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RESUMO

E conhecido que a obesidade materna durante a gestacdo e lactacio expde a prole a
condigcbes inflamatdrias e leva a distlrbios metabdlicos e obesidade na vida adulta. Porém,
ndo é conhecido se o evento celular relacionado aos danos da sinalizacdo hipotalamica, como
o estresse de reticulo endoplasmatico (ERE) e resisténcia a insulina, poderia estar presente na
prole. Para responder essa questdo, nds avaliamos o tecido hipotalamico e hepatico em
camundongos recém desmamados (d28) e o hipotdlamo de camundongos recém nascidos
(d0) de maes alimentadas com dieta rica em gordura (HFD-0) e dieta controle (SC-O) durante
a gestacdo e lactacdo. Peso corpdreo, massa do tecido adiposo, e ingestdo alimentar foram
mais acentuados em camundongo HFD-O que em camundongo SC-O. Além disso, intolerancia
a glicose (GTT) e insulina (ITT) foram maior em HFD-O que em SC-O. Comparado com SC-O, os
niveis de RNAm de IL1-B, expressdo proteica de NFkB e p-JNK no hipotdlamo foram
aumentados em HFD-O. Além disso, comparado ao SC-O, a fosforilacdo da AKT hipotalamica
apds estimulo com insulina foi reduzida, enquanto os marcadores de ERE (p-PERK, p-elF2aq,
XBP1s, GRP78 e GRP94) foram aumentados no tecido hipotaldmico de HFD-O com d28 mas
ndo com dO. A fosforilacdo hipotalamica da AMPK estava aumentada em HFD-O comparado a
SC-O com d28. Esses danos na sinalizacdo hipotaldamica foram acompanhados de alteracdes
hepaticas evidenciadas pelo aumento de depdsito de triglicérides, ativacdo de proteinas pro-
inflamatdrias (NFkB, p-IKK e p-JNK), e marcadores de ERE (p-PERK e p-elF2a). Esses resultados
indicam fortemente que o periodo de lactagdo é importante para as mudancas metabdlicas.
Essas mudancas podem ocorrer precocemente na prole de maes obesas e contribuir para a

obesidade e patologias associadas.
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ABSTRACT

It is known that maternal obesity during pregnancy and lactation exposes offspring to
inflammatory conditions and leads to metabolic disturbances and obesity in adult offspring.
However, it is unknown whether the cellular events related to the damage to hypothalamus
signaling, such as endoplasmic reticulum stress (ERS) and insulin resistance, could be present
early in the offspring. To address this question, we evaluated the hypothalamic and hepatic
tissues in recently weaned mice (d28) and the hypothalamus of newborn mice (d0) from dams
fed HFD (HFD-O) or standard chow diet (SC-O) during pregnancy and lactation. Body weight,
adipose tissue mass, and food intake were more accentuated in HFD-O mice than in SC-O
mice. In addition, intolerance to glucose (GTT) and insulin (ITT) was higher in HFD-O mice than
in SC-O mice. Compared with SC-O mice, levels of hypothalamic IL1-B mRNA, NFkB protein,
and p-JNK were increased in HFD-O mice. Furthermore, compared with SC-O mice,
hypothalamic AKT phosphorylation after insulin challenge was reduced, while markers of ERS
(p-PERK, p-elF2a, XBP1s, GRP78, and GRP94) were increased in the hypothalamic tissue of
HFD-O at d28 but not at d0. Hypothalamic AMPK phosphorylation was higher in HFD-O mice
than in SC-O mice at d28. These damages to hypothalamic signaling were accompanied by
hepatic alterations evidenced by increased triglyceride deposits, activation of
proinflammatory proteins (NFkB, p-IKK, and p-JNK), and markers of ERS (p-PERK and p-elF2a).
Taken together, these results strongly indicate that the lactation period is important for
metabolic changes. These changes may occur early in offspring from obese dams and

contribute to obesity and associated pathologies.
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INTRODUCAO

A obesidade é definida do ponto de vista clinico como um acumulo excessivo de
gordura em magnitude suficiente para produzir consequéncias adversas a saude (Spiegelman &
Flier, 2001; WHO, 2013). Além disso, outras doencas ndo transmissiveis estdo associadas a
obesidade, como doencas cardiacas, hipertensao, disturbios do sono, alguns tipos de cancer e
diabetes mellitus tipo 2 (Kopelman, 2000; WHO, 2013).

O sobrepeso e a obesidade resultam da interacdo entre fatores genéticos, metabdlicos,
comportamentais e ambientais. As principais causas do desenvolvimento dessa doenga estdao
relacionadas com o aumento no consumo calérico e a diminuicdo do gasto energético ou a
combinacdo de ambos, que leva a um balanco energético positivo e, consequentemente, um
aumento no peso corpdreo na sociedade moderna (Stein & Colditz, 2004).

Dados obtidos por levantamentos epidemioldgicos apontam que a obesidade mundial
guase dobrou desde 1980, sendo que em 2008, 1,4 bilhdo de individuos adultos apresentavam
sobrepeso, indice de massa corpdrea (IMC) superior a 25 kg/m2 e cerca de 200 milhdes de
homens e 300 milhdes de mulheres eram clinicamente obesos (IMC > 30 kg/mz) (WHO, 2013).0
aumento consideravel na prevaléncia da obesidade tem sido melhor explicado por mudancas
comportamentais e ambientais que a populacdo tem experimentado em decorréncia dos
avancos tecnoldgicos (Kopelman, 2000).

As mudancas na prevaléncia de obesidade adulta sdo reflexos de um aumento no peso
corporeo na infancia e adolescéncia em paises industrializados e em desenvolvimento. O inicio
precoce da obesidade leva a um aumento da probabilidade de desenvolver obesidade ao
longo da vida (Kopelman, 2000). Historicamente, o conceito “maior é melhor” foi amplamente
aceito, de tal modo que uma crianga pesada significava uma crianca saudavel. Essa percepc¢ao
mudou drasticamente com base na evidéncia de que a obesidade infantil estd associada com
uma grande variedade de complicagbes graves a saude e um aumento do risco de doengas e
de morte prematura na vida adulta (Onis et al. 2010).

Em 2010, estimava-se que 43 milhdes de criancas ja apresentavam algum grau de

obesidade e 92 milhGes estavam em risco de sobrepeso. A prevaléncia mundial de sobrepeso e
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obesidade infantil aumentou de 4,2% em 1990 para 6,7% em 2010 e as proje¢Ges indicam em
2020 cerca de 60 milhdes (9,1%) de criancas podem apresentar sobrepeso ou obesidade (Onis
et al. 2010). Esta tendéncia é preocupante levando-se consideragdo que a obesidade na infancia
aumenta significativamente o risco de o adulto ser obeso.

Também deve-se destacar que entre mulheres a prevaléncia de obesidade durante a
gestacdo tem aumentado, oferecendo riscos de desenvolver complica¢des, tanto para a mae
guanto para a crianca (Drake & Reynolds, 2010). O crescimento e desenvolvimento no Utero é
um processo complexo em que interagem componentes materno e fetal e placentarios, a fim
de sustentar o crescimento fetal e a sobrevivéncia ao longo da gravidez (Warner & Ozanne,
2010).

Estudos tém demonstrado que essa crescente epidemia de obesidade e sindrome
metabdlica (diabetes tipo IlI, hipertensdo, doencas cardiovasculares) podem ser
“programadas” no inicio da vida (Warner & Ozanne, 2010). Isso porque o periodo de
desenvolvimento pré e pds natal e o ambiente nutricional ao qual o individuo é exposto pode
levar a adaptagcGes metabdlicas que continuardo a se expressar na vida adulta (Levin, 2006;
Drake & Reynolds, 2010).

Tanto a restricdo quanto o excesso de nutrientes durante a gestacao e a lactagao
podem levar a obesidade na prole (Levin, 2006). Estudos indicam que filhos de maes
desnutridas durante o periodo gestacional tiveram um aumento na incidéncia de obesidade e
doencas cardiovasculares na vida adulta (Ravelli et al. 1976, Ravelli et al. 1999).

O individuo exposto a um ambiente intrauterino pobre em nutrientes desenvolve uma
série de adaptacdes fisioldgicas e metabdlicas para sua sobrevivéncia pds-natal nas mesmas
condicBes nutricionais (Warner & Ozanne, 2010). Entretanto, como demonstrado no estudo
de Vickers et al. (2000), roedores gerados em um ambiente desnutrido, quando expostos a
uma oferta de nutricdo hipercalérica pds-natal desenvolvem anormalidades metabdlicas
durante a vida adulta, precipitando quadros de hipertensao, hiperinsulinemia, hiperleptinemia
e obesidade.

Em contrapartida, criangas expostas a um ambiente com excesso de nutrientes no

periodo pré-natal também apresentam risco aumentado de desenvolver obesidade
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(Plagemann et al. 1997). Assim, o consumo materno de uma dieta rica em gordura durante o
periodo de gestacdo e/ou lactacdo produz alteragdes metabdlicas similares na fase adulta da
prole, tais como hipertensao, hiperfagia, hiperinsulinemia além do aumento na adiposidade
(Khan et al. 2003; Khan et al. 2005; Samuelsson et al. 2008; Nivoit et al. 2009). Neste contexto,
a nutricdo materna parece ter papel pontual se analisarmos que, segundo Howie et al. (2009),
filhos de maes que fizeram uso de uma dieta rica em gordura durante a gestacao e lactacdo ou
de maes que desde o desmame consumiram dieta rica em gordura sdo hiperinsulinémicos,
hiperleptinémicos apresentam uma predisposicdo a desenvolver obesidade na fase adulta
independente da dieta pds-desmame.

Em um estudo com primatas ndo humanos, McCurdy et al. (2009) avaliaram a prole de maes
que fizeram uso de uma dieta rica em gordura durante a gestacdo e lactacdo e observaram
aumento nos niveis de triglicérides hepatico e o desenvolvimento de doenga hepatica
gordurosa ndo alcodlica (DHGNA). Esse mesmo perfil de anormalidades hepaticas foi
observado em roedores que apresentaram ainda resisténcia a insulina e ativacdo de vias
inflamatdrias como consequéncia de um ambiente intra-uterino obesogénico (Ashino et al.
2012).

Além das alteracOes periféricas, alguns estudos demonstram que a dieta hiperlipidica
pode comprometer a funcionalidade neuronal e promover alteracdes no sistema que regula o
balanco energético, contribuindo para o desenvolvimento da obesidade (Breton, 2013). A
manutenc¢do do peso corpdreo é decorrente da resposta ao balanco energético no sistema
nervoso central (SNC), que ocorre principalmente em uma regido do cérebro denominada
hipotdlamo (Velloso, 2005). O hipotalamo responde a diferentes fatores periféricos e centrais,
incluindo hormoénios e neuropeptideos, como a grelina, glucose-like peptide 1 (GLP-1),
colecistoquinina-1 (CCK), insulina e leptina que regulam a ingestdo alimentar, homeostase da
glicose e energética (Wynne et al. 2005; Willians & Elmiquist, 2012). Os hormonios leptina
(derivado do tecido adiposo) e insulina (derivado das células B pancreaticas) sdo os principais
reguladores do controle energético no SNC. Eles se ligam em seus receptores ObRb e IR,
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respectivamente, que encontra-se expressos em maior propor¢dao em neurdnios do nucleo
arqueado hipotalamico, atuando em vias de sinalizagdo que regulam a transcricdo génica de
neurotransmissores (Velloso, 2005).

O nucleo arqueado do hipotadlamo (ARC) possui duas subpopulacdes de neurdnios, uma que
expressa neuropeptideos orexigénicos, neuropeptideo Y (NPY) e peptideo relacionado ao
agouti (AgRP), e outra que expressa neuropeptideos anorexigénicos conhecidos como pro-
opiomelanocortina (POMC), que secreta o hormonio estimulador a-melanocitico (a-MSH), e o
peptideo regulado por cocaina e anfetamina (CART), que sdo responsaveis pelo sinal da fome
e saciedade, respectivamente (Velloso, 2005, Wynne et al, 2005). Em situacdes de baixos
niveis de leptina e insulina, no caso do jejum, os receptores hipotalamicos encontram-se
desocupados e ativam neurdnios que expressam NPY/AgRP que transmitem sinais e
promovem o aumento da fome e diminuicdo da termogénese (Schwartz et al. 2000; Velloso,
2005). Por outro lado, em condi¢gdes que levam ao aumento na concentracdo de leptina e
insulina na corrente sanguinea, a sinalizacdo desses hormonios no nucleo arqueado do
hipotalamo promove a ativacdao de neurdnios que expressam neuropeptideos anorexigénicos
como POMC/CART, resultando em uma diminuicdo da fome e aumento da termogénese
(Schwartz et al. 2000; Flier, 2004; Velloso, 2005).

No hipotdlamo, os mecanismos de controle da homeostase energética sdo
redundantes. Embora, a sinalizacdo hormonal, como descrita anteriormente, seja um
importante mecanismo, os neuronios também respondem a disponibilidade de nutrientes.
Um importante sensor intracelular responsavel por manter o equilibrio energético é a
proteina quinase ativada por AMP (AMPK), sua atividade é regulada pela razio AMP/ATP
(Lopaschuk et al. 2010) e por fosforilagdo promovida por quinases, tais como LKB1 e CaMKK

(Hardie, 2003).
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A AMPK regula o balango energético por responder a sinais hormonais e nutricionais
tanto em tecidos periféricos quanto no SNC, que leva a mudancas na homeostase energética
em todo o corpo (Lage et al. 2008; Lopaschuk et al. 2010). No musculo esquelético, a ativacdo
da AMPK resulta na oxidacdo de acidos graxos e captacdo de glicose. Inversamente, no tecido
hepdtico a atividade da AMPK inibe a sintese de 4cidos graxos e colesterol e suprime a
producdo de glicose (Khan et al 2005; Lage et al. 2008).

A modulacdo da atividade da AMPK no hipotdlamo estd envolvida na alteracdo da
ingestdo alimentar e o peso corpéreo (Minokoshi et al. 2004). Assim, a AMPK fosforila e
inativa a proteina acetil-CoA carboxilase (ACC), enzima responsdvel pela carboxilacdo de
acetil-CoA a malonil-CoA, um intermedidrio critico do metabolismo de acidos graxos e
importante sinalizador anorexigénico (Lopaschuk et al. 2010).

Como demonstrado por Andersson et al. (2004), a ativacdo farmacolégica de AMPK,
leva a inibicdo de ACC e diminuicdo dos niveis de malonil-CoA no hipotdlamo, promovendo o
aumento dos sinais orexigénicos e da ingestdo alimentar. Assim como, a inibicdo da ACC
hipotalamica modula positivamente a producdo de glicose hepatica e ingestdo alimentar
(Kinote et al. 2012; Ikegami et al. 2013; Santos et al. 2013).

No entanto, falhas no sistema de controle da homeostase energética podem contribuir
para a perda dos sinais anorexigénicos favorecendo o aumento do peso corporeo (Velloso,
2005). Neste sentido o facil acesso a dieta rica em gordura cria condigdes que afetam a fungéo
do hipotalamo e essas altera¢des tém sido observadas desde o inicio do desenvolvimento.

Estudos mostram que prole de maes obesas apresenta hiperleptinemia, altera¢ao na
expressdo de neuropeptideos hipotaldmicos (aumento de NPY) e respostas orexigénicas
inadequadas no periodo de jejum, o que pode levar ao surgimento de hiperfagia (Chen &
Morris, 2009). Além disso, observa-se um aumento na expressdo de outros peptideos
orexigénicos, principalmente galanina, encefalina, dinorfina e orexina que sdo responsaveis
pela preferéncia por gordura na dieta (Chang et al. 2008), contribuindo para um fendtipo
obeso.

O consumo de dietas hiperlipidicas também tem sido relacionado a uma inflamacao

cronica, de baixo grau que atinge de maneira tempo-dependente diferentes tecidos corporais.
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No hipotdlamo, roedores que se alimentam de dietas ricas em gordura, especialmente
saturada, exibem aumento da expressao de citocinas pré-inflamatérias, dentre elas o fator de
necrose tumoral a (TNFa), a interleucina 1B (IL1-B) e a interleucina 6 (IL-6) (De Souza et al.
2005; Milanski et al. 2009; Moraes et al. 2009). Estas condi¢des tem sido relacionadas a uma
resisténcia central a acdo da insulina através da ativacdo de serinas quinases, como a quinase
c-Jun N-terminal (JNK), quinase do inibidor kappa B (IKK), responsaveis por fosforilar em serina
elementos importantes desta via, como o substrato do receptor da insulina 1 (IRS1),
resultando em menor fosforilacdo da proteina quinase B (AKT) e consequentemente menor
propagacao do sinal desse hormonio (Shoelson et al. 2006, Luca & Olefsky, 2009).

Adicionalmente, a IKK estd envolvida na ativagdo transcripcional do fator nuclear
kappa (NFkB), através da fosforilagdo do inibidor kappa B (IkB), um inibidor citoplasmatico de
NFkB, seguido de degradacdo via proteassoma e liberacdo de NFkB. Uma vez no nucleo, o
NFkB é responsdavel por induzir a transcricio de genes envolvidos na inflamacdo, resposta
imune e apoptose (Hayden & Ghosh, 2004; Oeckinghaus & Ghosh, 2009).

Curiosamente, estes efeitos inflamatdrios tém sido observados mais precocemente em
prole recém desmamada de maes obesas. O consumo materno de uma dieta rica em gordura
contribuiu para o aumento da resposta inflamatéria hipotalamica, com ativacdo das serinas
quinases JNK e IKK, menor atividade da AKT e sensibilidade a insulina (Rother et al. 2012). De
maneira similar a ativacdo de proteinas envolvidas na via inflamatéria também foi observada
no figado de prole de maes obesas na idade adulta (McCurdy et al. 2009, Ashino et al. 2012).

Estudos realizados por Charlier et al. (2008) e Shankar et al. (2011) mostram que a
obesidade durante a gravidez gera um ambiente pré-inflamatdrio na placenta. De acordo com
Charllier et al. (2008), o ambiente uterino de maes obesas apresenta um estado inflamatdrio
aumentado, com acumulo de macréfagos na placenta e elevada produgdo de citocinas pro-
inflamatérias (TNFa, IL-6, IL-1). Interessantemente, o consumo de uma dieta rica em gordura
durante a gestacdo, contribui para um acimulo ectépico de lipideos no uUtero, acarretando em
uma inflamacdo precoce neste tecido e em blastocistos (Shankar et al. 2011). Esse ambiente
inflamatério onde o feto se desenvolve pode precipitar distirbios metabdlicos para a prole na

vida adulta.
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Dentre os diferentes mecanismos associados a ativacdo de vias pré-inflamatdrias na
obesidade induzida por dieta, a inducdo de estresse de reticulo endoplasmatico (ERE) e
ativacdo do sistema imune inato através da sinalizacdo de toll-like receptor 4 (TLR4) (Milanski
et al. 2009; Pierre et al. 2013) tem sido amplamente investigado. Ambos os mecanismos
resultam em ativacdo da via IKKB/NFkB no hipotalamo (Zhang et al. 2008; Milanski et al.
2009).

Estresse de Reticulo Endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico (RE) é uma organela responsavel pelo armazenamento de
Ca”, biossintese de lipideos, sintese e maturacdo de proteinas secretoras e de membranas
(Cnop et al. 2011; Hotamisligil, 2010a). Esta organela possui um papel importante no processo
de maturacdo de proteinas recém-sintetizadas, que inclui clivagem, glicosilacdo, formacao de
pontes dissulfetos e dobramento correto, para que sejam transportadas ao aparelho de Golgi
(Gotoh et al. 2011; Yoshida, 2006).

As proteinas recém-sintetizadas sdo dobradas e processadas com a ajuda de
chaperonas, localizadas no reticulo endoplasmatico, tais como, binding immunoglobulin
protein (BiP), proteina regulada por glicose 94 (GRP94), calnexina entre outras (Gotoh et al.
2011). Essas chaperonas exercem nas células um sistema de controle de qualidade,
reconhecendo e encaminhando as proteinas ndo estaveis para a degradacdo (Yoshida, 2006;
Hotamisligil, 2010a). Proteinas mal-formadas sdo retidas do RE, translocadas para o
citoplasma pela maquinaria de degradacdo associado ao RE (ERAD) e degradadas pelo
proteassoma. Quando sdo secretadas em quantidades que excedem a capacidade de
processamento e da maquinaria da ERAD, as proteinas mal-formadas se acumulam no lUmen
do reticulo endoplasmatico (Yoshida, 2006).

Nessas situacbes o reticulo endoplasmatico percebe um ambiente celular
“estressante” ou “estressor” que inclui, além do acumulo de proteinas mal-formadas, a
privacdo de nutrientes, infec¢bes, excesso de lipideos, aumento da sintese e secre¢cdo de

proteinas e desequilibrio dos niveis de calcio que caracterizam o estresse de reticulo
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endoplamadstico. A partir de ponto uma resposta celular conhecida como unfolded protein
response (UPR) (Kaufman et al. 2002; Ozcan et al. 2004) é ativada. Esta resposta tem como
principal objetivo preservar a integridade celular enquanto persiste a condicdo de estresse.

Dessa forma, a UPR vai diminuir a carga de proteinas mal-formadas e restaurar a
homeostase celular através da reducdo da tradugdo de uma consideravel parcela das
proteinas processadas pelo reticulo endoplasmatico e induz a transcricdo de moléculas
envolvidas no processamento de proteinas, N-glicosilacdo, ERAD e controle de qualidade
(Cnop et al. 2011). A UPR é desencadeada a partir da ativacdo de trés proteinas localizadas na
membrana do reticulo endoplasmatico, conhecidas como inositol-requiring enzyme-1 (IRE-1),
PKR-like ER-regulated kinase (PERK) e activating transcription factor-6 (ATF-6) (Hummasti &
Hotamisligil, 2010). Em condi¢Ges normais a proteina regulada por glicose 78 (GRP78), uma
chaperona conhecida como Bip, se liga ao dominio amino-terminal de IRE-1 e PERK e ao
dominio carboxi-terminal da ATF-6, mantendo-as inativas. No entanto, o acumulo de
proteinas mal-formadas no limen do reticulo endoplasmatico leva ao recrutamento de GRP78
gue se desconecta e libera as proteinas transmembranas que sdo sensores de UPR, tornando-
as ativas (Cnop et al. 2011, Hotamisligil, 2010a).

A PERK é ativada através de oligorimerizacdo e transfosforilacdo, uma vez ativa,
fosforila (em serina 51) e inibe a subunidade o do eukatyotic translation initiation factor2
(elF2a), que compete com o complexo eukaryotic initiation factor 2B (elF2B), reduzindo a taxa
de formacdo do complexo terndrio, resultando na atenuacdo da sintese de proteinas e uma
subsequente reducdo da carga de trabalho do RE (Yoshida, 2006; Hotamisligil, 2010a; Cnop et
al. 2011).

A ativacdo de IRE1 resulta na conversdo do RNA mensageiro imaturo (pré-RNAm) da
proteina X-box binding protein-1 (XBP-1), em RNA mensageiro maduro, por um mecanismo
ndo convencional de splicing (Yoshida, 2006). O produto dessa reacdo, XBP1s, regula a
expressao de genes envolvidos na ERAD e na produgao de chaperonas, como GRP78 além de
induzir a expressdo de proteinas envolvidas na biogénese do RE (Hummasti & Hotamisligil,

2010; Cnop et al. 2011; Hetz et al. 2011).
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O ATF-6 é translocado para o Golgi, onde sofre clivagem por atividade das enzimas
site-1 protease (S1P) e site-2 protease (S2P), produzindo um fator de transcri¢cdo ativo que se
transloca para o nucleo e ativa a producdo de chaperonas e interage com a via do IRE-1
regulando a expressdao do RNAm do XBP-1, além de interagir diretamente com a proteina XBP-
1 e exercer o controle de qualidade da UPR. Assim, a ativacdo destas trés vias deve reverter o
efeito do ERE e reestabelecer a homeostase celular (Figura 1). No entanto, a presenca de um
estimulo estressor cronico pode levar ao comprometimento da funcionalidade da célula e

ativar proteinas que desencadeiam a morte por apoptose (Hotamisligil, 2010a; Hetz, 2012).
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Figura 1: Via de sinalizagdo em resposta ao ERE — unfolded protein response (UPR)

(Adaptado: Hotamisligil G.S. Nature Medicine, 2010b)
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Tem sido demonstrado que o ERE leva ativacdo de proteinas pré-inflamatérias (JNK e
IKK) que interferem na sinalizagdo da insulina. A ativacdo da serina quinase JNK durante o ERE
ocorre através da formacdo do complexo IRE1a-TRAF2 (TRAF2: TNF receptor- associated
factor 2) que induz a expressdo de citocinas pré-inflamatdérias (Hummasti & Hotamisligil, 2010;
Hetz, 2012).

Durante o ERE a via IKK/NFkB pode ser ativada pelas trés vias de sinalizagdo da UPR
(PERK, IRE1, ATF6). Inicialmente através do complexo IRE1a-TRAF2, que mantém uma
atividade basal da IKK suficiente para ativar NFkB; pela PERK, através da atenuacdo da
traducdo protéica e consequente reducdo do IkB, resultando na translocacdo e ativacdo
transcripcional no nucleo (Tam et al. 2012); e pelo ATF6 que regula a atividade de NFkB
(Boden, 2009; Hummasti & Hotamisligil, 2010; Hotamisligil, 2010a).

Muitas das condi¢des que desencadeiam o ERE s3ao encontradas na obesidade, tais
como o aumento na demanda da maquinaria de sintese celular, excesso de lipideos e
disponibilidade de nutrientes. Ozcan et al. (2004) foram os primeiros a demonstrar a relagédo
do ERE com a resisténcia a insulina em tecidos periféricos de animais obesos. O tecido adiposo
e hepatico de animais com obesidade induzida por dieta ou por alteragdo genética (ob/ob) os
marcadores de ERE estdo aumentados, comprometendo a sinalizagao da insulina mediada
pela JNK. No entanto, o tratamento farmacoldgico com chaperonas quimicas (PBA e TUDCA)
reduz o ERE em tecidos periféricos (figado e adiposo) e restaura a homeostase da glicose em
modelo de animais com modificacdo genética (ob/ob) (Ozcan et al. 2006). Além disso,
individuos obesos submetidos a cirurgia bariatrica apresentaram reducdo de marcadores da
via do ERE tanto no tecido hepdtico, quanto adiposo, mostrando uma intima relacdo entre a
perda de peso corpdreo com a melhora na sensibilidade a insulina e diminuicdo de vias de
estresse (Gregor et al. 2009).

No SNC o consumo de uma dieta rica em gordura acarretou no aumento de
marcadores de estresse de reticulo endoplasmatico (GRP78, CHOP, IRE1, JNK) no hipotdlamo e
consequente reducao na resposta anorexigénica a leptina. O mesmo estudo demonstrou que
a inducdo quimica (tapsigargina) de ERE no hipotalamo promoveu perda no sinal da leptina e

insulina, contribuindo para o aumento da ingestao caldrica e ganho de peso (Won et al. 2009).
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Dessa forma, a ativacdo cronica e central de UPR acarreta na ativacdo de vias inflamatdrias
(JNK e IKK), mecanismo envolvido na inibicdo da propagacdo do sinal da insulina, sugerindo
ser um importante mediador no desenvolvimento de resisténcia a insulina e desordens
metabdlicas observadas em individuos obesos (Ozcan et al. 2004; Gregor et al. 2009; Won et
al. 2009).

Cakir et al. (2013) demonstraram que a obesidade induzida por dieta (DIO), induz ERE
no hipotalamo, especificamente na regido do ARC, e que este poderia ser um mecanismo
importante envolvido no desequilibrio energético. Neste estudo a DIO nao afetou os niveis de
RNAmM de POMC mas alterou o processamento pds-traducional desse neuropeptideo, e este
mecanismo pode ser dependente da diminuicdo da atividade de proprotein convertase 2
(PC2), enzima chave envolvida na conversdo de ACTH a a-MSH.

Os mecanismos moleculares envolvidos na indugao de ERE ndao estao bem
esclarecidos. Recentemente, um estudo realizado por Otoda et al. (2013) pontuou a disfuncao
no proteassoma, processo essencial para a degradacdo de proteinas mal-formadas na
maquinaria do ERAD, como possivel evento que medeia o desenvolvimento de ERE e
resisténcia hepatica a insulina induzida por dieta, concomitantemente contribuindo para o
aumento de esteatose hepatica em animais obesos.

Segundo Li et al. (2012), o consumo continuo de uma dieta rica em gordura materna
em diferentes geracdes, agrava de maneira gradual o desenvolvimento de resisténcia a
insulina e obesidade na prole, este evento foi acompanhado pela presenca de marcadores de
ERE no figado e de NAFLD, sugerindo que o consumo nutricional inadequado durante periodos
criticos do desenvolvimento pode levar a mudancas epigenéticas com o passar das geracoes.

Tendo em vista os danos causados pelo estresse de reticulo endoplasmatico e as vias
pré-inflamatérias na sinalizacdo celular, nossa hipdtese de trabalho é que o ambiente
obesogénico materno durante o desenvolvimento fetal, pode levar ao estresse de reticulo
endoplasmatico e um perfil pré-inflamatério que ativam precocemente as vias associadas a
UPR no hipotdlamo, promovendo disturbios metabdlicos que podem levar a obesidade na fase

adulta.
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OBIJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a ativacdo de proteinas relacionadas ao ERE e vias inflamatérias no hipotdlamo e

figado de prole de camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica.

Objetivos especificos

. Avaliar a evolugao do peso corporal do nascimento aos 28 dias de vida na prole de
camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica;

. Verificar a massa de tecido adiposo epididimal e retroperitoneal na prole de
camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica;

° Verificar a homeostase da glicose por meios dos testes de tolerdncia a glicose e a
insulina na prole de camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica;

. Analisar a expressdo e atividade de proteinas envolvidas no ERE no hipotdlamo de
camundongos recém-nascidos (d0) de mdes com obesidade induzida por dieta
hiperlipidica;

. Analisar no tecido hepatico e hipotalamico a expressdo e atividade de proteinas
envolvidas no ERE na prole pds-desmame (d28) de camundongos com obesidade
induzida por dieta hiperlipidica;

. Verificar o consumo alimentar na prole pds-desmame de camundongos com obesidade
induzida por dieta hiperlipidica;

° Verificar o conteudo de triglicérides hepatico vida na prole de camundongos com

obesidade induzida por dieta hiperlipidica
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Abstract

It is known that maternal obesity during pregnancy and lactation exposes offspring to
inflammatory conditions and leads to metabolic disturbances and obesity in adult offspring.
However, it is unknown whether the cellular events related to the damage to hypothalamus
signaling, such as endoplasmic reticulum stress (ERS) and insulin resistance, could be present
early in the offspring. To address this question, we evaluated the hypothalamic and hepatic
tissues in recently weaned mice (d28) and the hypothalamus of newborn mice (d0) from dams
fed HFD (HFD-O) or standard chow diet (SC-O) during pregnancy and lactation. Body weight,
adipose tissue mass, and food intake were more accentuated in HFD-O mice than in SC-O
mice. In addition, intolerance to glucose (GTT) and insulin (ITT) was higher in HFD-O mice than
in SC-O mice. Compared with SC-O mice, levels of hypothalamic IL1-B mRNA, NFkB protein,
and p-JNK were increased in HFD-O mice. Furthermore, compared with SC-O mice,
hypothalamic AKT phosphorylation after insulin challenge was reduced, while markers of ERS
(p-PERK, p-elF2a, XBP1s, GRP78, and GRP94) were increased in the hypothalamic tissue of
HFD-O at d28 but not at d0. Hypothalamic AMPK phosphorylation was higher in HFD-O mice
than in SC-O mice at d28. These damages to hypothalamic signaling were accompanied by
hepatic damage evidenced by increased triglyceride deposits, activation of proinflammatory
proteins (NFkB, p-IKK, and p-JNK), and markers of ERS (p-PERK and p-elF2a). Taken together,
these results strongly indicate that the lactation period is important for metabolic changes.
These changes may occur early in offspring from obese dams and contribute to obesity and

associated pathologies.
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Introduction

Obesity is associated with the activation of inflammatory pathways and increased TNFa and
IL1-B cytokine expression in different tissues. It is known that proinflammatory cytokines
activate serine kinases c-Jun N-terminal kinases (JNK) and inhibitor of kappa B kinase (IKK)
(Baud et al., 1999; Chu et al., 1999), and the association between inflammatory pathway
activation and insulin and leptin resistance has been extensively reviewed (Saltiel 2012). In
models of diet-induced obesity (DIO), the consumption of a high-fat diet (HFD) induces an
increase in cytokine expression, JNK and IKK activation in the liver and the hypothalamus
(Barbuio et al., 2007; Cai et al., 2005; De Souza et al., 2005), hepatic glucose production, and
insulin resistance (Lalli et al., 2008; Melo et al., 2011). Furthermore, diet-induced
inflammation can lead to the activation of apoptotic signaling pathways and to increased cell
apoptosis death in hypothalamic neurons (McNay et al., 2012; Moraes et al., 2009).

Maternal consumption of HFD during pregnancy and lactation clearly affects the brain.
Offspring from HFD dams have increased mRNA levels of neuropeptide Y and agouti-related
polypeptide in the hypothalamus, indicating that orexigenic neuropeptides in HFD progeny are
upregulated. In addition, serum leptin and insulin levels were higher in HFD offspring than in
control rats (Gupta et al., 2009). Finally, adult offspring from HFD dams showed hepatic insulin
resistance, hepatic fat deposition, and JNK and IKK activation (Ashino et al., 2012). Recently
Shankar et al. showed that inflammatory signals were present in the uterus and the
blastocyst, suggesting the early activation of the inflammatory pathways in offspring from HFD

dams (Shankar et al., 2011).
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The endoplasmic reticulum (ER) is the major site in the cell for protein folding and trafficking.
The increase in the cellular demand for new molecules results in unfolded protein and ER
stress (ERS) (Hotamisligil 2010). Consequently, proteins such as inositol requiring-1 (IRE1),
PKR-like ER kinase (PERK), and activating transcription factor 6 (ATF6) are activated to
promote the molecular adaptation to stress conditions. This response is known as the
unfolded protein response (UPR), which has intersection with the inflammatory signaling
pathway (Hotamisligil 2010; Ryan et al., 2012).

Hypothalamic inflammation and ERS can reportedly impair pancreatic islet function, lipid
metabolism, central and peripheral insulin/leptin action, and blood pressure (Calegari et al.,
2011; Purkayastha et al., 2011; Won et al., 2009; Zhou et al., 2012). On the other hand, the
inhibition of hypothalamic inflammation reverses diet-induced insulin resistance in the liver,
leading to reduced steatosis and reduced gluconeogenesis; however, these were abrogated by
vagotomy (Milanski et al., 2012).

Although many studies have investigated the effects of maternal consumption of HFD on
metabolic disorders in offspring, hypothalamic UPR activation in recently weaned mice
remains unknown. To address this, 4-week-old and newborn pups from HFD and control dams

were evaluated.
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Material and methods

Animals and diets

This study was conducted in strict accordance with the recommendations of the COBEA
(Brazilian College of Animal Experimentation) guidelines, approved by the Ethical Committee
for Animal Use (ECAU) (ID protocol: 2758-1) of the Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Campinas, Sdo Paulo, Brazil. Ten virgin female Swiss mice were taken from the
university’s central breeding colony. Before mating, the females were randomly divided into 2
groups and fed either HFD or standard chow (SC) (Table I) ad libitum for 3 weeks to allow
adaptation. Mating was performed by housing females with adult males overnight, and
pregnancy was confirmed by examining vaginal smears for the presence of sperm. Pregnant
females were maintained in individual cages in a room at 24°C £ 1°C with lights on from 6:00
a.m. to 6:00 p.m. They were fed a specific diet (HFD or SC) and water ad libitum during the
pregnancy and lactation periods. On the first day (d) after birth (d0), the litter size of both the
groups was adjusted to 6 animals per litter. After weaning, only male offspring from HFD dams

(HFD-0) and offspring from SC dams (SC-O) were fed with the SC diet until 28 days (d28).

Glucose tolerance test (GTT) and insulin tolerance test (ITT)

The intraperitoneal GTT was performed after fasting the mice overnight (d28). After collection
of an unchallenged sample (time 0), 25% (w/v) glucose solution (2.0 g/body weight mass) was
administered into the peritoneal cavity, and tail blood samples were collected at 15, 30, 60,

90, and 120 min after glucose administration. For ITT, insulin (0.5 U/body weight mass) was
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administered by intraperitoneal injection, and tail blood samples were collected at 0O
(immediately before insulin injection), 3, 6, 9, and 12 min after insulin administration in fasted
mice (d28). The constant for glucose disappearance rate during the test (Kitt) was calculated
using the formula 0.693/t;/,. The glucose t;/, was calculated from the slope of least-square
analysis of the plasma glucose concentration during the liner decay phase. The glucose was

determined through an Accu-Chek Performa glucometer.

Measurements of food intake
Mice (d28) were individually housed in metabolic cages before experimentation for
acclimatization. The animals were given a preweighed amount of food, and food intake was

recorded 24 h after refeeding.

Tissue extraction and immunoblotting

Tissue samples (d0 and d28) 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 resuspended 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). Electrotransfer of proteins from the gel to nitrocellulose was
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performed for 90 min at 120 V (constant). The nitrocellulose blots were probed with specific
antibodies. Phospho-JNK, phospho-AKT, phosphor-IKK, 78 kDa glucose-regulated protein
(GRP78), 94 kDa glucose-regulated protein GRP94, nuclear factor-kB (NFkB)p65, and
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) were obtained from Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA). Phospho-PERK, total-AMPK (5' AMP-activated
protein kinase), and phospho-AMPK, total ACC (acetyl-CoA carboxylase) were obtained from
Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, MA, USA). In addition, B-actin, XBP1s, and phospho-
elF2a (Eukaryotic Initiation Factor 2a) were obtained from Abcam (Cambridge, MA).
Subsequently the blots were incubated with HRP-conjugated secondary antibodies (KPL,
Gaithersburg, MD, USA). When necessary, a bolus injection of saline or regular insulin (300
U/body weight mass) through the abdominal cava vein was given, following which
hypothalamic fragments were excised and immediately homogenized. The results were
visualized by an autoradiograph with preflashed Kodak XAR film. Band intensities were
guantified by optical densitometry of developed autoradiographs (Scion Image software,
ScionCorp, MD, USA), and the intensities of the bands were normalized to those of total

protein or the loading control GAPDH or B-actin.

Real-time PCR analysis

Hypothalamic total RNA was extracted using Trizol reagent (Invitrogen Corporation, CA, USA)
according to the manufacturer’s recommendations. Total RNA was rendered genomic DNA-
free by digestion with RNAse-free DNAse (RQ1l, Promega, Madison, WI, USA). Reverse
transcription was performed using total RNA from hypothalamic samples. Real-time PCR
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analysis of gene expression was performed in an ABI Prism 7500 Fast sequence detection
system (Applied Biosystems). The primers used were obtained from Applied Biosystems: TNF-
a (Mm00443258 m1), IL-10 (Mm01288386_m1), and IL-1f (Mm00434228_m1). The optimal
cDNA and primer concentrations as well as the maximum efficiency of amplification were
obtained through 5-point, 2-fold dilution curve analysis for each gene. Each PCR contained 20
ng of reverse-transcribed RNA and was run according to the manufacturer’s recommendation
using the TagMan PCR Master Mix (Applied Biosystems). Target mRNA expression was
normalized to B-actin expression and expressed as a relative value using the comparative

threshold cycle (Ct) method (2-AACt) according to the manufacturer’s instructions.

Biochemical measurements

To evaluate triglycerides frozen tissues (200 mg) from SC-O and HFD-O mice (d28) were
homogenized in phosphate-buffered saline. After centrifugation, the protein concentration of
the homogenate was determined, and an aliquot of 400 pL was extracted with 5 mL of
chloroform/methanol (2:1) and 0.5 mL 0.1% sulfuric acid. An aliquot of the organic phase was
collected, dried under nitrogen, and resuspended in 2% Triton X-100 (Carr et al., 1993;
Newberry et al., 2003). The hepatic triglyceride content was determined using a L-a-glycerol

phosphate oxidase kit (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland).

Data presentation and statistical analysis
All numerical results are expressed as the mean * SE of the indicated number of experiments.
Blot results are presented as direct band comparisons in autoradiographs and quantified by
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densitometry using the Scion Image software (ScionCorp). Student’s t-tests of unpaired
samples and analysis of variance (ANOVA) for multiple comparisons were used. A post-hoc

test (Tukey) was employed for determining a significance level of p < 0.05.

Results

Initially, the body weight at birth was evaluated (d0). As shown in Fig. 1A, SC-O mice showed
higher body weights (5%) than HFD-O mice. At dO, all pups (female and male) were considered
for body weight evaluation. From d7, only males were used in the analysis. From d14 to d21
after birth, HFD-O mice were significantly heavier (approximately 1.2-fold) than SC-O mice
(Fig. 1B). In addition, HFD-O mice showed increased epididymal (3.1-fold) and retroperitoneal
(3.0-fold) fat pads compared with SC-O mice (Fig. 1C). Furthermore, food intake was slightly
higher in the HFD-O mice than in the SC-O mice (1.1-fold) (Fig. 1D). Following this, glucose
homeostasis was evaluated through ITT and GTT, and both tests showed that maternal
consumption of HFD during pregnancy and lactation resulted in glucose intolerance in the
offspring (Fig. 1E and F).

Hypothalamic gene expression of cytokines was evaluated. The mRNA level of IL1-B cytokine
was higher in HFD-O mice than in SC-O mice (4.5-fold); however, hypothalamic IL-10 and TNFa
mMRNA levels did not differ between HFD-O and SC-O mice (Fig. 2A, B, and C). Furthermore,
compared with SC-O mice, hypothalamic NFkBp65 expression and JNK phosphorylation were
increased (2.2-fold for both proteins) in HFD-O mice (Fig. 2D and E).

To evaluate ERS and UPR activation in the hypothalamus of HFD-O mice, the phosphorylation

of PERK and elF2a proteins was measured. As shown in Fig. 3A and B, PERK and elF2a
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phosphorylation was more accentuated in the hypothalamus of HFD-O mice than in the
hypothalamus of SC-O mice (1.4-fold and 2.1-fold respectively). Furthermore, compared with
SC-O mice, the hypothalamic expression of GRP94, GRP78 and XBP1s proteins was increased
in HFD-O mice (3.3-fold, 2.7-fold, and 2.2-fold, respectively) (Fig. 3C, D, and E, respectively).
However, the expression of GRP78, GRP94, and NFkBp65 did not differ in the hypothalamic
tissue from newborn (d0) SC-O and HFD-O mice. Similarly, the level of p-JNK and p-elF2a was
not affected by HFD feeding during gestation (Fig. 3F).

Hypothalamic AKT phosphorylation was evaluated after insulin challenge (cava vein). As
shown in Fig. 4A, hypothalamic AKT phosphorylation significantly increased (2.1-fold) after
insulin administration in SC-O. However, in HFD-O mice, hypothalamic AKT phosphorylation
did not change significantly after insulin challenge (Fig. 4A). The hypothalamic action of insulin
modulates both glucose production and food intake, and the acetyl-CoA carboxylase (ACC)
protein plays an important role in both processes (Santos et al., 2013). Interestingly,
hypothalamic ACC and AMPK expression was more pronounced in HFD-O mice than in SC-O
mice (3.5 fold and 1.8-fold, respectively) (Fig. 4B and C, respectively). Furthermore, AMPK
(1.6-fold) phosphorylation was higher in HFD-O mice than in SC-O mice (Fig. 4D).

Because hypothalamic inflammation leads to defective regulation of energy homeostasis
(Milanski et al., 2012) the proinflammatory pathway and UPR signals in the liver were
investigated (d28). As shown in Fig. 5, hepatic IKK and JNK phosphorylation and NFkBp65
expression were higher in HFD-O mice than in SC-O mice (2.6-fold, 3.3-fold, and 2.4-fold

respectively) (Fig. 5A, B, and C). Furthermore, hepatic PERK and elF2a phosphorylation in HFD-
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O mice was more pronounced than that in SC-O mice (Fig. 5D and E). The hepatic triglyceride

content was 49% higher in HFD-O mice than in SC-O mice (Fig. 5F).

Discussion

It is known that HFDs promote the activation of proinflammatory pathways in the
hypothalamus and liver and increase serum TNFa and IL1-B levels (Barbuio et al., 2007; De
Souza et al., 2005; Yuan et al., 2001). Recent studies have shown that the proinflammatory
pathway involving IKKB and the downstream NFkB are involved in controlling cell survival,
growth, apoptosis, and differentiation (Dutta et al., 2006; Karin and Lin 2002). Recently, Li et
al. showed that chronic HFD led to the depletion and neurogenic impairment of hypothalamic
adult neural stem cells (htNSCs) associated with IKKB/NFEB activation (Li et al., 2012).

Reportedly, maternal consumption of HFD during pregnancy produces an early inflammatory
signal in the uterus and the blastocyst (Shankar et al., 2011). These authors suggested that
inflammation and ectopic lipids may link maternal obesity to increased predisposition of
offspring to obesity later in life. The ERS pathway is a key mediator for FFA-induced
inflammation and insulin resistance in adipocytes with PERK and IKKB as the critical signaling
components (Jiao et al., 2011). Other studies have also shown the association of inflammatory
pathway activation and ERS (Calegari et al., 2011; Nurnberger et al., 2012; Ozcan et al., 2009).
Moreover, hypothalamic inflammation seems to be important for the impairment of islets in
pancreatic function and hepatic metabolism (Calegari et al., 2011; Milanski et al., 2012).
Therefore, hypothalamic UPR activation in recently weaned mice may be important for the

establishment of the obese phenotype and fatty liver in adult offspring. Our results show that
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HFD-O at d28 has increased hypothalamic mRNA expression of proinflammatory cytokine (IL1-
B). Although we did not observe significant differences in IL-10 and TNFa mRNA levels, other
inflammatory factors and receptors were upregulated in the hypothalamic tissues of offspring
from obese dams, as shown by Grayson et al. (Grayson et al., 2010). Furthermore, HFD-O mice
have increased functioning of the proinflammatory p-JNK and NFkB pathway. It is known that
JNK and NFkB activation are important mediators of inflammatory signals in the cell (Baud et
al., 1999; Chu et al., 1999; Jiao et al., 2011) and can be activated by ERS signaling.

The intersection of the inflammatory signal with the ERS signaling pathway, leading to the
impairment of cellular function, has been demonstrated in different models (Calegari et al.,
2011; Hotamisligil 2010; Nurnberger et al., 2012; Ozcan et al., 2009; Ryan et al., 2012) and has
been associated with obesity and insulin resistance (Ozcan et al., 2004). In a previous study
employing the same model, our group showed that body weight was

increased in HFD-O mice soon after weaning. This phenotype was maintained until adulthood
(Ashino et al., 2012), suggesting the initiation of important metabolic changes in the offspring
from HFD dams. In addition, we evaluated the body weights on dO and d7. Interestingly, on
do, the body weight of HFD-O mice was lower than that of SC-O mice; however, on d7, HFD-O
mice had a more pronounced body weight, suggesting that the suckling period plays an
important role in the observed body weight gain. Notably, the milk of DIO dams has a greater
energy content (Neville et al., 1991), which may contribute to body weight gain in HFD-O
during lactation.

Interestingly, the hypothalamus of recently weaned HFD-O mice showed higher expression of

GRP94, GPR78, and XBP1s proteins and p-PERK and p-EIF2a levels than that of SC-O mice. On
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the other hand, in hypothalamic tissue from newborn HFD-O mice (d0), we did not observe an
increase in UPR and inflammatory markers, thereby strengthening the role of lactation in
metabolic damage. These proteins participate in the UPR pathway in the ER (Hotamisligil
2008; Hummasti and Hotamisligil 2010) and are activated in various tissues under conditions
related to insulin resistance, obesity, and excess of nutrients (Cnop et al., 2012; Ozcan et al.,
2004). As mentioned previously, the milk of DIO dams has lower levels of both total
polyunsaturated fatty acids and monosaturated fatty acids and elevated lipid concentration
than that of lean dams (Gorski et al., 2006). Thus, ERS in HFD-O mice may also be an effect of
the high concentration of lipids in milk from HFD dams.

It is known that palmitate induces insulin resistance in a neuronal cell model associated with
ERS through a JNK-dependent pathway (Mayer and Belsham 2010). Hypothalamic
inflammation plays an important role in the installation and progression of obesity (De Souza
et al., 2005; Hotamisligil 2010; Milanski et al., 2012; Shoelson et al., 2003). To investigate this
possibility, we evaluated the hypothalamic p-AKT level in HFD-O mice after insulin challenge
(IP). HFD-O mice showed lower hypothalamic AKT phosphorylation than SC-O mice, indicating
the presence of early insulin resistance in the hypothalamus.

Insulin and leptin signaling in the hypothalamus plays an important role in energy homeostasis
and controls food intake and peripheral metabolism (Andersson et al., 2004; Minokoshi et al.,
2004; Namkoong et al., 2005; Stoppa et al., 2008). Hypothalamic AMPK participates as a
cellular sensor of energy availability, switching off anabolic pathways and switching on
catabolic pathways (Stark et al., 2013). Moreover, hypothalamic leptin and insulin signaling

can promote AMPK dephosphorylation and thus modulate food intake and energy
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expenditure (Andersson et al., 2004; Kim and Lee 2005; Minokoshi et al., 2004). HFD-O mice
have higher hypothalamic phosphorylation of AMPK than SC-O mice. AMPK phosphorylates
and inhibits ACC and reduces the hypothalamic synthesis of malonyl-coA that modulates food
intake and energy expenditure. Interestingly, insulin injection diminishes hypothalamic AMPK
phosphorylation in SC-O mice; however, this effect is not observed in HFD-O mice, reinforcing
hypothalamic insulin resistance (data not shown). Although hypothalamic leptin signaling has
not been evaluated in our study, it was recently reviewed (Breton 2013). Moreover,
hypothalamic AMPK activation contributes to hyperphagia, and ICV administration of leptin
and insulin reduce food intake as well as AMPK activity in diabetic rats (Namkoong et al.,
2005). Interestingly, HFD-O mice (d28) show hyperphagia that can be a result of hypothalamic
resistance to insulin signaling. Taken together, these data indicate that offspring from HFD
dams exhibit damaged hypothalamic insulin signaling and cellular homeostasis. Furthermore,
HFD-O mice have higher food intakes than SC-O mice, indicating that early insulin resistance
can lead to the loss of the ability to modulate energy homeostasis and feeding behavior,
resulting in excessive weight gain.

In a recent study, we observed that the liver from adult HFD-O mice displays triglycerides
depots, JNK activation, and molecular insulin resistance (Ashino et al., 2012). It has been
known that ERS can lead to altered lipid metabolism and hepatic steatosis (Basseri and Austin
2012). On the other hand, aberrant lipid metabolism causes hepatic ERS in obesity (Fu et al.,
2011). Interestingly, the liver from recently weaned offspring (d28) from HFD dams was found
to have increased proinflammatory (p-JNK, p-IKK, and NFkB) and UPR (p-PERK and p-EIF2a)
proteins, hepatic TG, and retroperitoneal and epididymal fat mass. Although the inflammatory
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pathway can be directly activated by free fatty acids (Boden et al., 2005), the effect of
hypothalamic inflammation on the peripheral tissues cannot be dismissed. In this sense,
previous studies have shown that inflammation of the hypothalamus leads to defective
pancreatic islet function (Calegari et al.,, 2011) and hepatic insulin resistance (Muse et al.,
2007) and that the inhibition of hypothalamic inflammation reverses diet-induced insulin
resistance in the liver (Milanski et al., 2012). Moreover, the hepatic activation of UPR proteins
per se can lead to altered lipid metabolism and hepatic steatosis (Basseri and Austin 2012).
These results suggest that hepatic cells as well as hypothalamic neurons were affected by
maternal consumption of HFD. Therefore, considering the rapid development of insulin
resistance in DIO models (Prada et al.,, 2005) and ERS and inflammation observed in both
tissues from HFD-O, we believe that precocious hypothalamic dysfunction may be responsible
for the onset of hepatic damage observed in the adult offspring.

In summary, our data show that recently weaned mice from HFD dams display ERS and
proinflammatory protein activation in hypothalamic and hepatic tissues. However, the
lactation period seems to be crucial for the early activation of the molecular pathway that
leads to metabolic disturbance related to hypothalamic hormonal resistance and consequent

impairment of glucose and energy homeostasis.
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Table I: Nutritional composition of experimental and standard chow fed to mice
during gestation and lactation

Chow Diet’ High-Fat Diet
Net protein (g %) 22,5 20,8
Ether Extract (Fat content) (g %) 4,5 23,6
Carbohydrates (g %) 55,0 41,2
Fibrous matter (g %) 8,0 5,8
Ash matter (g %) 10,0 8,6
Total 100,0 100,0
Kcal/g 3,5 4,6

Y(NUVILAB® Cr-1, Nuvital, PR - Brasil)
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Figure 1: Body weight at dO (A) (n = 30 pups per group), body weight (B) (n = 15 pups per
group), white adipose tissue depots at d28 (C) (n = 15 pups per group), cumulative food intake
at d28 (E) (n =5 pups per group), insulin tolerance test at d28 (insert: kITT) (F) (n = 5 pups per
group), glucose tolerance test at d28 (insert: AUC) (G) (n = 5 pups per group). Data are means

+ SEM. For B: dashed line (SC-0) and solid line (HFD-0). *p < 0.05 vs. SC-O.
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Figure 2: Hypothalamic mRNA at d28 to IL1-B (n = 8 pups per group) (A), TNFa (n = 8 pups per
group) (B), IL-10 (n = 8 pups per group) (C). Western blot analysis of hypothalamic total
NFkBp65 (D) and p-JNK1 level (E). For control of gel loading, membranes were reblotted with

GAPDH. Data are means + SEM (n =4 or 5). *p < 0.05 vs. SC-O.
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Figure 3: Western blot analysis of hypothalamic p-PERK (A) and p-elF2a (B), total GRP94 (C),

total GRP78 (D), and total XBP1s (E) levels in mice (d28). Western blot analysis of

hypothalamic GRP78, GRP94, p-elF2a, p-JNK, and NFkBp65 (F) levels in mice (d0). For control

of gel loading, membranes were reblotted with GAPDH. Data are means + SEM (n =4 or 5). *p

< 0.05 vs. SC-0.
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Figure 5: Western blot analysis of hepatic p-IKK (A), p-JNK (B), NFkBp65 (C), p-PERK (D), p-
elF2a (E). For control of gel loading, membranes were reblotted with GAPDH. Hepatic
triglycerides in SC-O and HFD-O mice (F). Data are means + SEM (For A—E: n =4 or 5; for F: n =

10). *p £0.05 vs. SC-O.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

Estd estabelecido que o consumo de dietas ricas em gordura, especialmente a
saturada, induz a ativacdo de vias pré-inflamatérias em diferentes tecidos, como figado,
adiposo e hipotalamo, além do aumento sérico de citocinas, TNFa e IL1B. (Hotamisligil et al.
1993, De Souza et al. 2005, Prada et al. 2005). No hipotalamo a inflamacdo estd relacionada
com uma perda na resposta anorexigénica dos hormonios leptina e insulina e contribui para o
desequilibrio entre o gasto e consumo energético (Schwartz et al. 2000; De Souza et al. 2005;
Velloso et al. 2005). Estudos recentes demonstraram ser este o primeiro local a sofrer os
efeitos de uma dieta hiperlipidica. Thaler et al. (2013) relatam que apenas 1 dia de consumo
de HFD é suficiente para que marcadores inflamatérios possam ser detectados no hipotdlamo,
mesmo antes de se estabelecer o aumento no peso corporeo. Além disso, Prada et al. (2005)
descreveram que o consumo de dieta de cafeteria por ratos levou a resisténcia a insulina em
diferentes tecidos, mas o primeiro a manifestar a ativacdo de serina quinases e o
desenvolvimento de resisténcia foi o hipotdlamo. Outros estudos também demonstram que a
inflamacdo hipotaldmica pode levar ao comprometimento das funcdes das células B
pancreaticas (Calegari et al. 2011) e metabolismo hepatico (Milanski et al. 2012).

Durante o desenvolvimento intrauterino a presenca de um ambiente rico em lipideos
contribui para o desenvolvimento precoce de inflamagdo no utero e blastocistos. Alguns
autores sugerem que essa inflamacdo e o acumulo ectépico de lipideos presentes no Utero
materno pode ser um elo importante da obesidade materna com o aumento na predisposi¢ao
da prole em desenvolver obesidade na vida adulta (Shankar et al. 2011). De acordo com
Charlier et al. (2008) a obesidade materna também resulta em uma resposta inflamatdria
exacerbada na placenta, com aumento na producdo de citocinas pré-inflamatdrias (TNFa e IL-
6) e infiltracdo de macrdéfagos. Isto cria um ambiente que favorece a ativacdo de vias pro-
inflamatdrias que pode contribuir para as consequéncias metabdlicas na prole.

A obesidade induzida por dieta (DIO) tem sido relacionada a inducdo de ERE e
consequente ativacdo da via pré-inflamatdria IKKB/NFkB no hipotalamo (Zhang et al. 2008).

Outros estudos também mostram a associacdo da ativagdo da via pré-inflamatéria e o ERE
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(Ozcan et al. 2004; Calegari et al. 2011). Assim, a ativacdo hipotaldamica de UPR em prole
recém desmamada de camundongos com DIO durante a gestacdo e lactacdo pode ser um
importante componente das alteracdes metabdlicas observadas na prole adulta.

Em um estudo prévio do nosso grupo utilizando o mesmo modelo experimental, a
prole de maes obesas (HFD-O) apresentou aumento no peso corpdreo pds-desmame e este
fendtipo foi mantido até a fase adulta (Ashino et al. 2012), sugerindo que prole de maes
obesas apresenta importantes alteracdes metabdlicas. Nesse mesmo contexto o presente
estudo avaliou o peso corpdéreo a partir do primeiro dia de vida (d0) até o periodo pds-
desmame, 28 dias de vida (d28). Nossos resultados apontam que o peso corpéreo no dO foi
menor no grupo HFD-O comparado ao SC-O, porém a partir do d7 o grupo HFD-O apresentou
aumento no peso corpdreo até o dia experimental d28, indicando que o periodo de lactacdo
tem um importante papel no ganho de peso observado.

O aumento no peso corpdreo em HFD-O foi acompanhado por um aumento na massa
de tecido adiposo epididimal e retroperitoneal. Esse aumento de tecido adiposo tem sido
descrito por diferentes autores em prole adulta de maes obesas, acompanhados da presenca
de alteragGes metabdlicas importantes como hipertensao, hiperfagia, hiperinsulinemia (Khan
et al. 2003, Khan et al. 2005, Samuelsson et al. 2008, Nivoit et al. 2009). O aumento de massa
de tecido adiposo durante a amamentacdo pode refletir o maior ganho caldrico durante neste
periodo ou uma disfuncdo dos mecanismos centrais de controle da homeostase energética. E
conhecido que o leite materno obtido de maes obesas apresenta composicdo lipidica rica em
acidos graxos saturados (Sun et al. 2012), e portanto, ele por si sé poderia ser um componente
nutricional importante no desencadeamento das alteracdes fenotipicas descritas para o grupo
HFD. Embora, o consumo de leite durante a amamentacdo ndo tenha sido avaliado na prole, o
consumo de ra¢do apds o desmame foi significativamente maior no grupo HFD-0O, sugerindo
gue durante a amamentacdo o ganho energético dos camundongos HFD-O possa ter sido
maior.

Dentre os fatores que contribuem para a progressao da adiposidade e progressao de
disturbios metabdlicos, a resisténcia a insulina tem papel central. Nossos resultados apontam

gue prole de maes obesas (d28) apresenta menor sensibilidade a insulina observado pelo
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teste de intolerancia a insulina (ITTip), como também maior intolerdncia a glicose avaliada
pelo teste de tolerancia a glicose (GTTip) e aumento na AUC comparados a prole de maes
controle.

Como descrito anteriormente, proteinas de vias pré-inflamatadrias tais como, JNK e IKK,
podem fosforilar em serina proteinas da via da insulina e dessensibilizar a célula a acdo deste
hormonio (Prada et al. 2005, Shoelson et al. 2006). O hipotalamo dos camundongos d grupo
HFD-O exibiu maior ativacdo de vias pré-inflamatdrias logo apds o desmame (d28). O
hipotdlamo de HFD-O apresenta maiores niveis de RNAm da citocina pré-inflamatéria (IL1-B).
Porém, ndo observamos diferenca significativa nos niveis de RNAm para citocina proé-
inflamatdria TNFa e IL10, uma citocina anti-inflamatéria. Além disso, a expressao proteica de
NFkB e a fosforilacdo e ativacdo da serina quinase JNK também foram maiores no hipotalamo
do grupo HFD-O. A ativacdo de JNK e NFkB, sdao importantes mediadores da sinalizagao
inflamatéria na célula (Baud et al. 1999; Chu et al. 1999) e, como citado anteriormente,
podem levar a resisténcia a insulina. Neste sentido, o grupo HFD-O apresentou menor
fosforilacdo da proteina AKT apds desafio com insulina, indicando a presenca precoce de
resisténcia hipotalamica a insulina, provavelmente um reflexo da ativacdo de serina quinases.

As proteinas pro-inflamatérias podem ser ativadas através de diferentes vias, tais
como através de receptores de citocinas, receptores do tipo Toll Like e por disfuncao celular
tal como observado no estresse de reticulo endoplasmatico (Milanski et al. 2009; Pierre et al.
2013). Diferentes modelos experimentais mostram a importante relacdo entre a obesidade
induzida por dieta, com a ativacdo da sinalizacdo inflamatéria e a via do ERE, comprometendo
nas funcgdes celulares (Ozcan et al. 2009; Calegari et al. 2011; Nurnberger et al. 2012; Ryan et
al. 2012).

Interessantemente, o hipotalamo do grupo HFD-O apresentou aumento na expressao
de marcadores de ERE. Esses animais com 28 dias de vida apresentaram aumento na
expressao proteica de GRP94 e GRP78 comparado ao SC-O. Ambas sao proteinas chaperonas,
gue se encontram elevadas na presenca de ERE para aumentar a capacidade de dobramento
de proteinas e restaurar o sistema de qualidade do RE (Yoshida, 2006). Além disso, as

proteinas XBP-1s, p-PERK e p-elF2a também estavam elevadas no hipotdlamo do grupo HFD-O
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em relacdo aos animais do grupo SC-O. Estas proteinas sdo importantes marcadores de
estresse de reticulo e participam da via UPR (Cnop et al. 2012; Ozcan et al. 2004). Desta
maneira, nossos resultados mostram que o tecido hipotalamico apresenta ativacao precoce
de vias de sinalizacdo celular relacionadas a UPR. Neste estudo, o bloqueio farmacolégico do
ERE nao foi realizado, mas a ativacdo precoce de proteinas pré-inflamatérias acompanhada de
resisténcia a insulina indicam que o ERE pode ser a ligacao entre o consumo de dieta rica em
gordura durante a amamentacao e os danos ja descritos para a prole de maes obesas.

A importancia do periodo de lactacdo é reforcada pelas andlises realizadas com a prole
no d0. Os resultados obtidos neste momento refletem o impacto do ambiente uterino, desde
gue em nenhum momento a prole teve contato com o leite materno. Interessante, os niveis
hipotalamicos de NFkB, GRP78, GRP94, p-JNK e p-elF2a ndo foram diferentes entres os grupos
HFD-O e SC-O. Sendo assim, esses resultados sugerem que a lactagdao desempenha uma
importante fungdo na ativacao de vias inflamatdrias e de ERE no hipotdlamo da prole de maes
obesas.

Muitos estudos descreveram o papel do consumo de uma dieta rica em gordura na
ativacdo da via pro-inflamatéria e o desenvolvimento de resisténcia a insulina e leptina
(Shoelson et al. 2003; De Souza et al. 2005; Milanski et al. 2012), apontando o estresse de
reticulo endoplasmatico como um dos mecanismos que precipitam o desenvolvimento desse
guadro de resisténcia (Ozcan et al. 2004; Ozcan et al. 2009).

O hipotalamo é o principal centro do controle da homeostase energética por regular
tanto o apetite, quanto o gasto energético (Flier, 2004; Wynne, 2005). Neste sentido,
alteracdes moleculares que prejudicam a sinalizacdo celular e a comunicacdo entre os
diferentes sistemas podem contribuir de maneira decisiva para o ganho de peso e
comorbidades associadas. Neur6nios localizados no nucleo arqueado recebem sinais
hormonais e nutricionais que sdo integrados e modulam o comportamento alimentar (Wynne,
2005).

A presenca de resisténcia a insulina e/ou leptina nos neurdnios hipotaldmicos,
comprometem nos efeitos anorexigénicos, contribuindo para um balango energético positivo

e consequentemente o ganho de peso corpdreo (Schwartz et al. 2000; Velloso, 2005). Para
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avaliar esta possibilidade, os niveis de p-AKT hipotalamica, proteina chave da via de
sinalizacdo da insulina (Prada et al. 2005), foram mensurados em ambos grupos experimentais
(SC-O e HFD-0) apds estimulo com insulina. A fosforilagdo e ativacdo desta proteina esta
reduzida em HFD-O comparado a SC-O, indicando uma resisténcia hipotalamica a esse
hormonio em prole de maes obesas com 28 de vida. A propagacdo inadequada ou interrupcao
do sinal da insulina em seus varios niveis de ativacdo pode ainda ser dependente da ativacado
de serinas quinases, como JNK e IKK, que fosforilam em serina elementos importantes da via
da insulina, como o IRS1 (Shoelson et al. 2006, Luca & Olefsky, 2009), impedindo sua ativa¢do
cldssica através dos residuos de tirosina. Em nosso modelo, a fosforilagdo de JNK estd
aumentada em prole de maes obesas, contribuindo para o quadro inflamatdrio e de
resisténcia a insulina. Cabe ressaltar que a resisténcia hipotalamica a insulina também pode
contribuir para a maior ingestao de ra¢ao detectada na prole de maes obesas.

O comportamento alimentar também é regulado pela proteina AMPK que no
hipotalamo age como um sensor celular na disponibilidade de energia, uma vez ativa, ativa
vias catabdlicas e inibe vias anabdlicas (Lee et al. 2005; Lopaschuk et al. 2010). Como dito
anteriormente, a sinalizagdo hipotalamica de leptina e insulina tem um importante papel na
homeostase energética, de modo que podem promover a desfosforilacdo da AMPK e reduzir a
ingestdo alimentar (Andersson et al. 2004). O grupo HFD-O exibiu maior fosforilacdo
hipotalamica de AMPK comparados ao grupo SC-O. Uma vez ativa, a AMPK fosforila e inativa a
proteina ACC, promovendo a reducdo na sintese de malonil-CoA no hipotdlamo e maior
ingestdo (Lopaschuk et al. 2010). No entanto, a inibicdo hipotalamica da AMPK contribui para
hipofagia. A administracao ICV de leptina ou insulina reduz a ingestdo alimentar assim como a
atividade da AMPK em ratos diabéticos (Namkoong et al. 2005). Interessantemente, como ja
citado anteriormente, a prole de mdes obesas (d28) apresenta maior ingestdo alimentar
comparados a prole de maes controle. Esses resultados indicam que prole de maes obesas
apresenta comprometimento na sinaliza¢gdo hipotalamica a insulina e da homeostase celular,
gue podem levar ao aumento no peso corpoéreo.

E conhecido que o tecido hepético possui papel central no metabolismo lipidico (Fu et

al. 2012), porém a presenca de ERE pode levar a alteragdes nesta via metabdlica e levar
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esteatose hepdtica através da modificagdo de enzimas envolvidas na lipogénese (Cnop et al.
2011, Fu et al. 2012). Como observado em um recente estudo, a prole de maes obesas adultas
apresenta figado gorduroso, ativacdo da serina quinase JNK e resisténcia a insulina hepatica
(Ashino et al. 2012). Interessantemente, a prole recém desmamada (d28) de maes obesas
apresenta aumento de marcadores pré-inflamatdérios, como p-JNK, p-IKK e NFkB no tecido
hepatico, assim como marcadores de UPR (p-PERK e p-elF2a), triglicérides hepatico e massa
de tecido adiposo epididimal e retroperitoneal. A ativacdo do ERE hepatico é capaz de
promover a clivagem proteolitica de ambos fatores de transcricdo sterol regulatory element-
binding proteins 1c (SREBP1c) e sterol reqgulatory element-binding proteins 2 (SREBP2), que
estimulam a sintese de acidos graxos e colesterol, respectivamente, contribuindo para o
desenvolvimento de esteatose hepatica (Cnop et al. 2011, Fu et al. 2012).

Os acidos graxos livres presentes na dieta por si s6 levam a ativacdo de vias
inflamatdrias (Boden et al. 2005) e estudos recentes tem mostrado que a inflamacdo
hipotalamica tem importantes consequéncias para o metabolismo nos tecidos periféricos.
Estudos prévios mostram que a inflamacao hipotalamica leva a um defeito nas células betas
pancreaticas, assim como a presenca de marcadores de ERE (Calegari et al. 2011) e a inibi¢ado
da inflamacdo no hipotadlamo reverte a resisténcia a insulina hepatica induzida por dieta
(Milanski et al. 2012).

Nossos resultados sugerem que células hepdticas e neurdnios hipotalamicos de prole
recém desmamada (d28) sofreram alteracGes decorrentes do consumo materno de de dieta
rica em gordura durante a gestacdo e lactacdo. Portanto, considerando o rapido
desenvolvimento de resisténcia a insulina em modelos de DIO (Prada et al. 2005) e a ativagdo
de proteinas proinflamatorios no hipotdlamo com apenas 1 dia de HFD (Thaler et al. 2013),
nds acreditamos que a disfuncdo hipotalamica precoce pode ser responsavel pelo inicio do
dano hepatico observado em prole adulta (Ashino et al. 2012).

Em conclusdo, nossos dados mostram que prole recém desmamada de maes obesas
apresenta ativacao de proteinas proé-inflamatdrias e marcadores de ERE no hipotdlamo e
figado , assim como, aumento no peso corpéreo e presenca de triglicérides hepatico. No

entanto, o periodo de lactacdo parece ser crucial para ativacdo de vias moleculares que
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alteram o metabolismo, com consequente resisténcia a insulina hipotalamica e perda da

homeostase energética.
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Certificamos que o projeto "Ativacdo da “Resposta a Proteinas mal

Formadas-UPR” na prole de camundongos com obesidade induzida por

dieta hiperlipidica durante a gestacéo e lactacdo" (protocolo n° 2758-1), sob a
responsabilidade de Prof. Dr. Marcio Alberto Torsoni / Arine de Mattos Melo,

esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagido Animal adotados
pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e
com a legislagdo vigente, LElI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que
estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, e o DECRETO N°
6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 03 de julho de

2012.
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