Gpam (D),
microRNA level (QRT-PCR) of hepatic miR-122 (E), WB of WAT phospho-HSL (Ser565) (F) in d28 CC
(offspring of a lean dam suckled by the same dam), CH (offspring of a lean dam suckled by an obese
dam), HH (offspring of an obese dam suckled by the same dam) and HC (offspring of an obese dam
suckled by a lean dam). For relative gene expression analysis, Gapdh and U6snRNA were used as the
endogenous controls. For control of gel loading in WB, membranes were re-blotted with a-tubulin. Values
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are means (n =4 for WB and n = 5-8 for gqRT-PCR), with their standard errors represented by vertical

bars. Different letters indicate statistical significance between groups (p < 0.05).
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Fig. 3. Re-exposure of offspring of obese dams induced molecular evidence of higher sensitivity to an

HFD in adulthood. Body weight (A) and weight gain (insert A), total hepatic lipid content (B), mRNA levels
(gRT-PCR) of hepatic Cpt1a and Acadv/ (C), Western blotting (WB) of hepatic ACADVL (D), mRNA levels
(gRT-PCR) of hepatic Agpat and Gpam (E), microRNA level (QRT-PCR) of hepatic miR-122 (F), WB of
WAT phospho-HSL (Ser565) (G) in d82 CC (offspring of a lean dam), CC—HF (offspring of a lean dam re-
exposed to an HFD), HH (offspring of an obese dam) and HH-HF (offspring of an obese dam re-exposed

to an HFD). For relative gene expression analysis, Gapdh and U6snRNA were used as endogenous

controls. For control of gel loading in WB, membranes were re-blotted with a-tubulin. Values are means

(n =4 for WB and hepatic lipid content, n = 5-8 for qRT-PCR), with their standard errors represented by

vertical bars. Different letters indicate statistical significance between groups (p < 0.05).
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

A prevaléncia da obesidade tem aumentado drasticamente em todo o
mundo e estudos epidemioldgicos mostram que as mulheres fazem parte de um grupo
mais vulneravel. Além disso, 0 excesso de peso durante a gestacdo acarreta em
maiores ricos obstétricos para a mae, assim como maiores chances do filho
desenvolver obesidade e doencas metabdlicas (Castro e Avina, 2002; Oken, 2008).
Condicbes adversas em periodos criticos do desenvolvimento, como o periodo
embrionario, resultam em alteracdes permanentes na estrutura, fisiologia e metabolismo
da prole. Esse processo é conhecido como programacao metabdlica e, tanto o excesso
de peso, como o0 desbalango na ingestdo de nutrientes pela mde em periodo
gestacional podem desencadear essas alteragbes (Vickers et al., 2000; Sullivan e
Grove, 2010).

A programagdo metabodlica estd envolvida com o estabelecimento das
respostas fisiolégicas e metabdlicas ao nascer e ao longo da vida. Estudos
epidemiologicos e com animais experimentais demonstram que a saude e o status
nutricional da mée durante a gestacao e lactagdo exercem efeitos centrais e periféricos
que regulam o balanco energético na prole em desenvolvimento (Sulliven e Grove,
2010).

Modelos experimentais de supernutricdo materna demonstram que a prole
exposta a DH durante a gestacao e lactacao apresenta maior peso corporal e massa de
tecido adiposo, ativacdo de proteinas proé-inflamatérias e marcadores de estresse de
reticulo endoplasmatico no hipotalamo, além de alteragbes hormonais e no
metabolismo lipidico em tecidos periféricos, como tecido adiposo e figado (Ashino et al.,
2012; Mello et al., 2014; Purkayastha et al., 2011; Benatti et al., 2014). Apesar das
consequéncias da programagao metabdlica para o desenvolvimento metabdlico da
prole serem bem aceitas, a grande maioria dos estudos nao isola os efeitos da
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gestacdo e lactacdo. Deve-se ainda considerar que a obesidade materna, ou o
consumo de DH, durante o periodo de lactagdo, promove um aumento na
disponibilidade de AGs no leite ofertado ao recém nascido (Priego et al., 2013), o que
pode influenciar nos resultados atribuidos ao periodo gestacional.

Nosso modelo experimental permitiu avaliar os efeitos da obesidade e
consumo materno de DH na prole de forma isolada na gestacdo e lactacao.
Primeiramente, avaliamos a prole de maes obesas (H) no momento do nascimento (d0).
Apesar de alguns autores relatarem aumento de peso corpOreo e macrossomia em
filhos nascidos de maes obesas (Okun et al.,, 1997; Baeten et al., 2001; Kaar et al.,
2014; Kang et al., 2014), em nosso trabalho o grupo H apresentou menor peso
corporeo ao nascer em relacdo a prole de méaes eutréficas (C). Esse fato pode estar
relacionado a possiveis alteracées na placenta das mées obesas, ocasionadas pela
hiperglicemia e os altos niveis de insulina circulante dessas mées, que poderiam estar
relacionados com alteracbes no crescimento e funcdo da placenta e,
consequentemente, com desenvolvimento fetal (Skarzinski et al., 2009; Khamaisi et al.,
2012; Kahraman et al., 2014).

Nao foram encontradas diferencas nos niveis séricos de CHOL e TAG
entre os grupos, porém, interessantemente, o grupo H apresentou diminuicdo na
expressao génica de Cptia e Acadvl, genes relacionados com a oxidagdo de AGs,
assim como no conteudo proteico de ACADVL, no figado. Além disso, o grupo de maes
obesas apresentou expressdo aumentada de genes envolvidos na sintese hepatica de
TAG (Gpam e Agpat). Concomitante a diminuicdo na expressao desses genes
envolvidos com a B-oxidacdo e aumento na expressao de genes envolvidos na sintese

de TAG, observamos que a prole H exibe menor expressao de miR-122.

Os resultados com a prole d0 respondem, em parte, a uma duvida
levantada em um trabalho anterior de nosso grupo, onde observamos que a prole de
maes obesas recém desmamada, exposta a DH durante a gestacdo e lactacao,
apresentava alteragdes no metabolismo lipidico hepéatico, acompanhadas também de
diminuicdo na expressdao de miR-122 (Benatti et al., 2014). Dessa forma, foi possivel
inferir que as alteragcdes no metabolismo lipidico hepatico da prole de maes obesas
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poderiam estar relacionada a alteracdes epigenéticas, como a expressao de miRNAs,
porém nao era possivel afirmar que os efeitos observados eram decorrentes do periodo

gestacional apenas, ja que os experimentos foram realizados ap6s o0 desmame.

Os experimentos com d0 nos deram evidéncias de que a obesidade
materna durante a gestacao exerce, de fato, um papel importante para a modulagcédo do
metabolismo da prole, fato que ja vem sendo demonstrado por outros autores. Gniuli e
colaboradores (2008), por exemplo, demonstraram que a exposigao intra-uterina a DH
prejudica a fungao das células B pancreaticas na prole, levando ao desenvolvimento de
DM2 e a transmissao dessas caracteristicas para a prdéxima geracdo, mesmo na
auséncia de consumo de DH em outros periodos da vida. Similarmente, Masuyama e
Hiramatsu (2012) demonstraram que o consumo materno de DH durante a gestagao
ocasionava maior ganho de peso e ingestao alimentar, maior presséo arterial e piora na

tolerancia a glicose, além de alteragbes no niveis séricos de TAG e leptina da prole.

Porém, alguns estudos atribuem ao periodo de lactacdo os efeitos
deletérios do consumo materno de DH para a prole. Sun e colaboradores (2012), por
exemplo, demonstraram que o consumo materno de DH durante a lactagdo exerce
papel fundamental nas alteracbes observadas na sinalizacdo da leptina na prole. De
forma semelhante, em outro estudo desenvolvido por nosso grupo, foram encontradas
alteracdes hipotalamicas relacionadas a inflamagcdo e a resposta de proteinas mal-
formadas na prole recém-desmamada de maes obesas, porém essas alteragcbes ndo
foram observadas na prole ao nascer, 0 que sugere que, para esses efeitos, o periodo
de lactagao pode ser mais determinante.

No entanto, afim de confirmar os resultados encontrados em d0 e para
avaliar se as alteragbes no metabolismo lipidico hepatico logo apds o nascimento
podem também estar presentes em decorréncia da exposicdo materna a dieta
hiperlipidica somente no periodo de lactagéo, realizamos experimentos utilizando o
modelo de crossfostering. Em relacdo ao peso corpéreo, foi possivel observar que
ambas as proles geradas por méaes obesas (HH e HC), com 28 dias de vida (d28),
apresenta maior peso corpéreo em relacdo as proles CC e CH. Apesar de outros
autores terem obtido resultados discrepantes com relagdo ao peso corpéreo de animais
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utilizando modelos de crossfostering (Oben et al., 2010; Desai et al., 2014), nossos
resultados vao de encontro com o de outros autores que utilizaram métodos similares
(Borengasser et al., 2011; Tsuduki et al., 2013; Masuyama e Hiramatsu, 2014),
demonstrando que, aparentemente, o0 ambiente intra-uterino é mais importante, no que
diz respeito ao ganho de peso, do que o periodo de lactacdao. De forma semelhante,
observamos alteracdes nos parametros bioquimicos nos grupos HH e HC, com maiores

niveis séricos de CHOL e TAG em comparagao aos outros grupos.

Assim como para a prole recém-nascida, observamos na prole recém-
desmamada menor expressdo génica de Cptia em HH e menor expressao génica de
Acadvl em todos os grupos expostos a DH de alguma forma (HH, CH e HC) em
comparacdo ao grupo C. Observamos, também, que esses animais (HH, CH e HC)
apresentam menor fosforilagdo da lipase horménio sensivel (p-HSL) no tecido adiposo,
sugerindo menor mobilizagdo dessas reservas para utilizacdo como energia. Além de
alteracoes em genes envolvidos na oxidacdao de AGs, também encontramos, na prole
d28, alteragcbes em genes envolvidos na sintese de TAG no figado. CH, HH e HC
apresentaram maior expressao de Agpat e Gpam, comparados ao grupo controle. Da
mesma forma, esses grupos expostos a DH, seja na gestacdo ou na lactacdo, tém
diminuicdo na expressdao hepatica de miR-122, demonstrando que as alteragbes
epigenéticas encontradas em d0 podem ser desencadeadas de forma isolada tanto no

periodo intra-uterino como no periodo de lactagcédo, ou de forma conjunta.

Alguns autores ja demonstraram que, além de causar alteragbes precoces
no metabolismo da prole, a programacdo metabdlica desencadeada pela obesidade
materna e/ou consumo materno de DH traz consequéncias que persistem até a vida
adulta dos animais, como obesidade, deposicédo hepatica de triglicérides, resisténcia a
acao da insulina, disfungcao hepatica mitocondrial e aumento da lipogénese (Elahi et al.,
2009, Stewart, Heerwagen e Friedman, 2013, Ashino et al., 2012, Samuelsson et al.,
2008; Bruce et al.,, 2009) fatores esses que, em conjunto, podem levar ao
desenvolvimento de DHGNA.

Em estudo prévio do nosso grupo, foi demonstrado que a prole de maes
obesas, em consumo apenas de dieta padrdo, apresenta com 82 dias de vida (d82)
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maior peso corporal e maior massa de tecido adiposo epididimal em comparagcao com a
prole de maes magras, além de apresentar maior deposi¢do hepatica de TAG (Ashino
et al., 2012). No presente estudo, afim de verificar se a prole de mées obesas exibe
maior sensibilidade aos efeitos deletérios do consumo de DH em comparagéao a prole
de maes magras, a DH foi reintroduzida a partir de 42 dias de vida até o d82.
Observamos que a prole de maes obesas reintroduzida a DH (HH-HF) exibe um ganho
de peso maior em relacdo a prole de maes magras também reintroduzida a DH (CC-
HF), ja a partir da segunda semana de reexposi¢do. Da mesma forma, o grupo HH-HF
apresenta maiores niveis séricos de CHOL e TAG e maior conteudo total de lipidios

hepaticos.

Interessantemente, o grupo HH-HF apresenta alteracdo no metabolismo
lipidico hepatico, com diminui¢do na expressao génica de Cptia e Acadvl, assim como
menor conteudo proteico de ACADVL e aumento na expressdo de Gpam e Agpat. No
tecido adiposo, também observamos menor contetdo de p-HSL no grupo HH-HF.
Essas alteragdes, em conjunto, fazem parte da patogénese da DHGNA. Alguns autores
acreditam que mecanismos epigenéticos decorrentes da exposicao in utero a DH sao
responsaveis pelo desenvolvimento da DHGNA na vida adulta. Essa exposi¢do in utero
€ considerada como o "first hit', e seria responsavel por fazer com que o tecido hepatico
se tornasse mais vulneravel ao desenvolvimento de esteatose, inflamacgéao e fibrose ao

ser exposto a DH (Brumbaugh e Friedman, 2014).

Acreditamos que um desses mecanismos epigenéticos envolvidos no
desenvolvimento da patogénese da DHGNA pode ser a modulagdo da expressao de
miR-122. Hsu e colaboradores (2012) demonstraram que animais com delegéo total ou
figado-especifica de miR-122 apresentam alteracbes importantes, tais como aumento
de deposicao hepatica de TAG, aumento na expressao de varios genes envolvidos na
sintese e deposicdo de TAG no figado, além de maiores indices no score de
inflamacéao, esteatose e fibrose hepatica. Da mesma forma, demonstramos em estudo
prévio, como citado anteriormente, que filhos de mé&es obesas apresentaram
desbalanco no metabolismo lipidico, acompanhado de diminuicdo na expressao de
miR-122 (Benatti et al., 2014) e, no presente estudo, observamos que essa diminuicdo
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persiste até a vida adulta no grupo HH e é ainda mais evidente no grupo reexposto a
DH (HH-HF).

Nosso trabalho vai ao encontro com resultados prévios de outros autores
que demonstram que o consumo de DH durante os periodos de gestacao e lactagéao
pode levar a uma maior sensibilidade da prole quando submetida a um segundo insulto
com essa dieta. Glavas e colaboradores (2010) demonstraram que a supernutrigdo in
uterus desencadeia na prole um maior ganho de peso, resisténcia a a¢do da insulina e
hepatoesteatose, quando expostos a DH na vida adulta. Mais recentemente, foi
demonstrado ainda que a prole de maes obesas, quando submetida a DH na vida
adulta, apresenta disfungcdes mitocondriais e alteracdes importantes nos adipécitos
(Kruse et al., 2013).

Em resumo, nossos resultados sugerem que o consumo materno de DH
durante ambos os periodos de gestacao e lactagdo podem afetar o fenétipo metabdlico
da prole. No entanto, o periodo gestacional parece promover alteragbes mais
acentuadas em relacdo ao periodo de lactagdo. A prole de maes obesas exibe maior
sensibilidade aos efeitos deletérios da exposicdo a DH na vida adulta. Além disso, a
expressao de miR-122 no figado parece estar diretamente relacionada as alteragées no
metabolismo lipidico hepatico, sendo que os acidos graxos presentes na DH, na
circulacdo e no leite materno podem ser responsaveis pela diminuicdo na sua
expressdo. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais a fim de avaliar como a
intervencao nutricional durante os periodos de gestacao e lactacdo poderiam contribuir
para a melhora no metabolismo lipidico da prole.
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