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“E aqueles que foram vistos dang¢ando foram julgados insanos por aqueles que ndo podiam
escutar a musica”.

(Friedrich Nietzsche)
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ABSTRACT

Obesity is considered a worldwide public health problem, and affects a high number of women
of childbearing age. It is known that nutritional changes in the pre-gestational, gestational and
lactation period result in the long-term prognosis of the offspring. Thus, this review aims at
analyzing the influence of the maternal high-fat diet (HFD) on the morphology of the offspring
adipocytes (visceral and subcutaneous white adipose tissue). Using the selected keywords,
4,649 articles were found in the databases. Of these, only 28 were selected to compose this
systematic review and 15 were included in the meta-analysis. We concluded there is a large
discrepancy in the percentage of fat that makes up the high-fat diet, ranging from 14% to 62%.
In addition, it was possible to notice the lack of clarity of the information about the study design,
making it difficult to replicate. In addition, the chronic consumption of a maternal hyperlipidic
diet influences the development of the visceral white adipose tissue of their descendants related
to adipocyte hypertrophy, regardless of the HFD or standard diet consumption. The offspring
fed DHL at long-term presented hyperplasia. It was also possible to observe there is a difference
regarding the adipocyte hypertrophy in the different fat regions related to the sex of the
descendants.

Keywords: Hyperlipid diet, rats, pups, adipose tissue, systematic review.
RESUMO

Obesidade ¢ considerada um problema de satde publica mundial e atinge um alto numero de
mulheres em idade fértil. Sabe-se que as alteragdes nutricionais no periodo pré-gestacional,
gestacional e de lactagdo resultam na programagdo da prole a longo prazo. Dessa forma, esta
revisdo tem como objetivo analisar a influéncia da dieta hiperlipidica materna (DHL) sobre a
morfologia dos adipdcitos do tecido adiposo branco visceral e subcutaneo da prole. Foram
encontrados 4.649 artigos nas bases de dados utilizando as palavras-chave selecionadas. Destes,
apenas 28 foram selecionados para compor esta revisdo sistematica e 15 foram incluidos na
meta-andlise. Concluimos que hd uma grande discrepancia na porcentagem de gordura que
compde a dieta rica em gordura, variando de 14% a 62%. Além disso, foi possivel notar a falta
de clareza nas informagdes sobre o delineamento dos estudos, dificultando sua replicagdo. Foi
concluido também que o consumo cronico de uma dieta hiperlipidica materna influencia o
desenvolvimento do tecido adiposo branco visceral de seus descendentes com relacdo a
hipertrofia adipocitéria, independente do consumo de DHL ou dieta padrao dos descendentes.
As alteragdes na hiperplasia estdo relacionadas com os descendentes que mantiveram o
consumo de DHL. Além disso, existe um dimorfismo sexual com relagdo a hipertrofia de
adipdcitos nas diferentes regides dos descendentes.

Palavras-chave: Dieta hiperlipidica, ratos, prole, tecido adiposo, revisao sistematica.
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INTRODUCAO

I acometendo

A obesidade ¢ considerada um problema de saude publica mundial hé anos,
aproximadamente 650 milhdes de adultos no mundo 2. Por definigdo, obesidade é o aumento
do tecido adiposo branco (TAB), assim como alteragdo na sua funcdo, predispondo os

individuos a apresentarem problemas metabdlicos °*

além do aparecimento de outras
comorbidades, como doengas cardiovasculares, musculoesqueléticas e cancer 2 tendo, portanto,
um grande impacto social e econdmico.* Pode ser diagnosticada de forma pratica e facil através
do Indice de Massa Corporal (IMC), calculado pela razio entre o peso corporeo do individuo e
sua altura ao quadrado °. De acordo com o valor obtido para diagnostico da obesidade, ha uma
classificagdo a ser seguida, sendo que um IMC acima ou igual a 30 Kg/m? classifica o individuo
como portador de obesidade 2.

O tecido adiposo branco ¢ caracterizado por armazenar triglicerideos em uma tnica gota
lipidica, com a fungdo de prote¢do mecanica, armazenamento de energia e protegdo térmica. E
encontrado nas regides viscerais ou subcutineas ¢ e possui especificidade celular em cada
regido, sendo mais propenso a hiperplasia na regido subcutdnea e a hipertrofia na regido
visceral. 7 O aumento do tecido adiposo resulta de fatores genéticos associados a fatores

ambientais 8

, como por exemplo o sedentarismo e o consumo de dieta rica em gordura,
conforme verificado no padrdo alimentar ocidental atual °. Quando ocorre um desequilibrio

entre o consumo calorico e o gasto energético, a energia em excesso € processada e armazenada

no tecido adiposo na forma de triglicerideos por um processo chamado lipogénese '°.

O tecido adiposo branco, além de ser o principal tecido armazenador de energia, também ¢
considerado um 6rgdo endocrino. O actimulo de gordura ou a expansao deste tecido se d4 pelo
processo de hiperplasia (aumento no nimero de células) ou hipertrofia (aumento na

area/volume das células) dos adipdcitos '!. A hipertrofia adipocitaria faz com que o tecido fique
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hipoperfundido, criando areas de microhipoxia e ativa vias celulares relacionadas ao aumento
da expressdo génica de marcadores da inflamagdo com maior sintese e secrecao de adipocinas
pro-inflamatoérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), interleucinas IL-1, IL-10 e
IL-6 e aleptina'?. A leptina esta relacionada com o metabolismo energético e regulagdo do
consumo alimentar pelo hipotalamo ! e encontra-se elevada em individuos com obesidade e
leva a resisténcia a leptina '°. Dessa forma, a resisténcia central a leptina, causada pelo
comprometimento do transporte da leptina, da sinaliza¢do da leptina e dos circuitos neurais alvo
da leptina, é considerada o principal fator de risco para a patogénese da obesidade '*!# (Al-
Suhaimi and Shehzad, 2013; Rosenbaum and Leibel, 2014). Além disso, os distarbios
metabolicos relacionados a obesidade variam de acordo com o género dos individuos, sendo

relacionados a regulacdo hormonal destes, que influenciam na distribui¢ao da gordura corporal.

14

O aumento da prevaléncia de obesidade afeta um alto nimero de mulheres em idade fértil e
gestantes 2. De acordo com o conceito da teoria da “Origem Desenvolvimentista de Saude e
Doenga (DOHaD)”, as alteragdes nutricionais no periodo pré-gestacional, gestacional e de
lactagdo resultam na programacio dos descendentes a longo prazo °. Isto é confirmado por
estudos clinicos que mostram que a obesidade materna estd relacionada com o aumento na
propensio de filhos com obesidade na vida adulta '6. Assim, a obesidade materna tem influéncia
na capacidade de armazenamento de triglicérides pelos adipocitos do tecido adiposo branco de

seus descendentes, podendo levar a hipertrofia destas células 7.

Com o proposito de melhor entender melhor a relagdo entre o consumo de dieta hiperlipidica
(DHL) materna, aparecimento da obesidade, acimulo de tecido adiposo branco, programagao
nos descendentes, as vias envolvidas e tendo em vista que os depodsitos de gordura em murinos

e humanos séo altamente analogos, em relagdo a morfologia ¢ fisiologia'® e analisando o viés e
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fatores éticos dos estudos clinicos, investigacdes em animais de laboratdrio sdo necessarias.
Desta maneira, a presente revisao sistematica tem como objetivo analisar a influéncia da dieta
hiperlipidica materna na morfologia (4rea, didmetro e nimero) dos adip6citos do tecido adiposo
branco visceral e subcutdneo dos descendentes de murinos e avaliar a influéncia do sexo dos

descendentes nos parametros observados.

METODO

A. Estratégia de Busca

Para a realizacdo desta revisdo sistematica, a questdo foi a influéncia da exposi¢do materna a
dieta hiperlipidica no tecido adiposo dos descendentes. Para isso, a populagdo utilizada foram
os descendentes que consumiram DHL ou dieta padrao, cuja intervengao foi o consumo de dieta
hiperlipidica (DHL) pelas maes comparado ao grupo de descendentes, cujas maes consumiram
dieta padrao. O desfecho avaliado foi a alteracdo morfologica (area e nimero de adipdcitos) do
tecido adiposo branco das regides viscerais e subcutaneas de ambos 0s sexos, assim como o

dimorfismo sexual entre as regides de tecido adiposo.

O presente estudo seguiu as recomendagdes das diretrizes do PRISMA (Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) *°. O protocolo desta revisao sistematica foi
previamente registrado na plataforma PROSPERO (International Prospective Register of
Systematic Reviews) sob nimero de protocolo CRD42020191457. A estratégia de busca foi
realizada em 18 de agosto de 2020 nas bases de dados Pubmed (Public/Publisher MEDLINE),
EMBASE (Excerpta Medica Database) € Web of Science. Os seguintes descritores da ciéncia
da satde (DeCS) e seus sindnimos foram combinados com os operadores boleanos “OR” e
“AND”, de modo a produzir uma busca sensivel e abrangente “(adipocyte OR adipose tissue

OR brown adipose tissue OR BAT OR brown fat OR white adipose tissue OR WAT OR white
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fat AND maternal obesity OR offspring® AND high-fat diet®)”. A estratégia de busca completa

utilizada em cada base de dados encontra-se no Apéndice 1 como Material Suplementar.

Foram utilizados estudos em inglés sem restricdo de ano e publicados integralmente em
periddicos cientificos que passaram pelo processo de peer-review. Os artigos foram
classificados por dois pesquisadores independentes (CS e GV) e os estudos de cada base de
dados foram exportadas em banco de dados do EndNote X9. As duplicatas foram identificadas
e excluidas e posteriormente os estudos foram importados para o programa online Rayyan, no
qual os revisores realizaram a avaliacdo dos estudos pelos titulos e resumos. Em seguida os
artigos potencialmente elegiveis foram selecionados para andlise de texto completo. Na
presenca de discrepancias entre os revisores, foi realizada uma discussao entre CS e GV e, ndo
havendo concordancia, um terceiro pesquisador (DCD) foi indicado para a decisdo final sobre

a inclus@o ou nao do artigo.

B. Critérios de Elegibilidade

Animais/Populacio

Foram incluidos estudos in vivo que utilizaram murinos (ratos e camundongos). Artigos que
utilizaram ensaios in vitro, estudo em humanos, animais que ndo eram roedores, roedores

espontaneamente obesos ou geneticamente modificados ndo foram incluidos.

Intervencio

Os artigos selecionados deveriam utilizar proles provenientes de um ambiente intrauterino
inadequado devido ao consumo materno de dieta hiperlipidica, em um ou mais periodos
associados (antes da gestacdo, durante gestacdo, durante a lactacdo e/ou fase pds-natal), assim

como, a ingestdo de DHL ou de dieta padrao pelos descendentes. Os artigos publicados com
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metodologias que utilizaram dietas com alto teor de sacarose ou frutose, i.e., maiores que a
dieta padrao, sendo menor teor de gordura, hipoproteicos e/ou com diminui¢do de quaisquer
outros nutrientes foram excluidos. Pesquisas envolvendo intervengdes paternas também foram

excluidas.

Comparacio

Os descendentes de um ambiente intrauterino desfavoravel com as intervengdes anteriormente
citadas foram comparados com animais que vieram de um ambiente intrauterino sem alteragao
e que receberam apenas dieta padrdo. Estudos que ndo apresentaram o grupo alimentado com

dieta padrdo foram excluidos.

Outcomes - Desfechos

Foram incluidos todos os artigos publicados com relagdao aos dados de morfometria (area e/ou
diametro) de adipocitos da regido visceral, constituida pelas regides perirenal, gonadal,
perigonadal, mesentérica, retroperitoneal e omental, e da regido subcutinea (subescapular ou
inguinal) do tecido adiposo branco de murinos. Como desfecho secundério foi avaliado o

consumo de dieta em quantidade de ragdo e em energia consumida.

C. Extracao de Dados

As informagdes relevantes dos artigos foram extraidas por dois pesquisadores independentes
(CS e GV) e foram catalogadas em banco de dados padronizado no programa Excel (Microsoft
Office®). Foram extraidos os seguintes dados dos artigos selecionados para esta revisdo:
autores; ano; composi¢do de macronutrientes da dieta hiperlipidica; fonte de gordura da dieta
hiperlipidica; composi¢do de macronutrientes da dieta controle; animais utilizados; tempo de

ingestdo da dieta hiperlipidica pela mae e pelos descendentes; tamanho amostral de todos os
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grupos; quantidade de grupos do estudo; sexo dos descendentes, média e desvio-padrao (ou
erro-padrdo) dos desfechos de interesse avaliado (regido com mais adipécitos alterados) e

unidade de medida utilizada (micrometro ou micrémetro quadrado, respectivamente, pm ou

um?).

D. Avaliacao do Risco de Viés

Os artigos selecionados para esta revisao foram avaliados quanto ao risco de viés em pares (CS
e GV) por meio de uma ferramenta adaptada da Cochrane Risk of bias tool e especifica para
estudos de intervencdo animal. A ferramenta SYRCLE (Systematic Review Centre for
Laboratory Animal Experimentation) ** ¢ composta por 10 itens relacionados ao viés de selegao,
performance, detecgao de atrito, divulgagdo e outros vieses. Para cada item de avaliacdo, o risco
foi classificado em alto, baixo ou incerto, de acordo com as informagdes fornecidas pelos
estudos. No caso de discrepancias entre os pesquisadores, um terceiro pesquisador (DCD) era

acionado para solucionar o conflito.

Analise estatistica

Quando dois ou mais estudos reportaram informagdes sobre tamanho amostral, média e desvio-
padrdo ou erro-padrdo, os mesmos foram incluidos para a meta-anélise. Os resultados foram
analisados de acordo com a regido de coleta e tipo de dieta dos descendentes. Os desfechos
analisados nas mesmas regides de coleta como tecido adiposo mesentérico, perirenal,
perigonadal, retroperitoneal e omental foram agrupados e denominados como visceral. As
regides inguinal e subescapular foram agrupadas e nomeadas como regido subcutanea. Por se
tratar de dados continuos sem padroniza¢do quanto a forma de analise morfométrica dos
estudos, a diferenca média padronizada foi calculada usando modelo de efeitos randomicos

juntamente com o intervalo de confianga. P< 0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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O calculo de heterogeneidade entre os estudos foi feito por I2, o qual é calculado pelas médias,
desvios ou erros-padrdo e tamanho amostral, com objetivo de determinar a heterogeneidade
entre os estudos incluidos em cada desfecho da meta-andlise. Os valores de corte de I? foram
considerados como: <40% baixo, 30-60% moderado, 50-90% substancial ¢ >75% alto %.
Também para avaliar a heterogeneidade entre os estudos, foi calculado o valor de P, sendo
estatisticamente significante quando P< 0,1. Para todos os testes estatisticos e graficos, o

software Review Manager (versao 5.3) foi utilizado.

RESULTADOS

Foram encontrados 4.649 artigos nas bases de dados utilizando as palavras-chave mencionadas.
Destes, 939 foram retirados porque estavam em duplicata, restando 3.710 artigos para serem
avaliados primeiramente pelo titulo. A seguir, os resumos foram analisados e 285 foram
selecionados para serem lidos na integra e para compor a revisao sistematica. Apds leitura dos
artigos completos, 257 foram excluidos, sendo 113 pelo tipo de publicagdo, 34 devido a
intervengao realizada, 1 devido a comparagao dos grupos estudados, 17 em funcao da populagao
analisada e 92 por nao incluir os desfechos avaliados nessa revisdao. Sendo assim, 28 artigos **-

29,31,32,39,40,43,45,46,48,49 foram utilizados para a

4 foram incluidos nesta revisdo e, destes, 15 23-?7>
realizacdo da meta-analise (Figura 1). A inclusdo dos artigos para a meta-analise foi de acordo
com a presenga dos resultados apresentados em média, com desvio ou erro-padrdo, seguindo a
unidade de medida de micrometros ou micrometros ao quadrado, relatando também o tamanho
amostral de cada grupo. Os estudos que apresentaram seus resultados de maneira descritiva,

utilizando outra unidade de medida ou sem relato dos valores precisos do tamanho amostral,

foram excluidos da meta-analise.

Caracteristicas dos estudos incluidos
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Conforme a Tabela 1, 61% dos estudos foram realizados em camundongos ¢ 39% em ratos
(Figura 2A). As principais linhagens utilizadas nos estudos foram: ratos Wistar (7 estudos)
2223.253031.38.39 " Sprague-Dawley (3 estudos) “>#2%* ¢ Long-Evans (1 estudo) € camundongos
C57BL/6 (6 estudos) 282932364546 C57BL (1 estudo) **, C57BL/6J ( 8 estudos)
24.26.27.3541.444849 © C57BL/6N (2 estudos) **37 . Quanto a dieta hiperlipidica, o principal
componente lipidico das dietas foi a banha misturada com 6leo vegetal de soja (Figura 2B),
com objetivo de facilitar a manipulagdo da mesma. Porém, quando analisamos a distribui¢do
dos macronutrientes da dieta hiperlipidica, ou seja, a porcentagem de carboidratos, lipideos e
proteinas que compdem a ragdo, houve uma ampla variedade na quantidade de gordura entre
os estudos, sendo a minima de 14% ** e maxima de 62% “¢. Foi verificada também variacao
quanto ao periodo de consumo da dieta hiperlipidica pelas maes, variando de 20 dias (as maes
consumiram DHL apenas durante o periodo de lactacdo) 3%%4, a 160 dias (o consumo de DHL
se estendeu por 112 dias no periodo pré-prenhez, 20 dias no periodo prenhez e mais 20 dias no
periodo de lactacdo) (Figura 2C) **. Com relagdo ao consumo de DHL no periodo pré-prenhez,
houve variagao de 10 ?° a 112 dias **. O consumo de DHL pelos descendentes também variou

de ( 22:23:25.28.29.31-37.4045 3 27() dias (Figura 2D) ?7. Dos 28 estudos incluidos, 12 apresentaram a

analise do tecido adiposo visceral e subcutineo como desfecho 22-26-32,33:42,43,45,46,49

, enquanto 14
optaram por analisar apenas a gordura visceral 27-31:34.36.38-41.4447.48 & 5 estudos apenas o tecido

adiposo subcutaneo 337,

Analise dos desfechos principais

A érea e o diametro dos adipocitos foram analisados. Foi encontrado aumento na area dos
adipocitos do tecido adiposo visceral dos descendentes que consumiram DHL, cujas maes
também consumiram DHL [SMD 2,77 (1,42 — 4,12; P <0,0001; I>= 73%)]?*273%*_ O mesmo

foi encontrado nos descendentes que consumiram a dieta controle de maes que consumiram
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DHL [SMD 0,75 (0,43 — 1,06; p < 0,00001; I?>= 0%)] 2325:2629:31.39.40.4548 quando comparados
ao grupo controle, ou seja, maes que consumiram a dieta controle. Quanto ao didmetro dos
adipocitos das regides do tecido adiposo visceral, foi encontrada um aumento apenas nos grupos
cujas mies e descendentes consumiram DHL [SMD 2,52 (0,45 — 4,58; P = 0,02; I>= 81%)]
243249 Nio foi encontrada diferenga significativa no didmetro dos adip6citos dos descendentes
que consumiram dieta controle advindos de maes que consumiram DHL [SMD 0,66 (-2,58 —
3,90; P=0,69; I* = 93%)]*>%. O didmetro dos adipdcitos do tecido adiposo subcutidneo dos
descendentes que consumiram dieta controle vindos de maes que consumiram DHL [SMD 0.25
(-0.32 - 0.83; P=0.39; 12=2%)]*>?>* nao diferiu do didmetro dos adipdcitos do tecido adiposo
subcutaneo de descendentes que consumiram DHL de maes que também consumiram DHL
[SMD 0,87 (-7.84 —9.58; p = 0.85; 12 = 96%)] 3> (Figura 3).

Nao foi encontrada diferenca na area dos adipdcitos da regido subcutanea de descendentes que
consumiram DHL de maes que também consumiram DHL [SMD 1,42 (-0,27 — 3,12; P=0,10)]
25 (Material Suplementar - Apéndice 2).

O numero de adipdcitos também foi analisado, mostrando um aumento na quantidade de
adipdcitos da regido visceral nos descendentes que consumiram DHL vindo de maes que
também consumiram DHL [SMD 1,04 (0,29-1,80; p=0,007; I>= 14%)]*->4!42, Porém, ndo
houve diferenga nos descendentes que consumiram dieta controle [SMD 0,13 (-0,35 — 0,62; p=
0,59; I’=35%)]*>313241-% vindos de mies que consumiram DHL. Na regido subcutinea, ndo
foram encontradas diferencas significativas na quantidade de adipocitos, independentemente
da dieta consumida pelos descendentes ser DHL [SMD 0,02 (-0,67 — 0,72; p= 0,95;
’=0%)]*>-*>*? ou controle [SMD 0,12 (-0,72 — 0,96; p =0,79; 1>=55%)] (Figura 4). 25-3242

Ao analisarmos os resultados de acordo com o sexo dos descendentes, foi encontrada uma
diferenga significativa tanto na area [SMD 2,61 (1,47 — 6,91; p<0.00001; I>=1%)]**?"*® quanto

no didmetro [SMD 1,36 (0,31 — 2,14; p =0,01; I’=NA)] ** dos adipocitos da regido visceral de
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descendentes fémeas que consumiram DHL e vieram de maes que também consumiram essa
dieta. O mesmo foi encontrado para os descendentes machos que consumiram DHL em relagdo
a area dos adipdcitos da regido visceral [SMD 1,25 (0,19 — 2,32; p =0,02; 12=24%)] 2348,
porém nao foi encontrada diferenca significativa no didmetro [SMD 4,12 (-0,61 — 8,85; p =0,09;
I’= 85%)1*>* e ntimero [SMD 0,68 (-0,23 — 1,58; p =0,14; I’= 12%)]*>* desses adipocitos.
Na regido subcutanea, foi encontrada diferenca significativa apenas no didmetro [SMD 4,08
(2,37 — 5,79; p <0,00001; I>= 19%)]*** dos adipocitos dos descendentes machos que
consumiram DHL vindos de maes que consumiram DHL (Tabela 2).

Os descendentes machos que consumiram dieta controle e vieram de maes que consumiram
DHL apresentaram diferenca significativa na area dos adipocitos da regido visceral [SMD 0,59
(0,14 —1,04; p =0,01; 12=0%)]?32>-31:3940:4548 ]34 as descendentes fémeas que consumiram dieta
controle apresentaram diferenca significativa na 4rea dos adipdcitos da regido subcutinea
[SMD 4,21 (1,54 — 6,89; p =0.002; I>= NA)] 2. Com relag¢do ao nimero de adipdcitos, ndo
houve diferenca significativa em ambos os sexos de descendentes que consumiram dieta
controle (Tabela 2).

Avaliando o consumo alimentar, foi encontrada uma diferenca significativa no consumo de
energia dos descendentes que consumiram DHL e vieram de maes que também consumiram
DHL [SMD 1,61 (0,63 — 2,60; p =0,001; I>= 75%)]*%32444849 " o que ndo ocorreu nos
descendentes que consumiram a dieta controle [SMD -0,13 (-0,69 — 0,44; p =0,66; I’=
64%)]?8-3236444548  Também foi analisado o consumo ragdo consumida (em gramas) e ndo
foram encontradas diferencas significativas, independentemente do consumo dos descendentes
ser DHL [SMD 0,21 (-1,03 — 1,46; p=0.74)] ® ou dieta controle [SMD 0,80 (-0,18- 1,78; p

=0,11; I>= 72%)]*364" (Figura 5).

Risco de viés
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A andlise do risco de viés foi alta em 16 estudos no item sequenciamento dos grupos. Em 19
estudos, quanto ao item de caracteristicas basicas dos grupos experimentais, o risco de viés foi
baixo. Nos itens cegamento de aloca¢do dos animais, localizagdo das gaiolas, cegamento dos
cuidadores dos animais e randomizag¢ao dos resultados, os dados fornecidos pelos estudos foram
insuficientes resultando em risco de viés incerto em todos os estudos incluidos na analise, assim
como o cegamento do avaliador quanto aos resultados, que teve baixo risco de viés em apenas
trés estudos dos 28 avaliados. No item sobre resultados incompletos, apenas sete tiveram o risco
de viés baixo, os demais ndo forneceram informagdes suficientes para avaliar esse item. O
relatério sobre o delineamento do estudo teve baixo risco de viés para todos os 28 estudos
inclusos e, quanto aos outros vieses, 25 tiveram baixo risco de viés enquanto seis ndo
forneceram informacdes suficientes para analise desse item (Figura 6 e Material Suplementar -

Apéndice 3).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Principais achados

Na presente revisdo, foi possivel observar que existe uma disparidade na porcentagem de
gordura para compor a DHL, variando de 14 a 62%, além do tempo e periodo de consumo dessa
dieta pelas maes. Como desfecho, foi encontrado que os descendentes, independentemente se
consumiram dieta hiperlipidica ou dieta controle, vindos de maes que consumiram a dieta
hiperlipidica apresentaram hipertrofia da area dos adipocitos do tecido adiposo branco visceral,
o mesmo foi observado com o aumento do diametro destes adipdcitos quando os descendentes
também consumiram dieta hiperlipidica. Com relagdo a area e diametro dos adipdcitos do tecido
adiposo branco subcutaneo, ndo houve diferenca nesses parametros nos descendentes,
independentemente do tipo de dieta que consumiram. Em rela¢do ao namero de adipdcitos, foi

observado um aumento na regido visceral apenas dos descendentes que consumiram dieta



27

hiperlipidica (DHL). Com relagao ao tecido adiposo branco subcutaneo, nao houve hiperplasia
dos adipdcitos, independentemente do consumo de DHL ou dieta controle pelos descendentes
(Figura 7). Quando analisados os desfechos em machos e fémeas separadamente, foi observado
que o consumo de DHL causou hipertrofia (aumento de area ou didmetro) dos adip6citos da
regido visceral em ambos os sexos dos descendentes. Porém, ndo foi observada hiperplasia
(aumento na quantidade) destes adipdcitos. Para os descendentes que consumiram dieta
controle, foi observada hipertrofia dos adipdcitos na regido visceral dos machos e na regido
subcutanea das fémeas. Com relacdo ao consumo alimentar dos grupos avaliados, os
descendentes que consumiram DHL tiveram maior ingestdo calorica, mas ndo houve alteragao
na quantidade de ra¢ao consumida. Para a analise dos riscos de viés dos estudos presentes nessa
revisdo, em 6 itens dos 10 existentes, as informacgdes contidas nos estudos foram insuficientes
para classificagdo do viés. Em 11 dos 28 estudos, o risco de viés foi alto com relagdo a
randomizagdo dos grupos. O delineamento do estudo teve baixo risco de viés em todos os
estudos desta revisdo, assim como outros vieses, no qual 27 estudos apresentaram baixo risco

de viés.

Implicacoes

Os adipdcitos sdo células importantes para a homeostase do metabolismo devido a sua
capacidade de armazenamento de energia em forma de triglicerideos. Além disso, possui uma
relagdo positiva com a resisténcia a insulina e com o estado inflamatdrio *°. Assim, alteracdes
no tecido adiposo levam a diversos efeitos patoldgicos, como altos niveis de acidos graxos
livres circulantes, induzindo um quadro inflamatério cronico pela sintese e secrecdo de
adipocinas pro-inflamatorias, dentre elas a leptina, que desregula a homeostase metabdlica °*.
A hiperleptinemia, quando diagnosticada no desmame, estd associada com aumento nas

concentragdes séricas de leptina, sugerindo uma resisténcia a leptina *2. No tecido adiposo
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branco, o sistema endocanabin6ide (SECB) ¢ um dos ativadores do processo de lipogénese,
pelo estimulo da lipase-lipoproteica **. Como resposta ao aumento desse processo, ocorre a
hipertrofia adipocitdria, que por sua vez ocasiona maior sintese e secre¢@o de leptina, gerando
um quadro de hiperleptinemia. Dessa maneira, altera¢cdes no SECB vem sendo associadas com

o desenvolvimento da obesidade e resisténcia a leptina >* .

O consumo de DHL materna resulta em diferentes regulacdes nos componentes do sistema
endocanabinoide (receptores e ligantes) no tecido adiposo branco em descendentes machos e
fémeas apo6s o desmame *. Estes apresentam aumento na expressdo de CB1 (receptor de
canabindide 1) nos adipdcitos do tecido adiposo branco visceral. O aumento na expressao de
CBI1 esta relacionada a redugdo do fator de transcri¢ao do receptor ativado por proliferadores
de peroxissoma gama (PPAR-gama) no tecido, um dos responsdveis pelo processo de
diferenciagdo celular do adipocito, pelo processo de adipogénese >>. Tendo em vista que o
organismo precisa armazenar triglicérides, o processo de hipertrofia ¢ estimulado até mesmo
no tecido adiposo subcutaneo ?. Além disso, o consumo de DHL materna estimula nos
descendentes, as enzimas ativadoras do processo de lipogénese, como a lipase lipoproteica,
induzindo o processo de hipertrofia adipocitaria, além de reduzir os fatores ativadores da
adipogénese , reduzindo o processo de diferenciagdo celular dos adipdcitos, inibindo dessa

maneira a hiperplasia adipocitaria®?.

Estudos em animais mostram que o consumo materno de DHL nos periodos pré-prenhez,
prenhez e lactacdo resulta em diferentes regulagdes do SECB no tecido adiposo dos
descendentes 22, além de afetar negativamente o desenvolvimento fetal, gerando consequéncias
a longo prazo na saude. Sabe-se que, durante o periodo perinatal, o desbalanco nutricional
materno ¢ um importante fator para a programacgao do desenvolvimento de obesidade e outras

comorbidades dos descendentes na vida adulta *¢. Isso ocorre devido a existéncia de uma janela
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critica de programagdo fetal do periodo gestacional °’, ou seja, diferentes momentos de
exposicdo a um ambiente obesogé€nico pode acarretar em alteragdes no fenotipo dos
descendentes por modificagcdes em determinadas células ou tecidos, dependendo dos 6rgaos
que estdo em desenvolvimento no momento da intervengdo dietética 8. Os insultos maternos
durante o desenvolvimento do tecido adiposo determinardo a janela de vulnerabilidade a
possiveis futuras agressdes ambientais. Em roedores, a adipogénese (transformacao de pré-
adipdcitos em adipdcitos maduros) ¢ ativa durante o periodo perinatal, principalmente durante
a ultima semana de prenhez e ¢ acelerada desde o inicio da vida pés-natal até o desmame *°. Em

humanos, esse processo ocorre antes do nascimento .

Tendo em vista esse periodo de diferencia¢ao do tecido adiposo, o consumo materno de DHL
durante essa janela critica do desenvolvimento, pode induzir o ganho de peso e a adiposidade
dos seus descendentes 3 ¢ as altera¢des da nutri¢do materna e dos filhotes durante a lactagdo é
suficiente para influenciar a adiposidade desses na vida adulta . O periodo de lactagdo ¢
altamente sensivel para o desenvolvimento do tecido adiposo branco. Nos humanos, a
proporcao de tecido dobra de 10% (no nascimento) para 20% (em torno de seis semanas de
vida) 2. Essa expansdo ¢ ainda mais marcante em roedores, os quais possuem depodsitos
insignificantes de gordura ao nascimento. Além do tempo de desenvolvimento, as
caracteristicas do tipo de tecido adiposo sdo de importante relevancia, tendo em vista sua
diferencial susceptibilidade as doencas metabolicas. Os adipocitos subcutaneos estdo
associados a efeitos metabdlicos protetores 2, ja os viscerais, que em roedores estdo contidos
nos depositos gonadal, perirenal, retroperitoneal, mesentérico, omental e pericardico, sdo
comumente associados a disturbios metabdlicos, como o Diabetes mellitus Tipo 2 %. Essa
diferenga funcional pode ser explicada devido a capacidade distinta de adipogénese e replicagdo

7

de pré—adipdcitos 7, tendo em vista que adipocitos maduros porém nao hipertrofiados,

sintetizam e secretam adipocinas anti-inflamatorias, enquanto que adipdcitos hipertrofiados,
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sdo responsaveis por secretar grandes quantidades de citocinas pro-inflamatorias.

Em condigdes fisioldgicas, € necessario que exista um equilibrio entre hiperplasia e hipertrofia
adipocitaria, visto que o adip6cito maduro sintetiza e secreta adipocinas anti-inflamatorias, mas
isso ndo ocorre se estiver hipertrofiado ®. A DHL ingerida pela mae influencia a hiperplasia
adipocitaria dos descendentes e estimula a cascata de sinalizacdo da lipogénese, elevando assim
a hipertrofia dos adipdcitos ®°. No caso da obesidade hipertrofica, existe uma infiltragdo de

macrofagos, que prejudica o processo de adipogénese °°.

Tendo em vista os resultados dessa revisdo, os descendentes de maes que consumiram DHL
apresentaram hipertrofia dos adipocitos do tecido adiposo branco visceral, tornando-os mais
susceptiveis ao desenvolvimento de comorbidades. A diferenca da hipertrofia dos adipdcitos
nas diferentes regides de tecido adiposo com relagdo ao sexo dos descendentes pode ser
explicada pela presenca de receptores de estrogénio alfa e beta nas células do tecido adiposo
das descendentes fémeas, por possuirem efeitos metabolicos como anti-lipogénese e reducgao
do peso corporal ¢ . O consumo de DHL materna reduz a presenga desses receptores no tecido
adiposo visceral e subcutaneo de descendentes fémeas, tendo como consequéncia o estimulo a

lipogénese e ganho de peso.

A fisiologia do tecido adiposo da regido subcutinea ¢ mais propensa ao desenvolvimento de
hiperplasia, devido a prevaléncia de fatores relacionados com o processo de adipogénese,
enquanto o tecido adiposo da regido visceral tem maior propensdo ao desenvolvimento de
hipertrofia das células adiposas®. Isto explica os resultados da presente revisdo quanto a
expansdo de area dos adipocitos das regides viscerais, mas ndo nas subcutineas de descendentes
de maes que consumiram DHL. Assim, o tecido adiposo ndo ¢ um 6rgdo homogéneo, sendo

18

composto por subtipos celulares efetivamente distintos Os mecanismos essenciais,
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combinados com a variacdo local na composi¢ao celular, provavelmente sdo responsaveis pelas

diferengas regionais no tamanho e fun¢do do tecido adiposo.

Pontos fortes e limitacoes

Um dos fatores causais da hipertrofia adipocitaria visceral ¢ o consumo cronico de DHL, porém
foi verificado nessa revisdo que ndo existe um padrio para uma dieta ser considerada
hiperlipidica, pois houve uma alta variagdo, entre 14 e 62%, na quantidade de gordura presente
na composi¢ao da racao hiperlipidica, sendo este considerado um fator limitante. Para humanos,
o valor de consumo maximo de macronutrientes varia de acordo com a diretriz de
recomendacao de consumo maximo de lipideos por dia. O valor maximo de consumo ¢ de 30%
da ingestdo calorica diaria total segundo a Recommended Dietary Allowances *°. Porém, nao
existe uma padronizagdo sobre a porcentagem de consumo de gordura para roedores para que
se possa padronizar uma dieta hiperlipidica, sendo interessante estabelecer um padrdo para ser
seguido por estudos com esse tipo de intervencdo alimentar, objetivando mimetizar a

quantidade de gordura consumida nas dietas ocidentais.

Ao analisarmos os riscos de viés, foi possivel observar que nao ha informagdes suficientes sobre
a condugdo dos experimentos, cegamento dos pesquisadores, como foi realizada a
randomizagdo dos grupos estudados e outros detalhes que interferem na replicagdo do estudo e
na fidedignidade dos resultados. Outro ponto importante ¢ a maneira como os resultados sao
expostos, com diferentes unidades de medidas, sendo uma desvantagem para a realizagdo da

meta-analise.

Portanto, podemos concluir que o consumo cronico de DHL pelas maes influencia no
desenvolvimento do tecido adiposo branco visceral de seus descendentes com relacdo a sua

morfologia, quanto a area, didmetro e numero dos adipocitos, quando os descendentes mantém
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o consumo de DHL na vida pds-natal. Porém, com o consumo de dieta padrdo pelos
descendentes, foi possivel observar uma diferenca entre a hipertrofia adipocitaria com relagao
a regido do tecido adiposo e o sexo dos descendentes, ocorrendo hipertrofia na regido visceral
dos machos e na regido subcutanea das fémeas.

Considerando o atual cendrio mundial, no qual o consumo de dieta ocidental, rica em gordura
e calorias estd elevado, ¢ de fundamental importancia transpor da pesquisa experimental em
animais para a pratica clinica, a influéncia da transgeracionalidade da obesidade na fisiologia
adipocitaria dos descendentes, objetivando evitar futuras comorbidades relacionadas ao excesso
de tecido adiposo nestes individuos, com a melhora na qualidade de vida, principalmente

relacionada a nutrigao.
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Material Suplementar
Apéndice 1. Estratégia de busca Pubmed em 18/08/2020

(rat OR rats OR rattus OR (rattus norvegicus) OR mice* OR mouse OR rodent* OR Mus OR
(mus musculus) OR (mice, house) OR (house mice) OR (mouse, house) OR (house mouse) OR
(mus domesticus) OR (mus musculus domesticus) OR (domesticus, mus musculus) OR (mice,
laboratory) OR (laboratory mice) OR (mouse, laboratory) OR (laboratory mouse) OR (mouse,
swiss) OR (swiss mouse) OR (swiss mice) OR (mice, swiss)) AND ((high fat) OR (high-fat)
OR (high-fat diet*) OR (high fat diet*) OR (dietary fat) OR (high-fat feed*) OR (high fat feed*)
OR (high-fat fed) OR (high fat fed) OR (lard-fed, fat-rich) OR (diet-induced obesity) OR (lipid
diet)) AND ((maternal obesity) OR maternal OR mother OR dam OR dams OR perinatal OR
prenatal* OR pre-natal* OR gestat* OR prepregn®* OR pre-pregn* OR pregestat®* OR pre-
gestat® OR pregravid* OR pre-gravid* OR gravid* OR mating OR preconcept® OR pre-
concept® OR conception OR fetal* OR fetus OR pups OR pregnan* OR (expos* in utero) OR
(intrauterine expos*) OR (intra-uterine expos*) OR (prenatal exposure delayed effects) OR
offspring® OR progeny OR lactation OR litter) AND (leptin OR adipocyte OR adipokines OR
adipogenesis OR adiponectin OR TNFa OR TNFalpha OR (tumor necrosis factor-alpha) OR
IL-6 OR (interleukin 6) OR interleukin OR (adipose tissue) OR (Brown adipose tissue) OR
BAT OR (brown fat) OR (white adipose tissue) OR WAT OR (white fat))

Apéndice 2. Forest plot da meta-analise da area dos adip6citos do tecido adiposo branco na
regido subcutanea de descendentes que consumiram DHL vindos de maes que consumiram
DHL

HFD ’ Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight 1V, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Butrullle, 2018 11,960 2,500 4 B,B&0 960 4 100.0%  1.42[-0.27,3.12] i
Total (95% CI) Rl 4 100.0% 1.42 [-0.27, 3.12] -
Heterogeneity: Not applicable _i'o -‘5 1}0

Test for overall effect: Z = 1.64 (P = 0.10} Comrol' HFD
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Apéndice 3. Delineamento do risco de viés
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Tabela 1. Caracteristicas dos estudos incluidos na revisdo sistematica.

Autor/ano Animal Fonte Composicao Composicao Tempo de Tempos de Sexo Desfecho
(No. nimero/grupo lipidica DHL Dieta consumo consumo da DHL Avaliado
Referéncia) Padrao da DHL (descendentes) em
(Maes) em dias
dias
Almeida Wistar Controle = 15 Banha + 17,3% PTN 22,6% PTN 56 Pré- 0 M+F M+F
MM, 2017 oleo de 26,6% LP 9,4% LP prenhez + Subcutanea
2z DHL =15 soja 54,1% CHO 68% CHO Prenhez + (T diametro)
Lactacao M+F
+ Visceral
(T didmetro)
Almeida Wistar Controle = 15 Banha + 28,6% LP 9% LP 56 Pré- 0 M+F Machos
MM, 2020 oleo de prenhez + Subcutanea
23 DHL =15 soja Prenhez + (4 érea)
Lactagdo + Visceral
(= area)
Fémeas
Subcutanea
(T érea)
+ Visceral
(T area)
Bibi S, 2019 | C57BL/6 Controle =9 NR 60% LP 10% LP Prenhez + 91 F Subcutanea
2 J Lactacao + Visceral
DHL =9 (T didmetro)
Butruille L, Wistar 12 dias de vida Banha + 20% PTN 20% PTN Lactagdo 0 M+F 12 dias de
2019 (Controle e DHL) | o¢leo de 60% LP 10% LP 90 M vida
25 =6 soja 20% CHO 70% CHO Subcutinea
6 meses de vida (T érea)
(Controle e DHL) (= nimero)
=4 + Visceral
(T érea)
(= numero)




Chang E,

2019
26

Ding Y, 2014
27

Gregorio

BM, 2013
28

Jiao F, 2016
29

Kruse M,

2013
30

Lecoutre S,
2016

31

C57BL/6
J

C57BL/6

J

C57BL/6

C57BL/6

Wistar

Wistar

Controle = 8

DHL =16

Controle =4

DHL =4

Controle = 5

DHL =5

Controle =4

DHL =5

Controle = 3

DHL =3

Controle = 6

DHL =6

Banha +
oleo de
soja
Banha +
oleo de

soja

NR

NR

Banha

Banha +
oleo de
soja

20% PTN
60% LP
20% CHO

20% PTN
60% LP
20% CHO

19% PTN
49% LP
32% CHO

20% PTN
45% LP
35% CHO

20% PTN
35,5% PL
36,3% CHO

20% PTN
60% LP
20% CHO

28,5% PTN
13% LP
57,9% CHO

NR

19% PTN
17% LP
64% CHO

20% PTN
10% LP
70% CHO

20% PTN
9% LP
53% CHO

20% PTN
10% LP
70% CHO

42 Pré-
prenhez +
Prenhez

30 Pré-
prenhez +
Prenhez +
Lactacao

Prenhez
Lactacao
Prenhez +
Lactacao

10 Pré-
prenhez +
Prenhez +
Lactacao

15 Pré-
prenhez +
Prenhez +
Lactacao

112 Pré-
prenhez +
Prenhez +
Lactacao

84 M+F
270 F
0 M
0 M+F
133 M
0 M+F

6 meses
Subcutanea
(T area)
(= namero)
+ Visceral
(T area)

(T némero)

Subcutaneo
(= area)
+ Visceral
(T area)
Visceral

(T area)

Visceral
(T diametro)

Visceral

(T area)

Visceral

(T area)

Machos
Visceral
(T area)

(T numero)

Fémeas
Visceral
(= area)

44



Liang X, 2016
EP)

Liang X, 2016
33

Litzenburger
T, 2020
52

Liu F, 2018

35

Magliano

CD, 2013
36

Murabayashi
N, 2013

37

Parente LB,

2008
38

Santos LS,

2020
39

Segovia SA,
2018

C57BL/6

C57/BL

C57BL/6

N

C57BL/6
J

C57BL/6

C57BL/6
N

Wistar

Wistar

Sprague-
Dawley

Controle = 6

DHL =6

Controle = 8

DHL =6

Controle = 4

DHL =4

Controle = 8

DHL =8

Controle = 10

DHL =10

NR

NR

Controle= 12

DHL/Controle=11

DHL/DHL= 12
Controle= 7

Banha +
oleo de
soja

Banha +
Oleo de
soja

Ac.
linolénic
o

NR

Banha +
oleo de
soja

NR

Oleo de
soja

NR

NR

20% PTN
45% LP
35% CHO

20% PTN
60% LP
20%CHO

19% PTN
34% LP
47% CHO

26% LP

19% PTN
49% LP
32% CHO

20% PTN
60%LP
20%CHO
20% PTN
49% LP
20% CHO

17% PTN
23% LP
46% CHO

45% LP

20% PTN
10% LP
70% CHO

10% LP

27% PTN
16% LP
57% CHO

9% LP

14% PTN
10% LP
75% CHO

20% PTN
10% LP
70% CHO
20% PTN
7% LP
62% CHO

22% PTN
4% LP
57% CHO

10% LP

56 Pré-
prenhez +
Prenhez +
Lactacao

Lactacao

56 Pré-
prenhez +
Prenhez +
Lactacao

98 Pré-
prenhez +
Prenhez +
Lactacao

56 Pré-
prenhez +
Prenhez +
Lactacao

30 Pré-

prenhez

Prenhez +
Vs
Lactacao

Prenhez +
Lactacao

21 Pré-
prenhez +

180

120

(= namero)

M Subcutanea
(T area)
(=ntimero)
+ Visceral
(T area)

(=ntimero)

M Subcutanea
(T area)
+ Visceral

(T area)

M +F M+F
Visceral
(T diametro)

NR Subcutanea
(T area)

M Visceral
(T diametro)

M Subcutanea
(T diametro)

M Visceral
(T area)
M Visceral
(T area)

M Visceral
(= area)

45
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2019
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Tsai T, 2020
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Tsuduki T,
2015

44

Umekawa T,
2015
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Volpato AM,
2012

46

White CL,
2009

47

Yokomizo H,
2014

C57BL/6
J

Sprague-
Dawley

Sprague-
Dawley

C57BL/6
J

C57BL/6

C57BL/6

Long-
evans

C57BL/6
J

DHL =7

Controle =5

DHL =5

Controle = 6

DHL =6

Controle = 14

DHL =13

Controle = 12

DHL =12
Controle =5

DHL =6

Controle = 6

DHL =6

Controle =5

DHL =5

Controle = 3

NR

Oleo de
palma

Oleo de
soja +

oleo de
coco

Banha

Banha +
Oleo de
soja

Banha

Banha +
oleo de
soja

Banha +
oleo de

20% PTN
45% LP
35% CHO

27,2% PTN
28% LP
30% CHO

17% PTN
58% LP
25% CHO

24% PTN
14% LP
62% CHO

20% PTN
45% LP
35% CHO

19% PTN
49% LP
32% CHO

20% PTN
60% LP
20% CHO

18,2% PTN
62,2% LP

17,5% PTN
7,4% LP
75% CHO

21,7% PTN
0,4% LP
66,5% CHO

NR

25% PTN
5% LP
70% CHO

20% PTN
10% LP
70% CHO

19% PTN
17% LP
64% CHO

20% PTN
10% LP
70% CHO

18,2% PTN
11,5% LP

Prenhez +
Lactacao
42 Pré-
prenhez +
Prenhez +
Lactacao
42 Pré-
prenhez +
Prenhez +
Lactacao

56 Pré-
prenhez
+Prenhez
+ Lactacao

Lactacao

42 Pré-
prenhez +
Prenhez

Prenhez +
Lactacao

30 Pré-
prenhez +
Prenhez +
Lactacao
Prenhez +
Lactacao

182

133

56

30

63

84

98

M+F

M+F

Visceral
(T area)

(T ntimero)

Subcutanea
(T area)

(= namero)

+ Visceral
(T area)

(= namero)

Subcutanea
(= area)
+ Visceral
(= area)

Visceral

(T area)

Subcutanea
(= area)

+ Visceral

(T area)

Subcutanea
+ Visceral

(T area)

Visceral
(T area)

(= namero)

Visceral

(T area)
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g2 DHL =3 soja 19,6% CHO 70,3% CHO
ZouT,2017 | C57BL/6 Controle = 8 Banha + 20% PTN 20% PTN Prenhez + 77 M Subcutanea
49 J 6leo de 45% LP 10% LP Lactagdo (T area)
DHL =8 soja 35% CHO 70% CHO
+ Visceral
(T area)

DHL: Dieta Hiperlipidica. NR: Nao Relatado. PTN: Proteina. LP: Lipideos. CHO: Carboidratos. M:Machos. F:Fémeas.
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Tabela 2. Resultados concisos da meta-analise dos desfechos morfologicos (didmetro, area e numero) do tecido adiposo branco visceral e
subcutaneo de murinos expostos a dieta hiperlipidica ou dieta controle. DHL/DHL: Descendentes que consumiram dieta hiperlipidica, cujas maes
consumiram dieta hiperlipidica. DHL/C: Descendentes que consumiram dieta controle, cujas maes consumiram dieta hiperlipidica.

MACHOS FEMEAS
Standardized Standardized
Mean difference P I2 Mean difference P 12
(95% CI) (95% CI)
VISCERAL
DIAMETRO 4,12(-0,61-8,85) 0,09 85% 1,36 (0,31-2,41) 0,01 NA
AREA 1,25(0,19-2,32) 0,02 24%  2,61(1,47-6,91)  <0,00001 1%
NUMERO 0,68(-0,23-1,58) 0,14 12%
DHL/DHL
SUBCUTANEO
DIAMETRO 4.08(2,37-5,79)  P<0,00001  19%
AREA 1,42(-0,27-3,12) 0,10 NA
NUMERO 0,13(-0,67-0,94) 0,74 0%
VISCERAL
DIAMETRO 0,65(-2,62-3,91) 0,7 93%
AREA 0,59(0,14-1,04) 0,01 0%  0,65(-0,14-2,77) 0,11 0%
NUMERO 0,42(-0,59-1,42) 0,42 73%  -0,67(-1,85-0,51) 0,27 NA
DHL/C
SUBCUTANEO
DIAMETRO 0,08(-1,05-1,21) 0,89 NA
AREA -0,79(-2,10-0,51) 0,23 58%  4,21(1,54-6,89) 0,002 NA

NUMERO 0,25(-1,23-1,74) 0,74 76%




Identificacdo

[

J

Rastreamento

[

J

Eligibilidade

Incluidos

Artigos identificados pela busca nas
bases de dados

Artigos adicionais identificados em
outras fontes

(n=4649)

(n=0)

!

v

Artigos em duplicatas
(n=939)

l

Artigos Rastreados ap6s a remogdo
de duplicatas
(n=3710)

A 4

Artigos em texto integral
avaliados para elegibilidade
(n =285)

Y

Artigos Excluidos
(n =3425)

v

Estudos incluidos na
sintese qualitativa
(n=28)

A 4

Estudos incluidos na
sintese quantitativa
(meta-andlise)
(n=15)

Artigos em texto integral excluidos
com explicagdo

(n =257)
Intervengdo ndo apropriada: 34
Populagéo nao apropriada: 17
Desfecho nio apropriado: 92
Tipo de publicagdo ndo apropriado: 113
Comparagio nao apropriada: 1

Figura 1. Fluxograma da sele¢do de artigos para a revisdo sistematica e meta-analise.
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Figura 2. A- Distribuicao de animais utilizados; B- Fonte de gordura utilizada para a producao da dieta hiperlipidica; C-
Periodo de consumo da dieta hiperlipidica pelas maes (pré-prenhez; pré-prenhez e prenhez; pré-prenhez, prenhez e lactagao;
prenhez e lactagdo e lactacdo); D- Tempo de consumo da dieta hiperlipidica pelos descendentes nos estudos incluidos na



revisao sistematica.

1. Area dos adipécitos do tecido adiposo visceral de descendentes que consumiram DHL, cujas maes

consumiram DHL

HFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD_Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Blby, 2017 28.26 5.84 -] 15.54 4.8 8 24868 2.24 [1.00, 3.48] —
Buryilie, 2019 9,690 1,660 4 7,580 1,380 0 Not estimable
Chang, 2018 468231 1,173.32 16 1,482.57 583.87 8 2478 3.02 [1.76, 4.28] —-—
Ding, 2013 6,408.64 983.86 4 1,349.4 B15.28 4 95N 4.92 [1.26, B.58]
Sarmms, 2020 2,747.75 405.51 12 2,108.11 717.78 12 27.8% 1.06 [0.19, 1.92] —-
Yokomizo, 2014 6,353.39 678.78 6 1,452.43 BO0B.82 € 1318 5.36 [2.51, 8.21] -
Total (95% CD 51 39 100.0% 2.77 [1.42,4.12) -
Heterogenelty: Tauw® = 1.52; ChP = 14,84, df = 4 (P = 0,005); F = 73§ o 5 9 3 10
Test for overall effect: Z = 4.01 (P < 0.0001} Control HFD

2. Area dos adipoécitos do tecido adiposo visceral de descendentes que consumiram dieta controle, cujas maes

consumiram DHL

HFD Control Std. Mean DIfference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD_Total Mean SD Total Weight 1V, Random, 95% CI IV, Random, 95% C1
Almeida, 2020 5.795.05 91588 10 548096 101055 10 12.7% 0.32[-0.5§,1.21) 'r—
Bytrullle, 2019 — 12 days 1,040 260 L] 770 170 6§ 63% 1.13[-0.13,239] —
Bytrullle, 2018 — € months 7,840 1,300 4 7,590 1,360 4 51X 0.16[-1.23,1.55]) 1T
Chang, 2018 1,610.89 4715 16 148257 583.87 B 13.5%  0.41[-0.45,1.27]
Juo, 2016 - 112 days 4,188.7 2244 5 34615 1923 4 1.6% 3.10 10.78, 5.42]
Juo, 2016 - 28 days 26603 3205 5 2,147.4 256.4 4 3.5%  1.55[-0.08,3.17] -
Jo, 2016 - 56 days 3,215.2 4123 5 2,572.1 3125 4 3.8X 153 [-0.09, 3.15) —
Jao, 2016 - B4 days 4,134.6 705.1 5 3,205.1 544.9 4 42X 1.29[-0.25, 2.82] —
Lecoutre, 2016 7.917.77 1,363.81 12 6,962.75 1440591 12 146X  0.64 [-0.19, 1.48] ™
Sames, 2020 2,287.3 A7B.05 11 2,108.11 7172.78 12 14.9% 0.30 [-0.53,1.12] T
Segovia, 2018 8.057.01 14808 7 7,0B89.55 B8B.4D 7 B2X 0.77[-0.33,187] In
Umekara, 2015 5,650 1,440 e 4,450 800 5 6.0% 0.96([0.33, 225) I
Yokomtrg, 2014 2,904.85 820.48 € 145243 §08.82 6 5.2 1.65 10.26, 3.03) I
Total (95% CI) 98 86 100.0% 0.75 j0.43, 1.06] 4
Heterogenalty: Tauw = 0,00; Chi* = 11,72, df = 12 (P = 0.47); F = OX -.10 _g 3 16
Test for overall effect: Z = 4.64 (P < 0.00001)} Control HFD

3. Area dos adipdcitos do tecido adiposo subcutdneo de descendentes que consumiram dieta controle, cujas

maes consumiram DHL

HFD

Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI|
Almeida, 2020 4,438.16 413.895 10 4,183.74 1,6832.682 10 408% 0.20 H0.67,1.08] ™
Butrullle, 2018 - 12 days. 4,150 850 6 2,620 1,450 € 200% 1.19 [H0.08, 2.46] .
Butruille, 2019 - & months 8,280 1,620 4 8,860 960 4 163% -0.37 [-1.78,1.04] ——
Umne kawa, 2015 3530 480 & 3.550 490 5 228% -0.041.22,1.15] -1
Total (95% CI) 26 25 100.0% 0.25 [-0.32, 0.83] >
Heterogenetty: 1au® = 0.01; ChF = 3.08, df = 3 (P = 0.38); P = 2% Xo § 1
Test for overall effect; Z = 0,86 (P = 0.39) Control HFD

4. Diametro dos adipocitos do tecido adiposo visceral de descendentes que consumiram DHL, cujas maes

consumiram DHL

HFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Bibl, 2017 50.57 12.51 9 3291 21.18 8 413X  0.97 [-0.02, 1.86]) -
Liang, 2016 89046 44 6 6211 3.15 & 196% 6.64[3.31,10.36]
Zou, 2017 26.81 3.53 B 19.87 3.08 B 39.0% 1.98 [0.72, 3.24) —a—
Total (95% CI) 23 23 100.0% 2.52 [0.45, 4.58] -
Hewerogenehty: Tau’ = 2.44; Ch = 10,40, df = 2 (P = 0.006); ¥ = BIN -1.0 ) 5 l‘b
Test for overall effect: Z = 2.38 (P = 0.02) Control HFD

5. Diametro dos adipocitos do tecido adiposo visceral de descendentes que consumiram dieta controle, cujas

maes consumiram DHL

HFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI 1V, Random, 95% CI
Uang, 2016 56.7 6.31 & 62.11 3.15 & 499X -1.00[-2.23,0.23]
Maglano, 2013 389 3.7 10 313 25 10 50.1% 2.31 [1.12, 3.49) -
Total (95% CI) 16 16 100.0% 0.66 [-2.58, 3.90)
Heterogenelty: Taw’ = 5.09; ChP = 14.37, df = 1 (P = 0.0002); ¥ = 93X _1'0 _;5 ) 5 1‘0

Test for gverall effect: Z = 0.40 (P = 0.68)

Control HFD
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6. Diametro dos adipocitos do tecido adiposo subcutaneo de descendentes que consumiram DHL, cujas maes
consumiram DHL.

HFD 'Comrol Std. Mean Difference Std. Mean Difference

Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI|
Liang, 2016 66.61 &.31 6 39.43 1.88 & 451X 5.39 [2.53, B.25]

Zou, 2017 17.97 2.34 8 28.2 3.13 B 50.9% -3.50[-5.21,-1.79]

Total (95% ClI) 14 14 100.0% 0.87 [-7.84, 9.58]

Heterogeneity: Taw® = 38.06; ChF = 27.31, df = 1 (P < 0.00001); P = 96X 5 ) llb
Test for overall effect: Z = 0.20 (P = 0.85) Control HFD

Figura 3. Forest plot da meta-analise dos desfechos principais. Area e didmetro dos adipdcitos das regides
viscerais e subcutanea. 1. 2. 3. 4. 5. 6. 95% CI, 95% intervalo de confianga; IV, inverso da variancia; DHL, dieta
hiperlipidica.
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1. Numero de adipdcitos do tecido adiposo visceral de descendentes que consumiram DHL, cujas maes
consumiram DHL

HID Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD_Total Mean SD Total Weight 1V, dom, 95% CI 1V, Random, 95% CI
Butrullle, 2019 46,100,000 13,800,000 4 28,000,000 10,600,000 4 188X 1.28[-0.36, 2.92)
Lang, 2016 14,300,000 3,184,337 6 11,200,000 1,224,745 6 2928 113[-0.08, 2.46] | Bl
Selayah, 2019 37,471,783,000 9,085,602,587 Y 21670429000 2,523,778,372 s 178 2.14 [0.41, 3.87] —_—
Srayder, 2019 22,600 3,300 6 26,100 3,500 6 3a9% 0.26[-0.88,1.39] -
Total (95% CI) 21 21 1000% 1.04 [0.29, 1L.50] -
Meterogenety: Tau’ = 0.09; Chr = 3.50, dF = 3 (P = 0.32); I = 14X D2 o ¥
Test for overall effect: £ = 2.71 (P = 0.007) Conmrol HED

2. Numero de adipécitos do tecido adiposo visceral de descendentes que consumiram dieta controle, cujas maes
consumiram DHL

HFD Control St Mean Difference St Mean Difference
Study or Subgroup Mean SO Totwl Mean SD Tatal Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 05% CI
Burrule, 2018 ~ 12 days 1,610,000 340,000 6 1.600,000 340,000 6 122% .03 [-1.10,1.1§]
Butrulle, 2019 - 6 months. 35,500,000 13,800,000 4 28,000,000 10,600,000 4 B 0.53[-0.590,1.9 -
Lecoutre, 2016 28,275,000 8212549 12 25,765,000 2,376,935 12 161X 040 [-041,1.21] -
Ilang, 2016 - 21 days 5,820,000 636,867 6 4,360,000 881,816 6 B5% 1.87 MA2,3.33] —_—
Uang. 201§ - 3 monrhs 11,300,000 6,858,571 6 11,200,000 1,224,745 6 122% 0.02(-1.11,115]
Selbyah, 2018 20,767,494,000 6,561,824,214 Y 21670429000 2523778372 5 10.% -0.16[-1.41,1.08] .
Srajder, 2018 20,000 4,000 6 26,100 5,500 6 104X -1.17 [-244,0.10] S
Twl 2020 155.02 3104 13 158.85 894 14 19.3%  -0.05[-0.81,0.70] -
Total (95% €1 58 59 100.0% 0.15 [-0.55, 082) -
Heterogenety: Taw® = 0.17; O = 10,80, df = 7 (# = 015k F = 35% "y % ] 3
Tew for grrall efegr: Z = 0.54 (P = D.58) Cortrol  HFD

3. Numero de adipdcitos do tecido adiposo subcutaneo de descendentes que consumiram dieta controle, cujas
maes consumiram DHL

HFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Bytrullle, 2019 - 12 days 4,880,000 1,960,000 6 5,470,000 1,640,000 6 2188 -0.29(-1.43,0.85] —_—
Butrullle, 2018 - 6 months 17,700,000 13,600,000 4 15,480,000 3,300,000 4 18.28  0.18 [-1.20, 1.58] ™
Uang, 2016 - 21 days 5,870,000 465,403 6 4,300,000 1,200,250 & 184N 1.59 [0.22, 2.86] -
Uang, 2016 - 3 months 23,300,000 4,409,082 6 21,500,000 4,654,031 & 21.7% 0.37 [-0.78,1.51) —r—
Snajder, 2019 28,200 6,600 ] 34,400 2,500 6 200% -1.15(-2.41,0.12) e
Total (95% CI) 28 28 100.0% 0.12 [-0.72, 0.96] e
Heterogenelty: Tau® = 0.51; Chi = §.95, df = 4 (P = 0.06); F = 55% & iy 0 3 Py
Test for overall effect: 2 = 0.27 {¢ = 0.78) Control HFD

4. Numero de adipdcitos do tecido adiposo subcutianeo de descendentes que consumiram DHL, cujas maes
consumiram DHL

HFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference

Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% C|

Butrullie, 2018 14,270,000 3,540,000 4 15,480,000 3,300,000 4 24.7% -0.31[-1.71,1.08] —

Liang, 2016 21,300,000 11,267,653 6 21,500,000 4,654,031 & 37.9% -0.02([-1.15, 1.11) —

Snajder, 2019 36,000 6,700 & 34,400 2,500 & 37.3%  0.25 [-0.85, 1.43] =

Total (95% CI) 16 16 100.0% 0.02 [-0.67, 0.72] ?

Heterogenelty: Tav® = 0.00; Chi* = 0.44, df = 2 (P = 0.60); P = ON _-‘ 3 ) ) 3
Test for overall effect: Z = 0.07 (P = 0.95) Comtrol HFD

Figura 4. Forest plot da meta-andlise dos desfechos principais. Numero dos adip6citos das regides viscerais e
subcutanea. 1. 2 3. 4. 95% CI, 95% intervalo de confianga; IV, inverso da variancia; DHL, dieta hiperlipidica.
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1. Consumo de ragdo de descendentes que consumiram DHL, cujas maes consumiram DHL

HFD Control Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI

Std. Mean Difference
1V, Random, 95% CI

Gregorio, 2013 17.89 0.84 5 17.7 0.78 5 100.0%  0.21 [-1.03, 1.48]
Total (95% CI) 5 5 100.0% 0.21 [-1.03, 1.46]
Heterogeneity: Not applicable T 5 .l) ) 3

Test for overall effect Z = 0.33 (P = 0.74) Control HFD

2. Consumo de ragao de descendentes que consumiram dieta controle, cujas maes consumiram DHL

HFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Gregorlo, 2013 17.87 1.28 15 172.7 0.78 5 313% 0.22[-0.80,1.23] e
Magliano, 2013 3 0.256 10 2.47 0.252 10 29.2% 2.00 [0.88, 3.11] —_—
Whitz, 2009 22.31 4.42 20 20.91 268 20 39.5%  0.38 [-0.25, 1.00] T
Total (95% CI) 45 35 100.0% 0.80 [-0.18, 1.78] e el
Heterogenehy: Tay* = 0.53; ChH w 7.04, df = 2 (P = 0.03); ¥ = 72X 4 5 3 )
Test for overall effect: Z = 1.60 (P = 0.11) Control HFD

3. Consumo energético de descendentes que consumiram dieta controle, cujas maes consumiram DHL

HFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Gregorio, 2013 386 62.61 15 419.15 B0.45 5 12.1% -0.33 [-1.35, 0.65] —
Uang, 2016 102.16 6.07 6 10835 811 6 10.6% -0.74 [-1.93, 0.45] -
Magliano, 2013 10.71 0.904 10 B.83 0.844 10 11.1% 2.06 [0.93, 3.19] EE—
Tsudukl, 2013 116 089 12 116 1.03 12 14.3%  0.00 [-0.80, 0.80] /N
Umekawa, 2015 2,858 78 6 2989 107 5 9.1% -1.40[-2.78, -0.01] -
Yokomtro, 2014 - 14 weeks 8.65 2.78 12 945 222 12 142X -0.31 [-1.11,0.50] T
Yokomizo, 2014 - 20 weeks .45 7.65 12 8.7 6.64 12 14.3% -0.03 [-0.83,0.77] /0
Yokomizo, 2014 - G weeks 83 117 12 8.85 1.7 12 14.2% -0.43 [-1.24,0.38] -
Total (95% CI) 85 74 100.0% -0.13 [-0.69, 0.44)
Heterogenelty: Tau® = 0.42; Ch = 19.65, df = 7 (P = 0.006); P = 64% _" _lz i 4‘

Test for overall effect: Z = 0.43 (P = 0.66) Control HFD

4. Consumo energético de descendentes que consumiram DHL, cujas maes consumiram DHL

HFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight |V, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Gregorio, 2013 B04.18 57.1 5 419.15 B0.45 5 7.3% 4.99 [1.82, B.05]
Uang, 2016 165.94 13.64 6 108.35 9.11 6 96X 4.58 [2.08, 7.09]
Tsudukl, 2013 12.2 069 12 116 103 12 21.5%  0.66[-0.17,1.49] =
Yokomtzo, 2014 ~ 14 weeks 28 13.84 12 %42 222 12 20.3% 1.80 [0.82, 2.77] .
Yokomtro, 2014 - 20 weeks 224 1212 12 9.7 684 12 21.0% 1.25 [0.36, 2.13] —
Zou, 2017 480.77 25.39 B 484.78 33.85 B 20.2% 0.19[-0.78,1.17] -
Total (95% CI) 55 55 100.0% 1.61 [0.63, 2.60] L 2
Heterogenelty: Tau® = 1.00; Ch* = 18.86, df = 5 (P = 0.001); P = 75% _-4 5 é P
Test for overall effect Z = 3.21 (P = 0.001) Control HFD

Figura 5. Forest plot da meta-analise dos desfechos do consumo alimentar em ragdo e em Energia 1. 2 3. 4. 95%
CI, 95% intervalo de confianga; IV, inverso da variancia; DHL, dieta hiperlipidica.
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Figura 6. Risco de viés dos estudos incluidos para a revisdo Sistematica.
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‘ Consumo materno de Dieta hiperlipidica |

| |

| Descendentes que consomem Dieta hiperlipidica | ’ Descendentes que consomem dieta controle ‘
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Figura 7: Fluxograma dos desfechos principais encontrados na meta-analise.
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RESUMO

Estudos clinicos e epidemiologicos mostram que a hiperglicemia materna pode alterar a
programacao dos descendentes levando a efeitos transgeracionais, como aumento da adiposidade
nos descendentes, aumento da suscetibilidade ao desenvolvimento de obesidade e riscos
metabolicos adversos que podem persistir desde a infincia até a idade adulta. Essas alteracdes,
somadas a fatores ambientais como o consumo de dieta ocidental rica em gordura e atividade
fisica reduzida, também contribuem significativamente para o aparecimento de comorbidade na
vida adulta dos descendentes. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da dieta hiperlipidica
apos o desmame, associada ou ndo ao ambiente intrauterino hiperglicémico, no tecido adiposo
periovariano de descendentes na idade adulta. O diabete materno foi induzido quimicamente por
droga beta-citotoxica (streptozotocin) e a dieta hiperlipidica foi preparada com enriquecimento
de banha de porco e oferecida desde o desmame até a vida adulta dos descendentes. Aos 120 dias
de vida, as ratas (filhas) foram anestesiadas e decapitadas para obten¢do de amostras de tecido
adiposo. De acordo com os achados, o ambiente intrauterino hiperglicémico, associado ao
consumo de DHL apos o desmame dos descendentes, causou aumento do peso corporeo, da
gordura total e da gordura periovariana, a qual pode comprometer a futura funcgao reprodutiva das
fémeas. Estes descendentes adultos apresentaram elevado indice de adiposidade e area dos
adipdcitos, gerando um tecido adiposo hipertrofiado. Portanto, o diabete materno, por si s6 causa
alteragOes intergeracionais e, em associacdo com o consumo de dieta hiperlipidica apds o

desmame, exacerbou as alteracdes no tecido adiposo das descendentes fémeas adultas.
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INTRODUCAO

A prevaléncia de diabetes na gravidez tem aumentado mundialmente.! Em 2019,
dados da Federagdo Internacional de Diabetes (IDF) mostraram que uma em cada seis
gestagdes foi afetada pelo diabetes.? Além do aumento da prevaléncia do Diabetes
mellitus (DM) pré-gestacional (tipo 1 e tipo 2) em mulheres de idade reprodutiva, ha um
aumento dramatico nas taxas de Diabetes mellitus gestacional (DMG),? sendo 13,6% das
gestagdes afetadas pelo diabetes pré-gestacional e 86,4% afetadas pelo DMG.?

Estudos clinicos e epidemiologicos mostram que a hiperglicemia materna pode
alterar a programagdo dos descendentes levando a efeitos transgeracionais,? como
aumento da adiposidade nos descendentes, independente do peso ao nascer,*® aumento
da suscetibilidade de obesidade e riscos metabolicos adversos que podem persistir desde
a infincia até a idade adulta dos descendentes.”® Essas alteragdes, somadas a fatores
ambientais como o consumo de dieta ocidental rica em gordura e baixa atividade fisica,
contribuem significativamente para o aumento da prevaléncia de sobrepeso, obesidade,
DM2, DMG’!! e alteragdes reprodutivas'? na vida adulta dos descendentes,
independentemente do tipo de diabete materno (diabete pré-gestacional ou DMG).!* A
exposi¢do a condi¢des adversas intrauterinas pode levar a mudangas permanentes na
estrutura e fungio dos principais sistemas fisiologicos do feto em desenvolvimento.'4
Em roedores, os ovarios sdo envoltos por tecido adiposo visceral. Esses depositos de
gordura na regido periovariana ndo existem em humanos, mas sdo altamente analogos

com relagdo as fungdes da gordura visceral omental'>!'®

, sugerindo que a interacao
parécrina entre o tecido adiposo periovariano e ovarios ¢ importante para a foliculogénese
normal.!’
O actmulo de gordura ou a expansao deste tecido se da pelo processo de hiperplasia (aumento no
ntimero de células) ou hipertrofia (aumento na 4rea/volume das células) dos adipécitos.'® E
encontrado nas regides viscerais ou subcutineas'® e possui especificidade celular em cada regido,
sendo mais propenso a hiperplasia na regiio subcutinea e a hipertrofia na regido visceral.”” A
obesidade ¢ um fator de risco independente para o aumento nas complicagdes metabdlicas,
incluindo desordens reprodutivas®’, embora o exato mecanismo pelo qual a obesidade afeta as
fungdes ovarianas ainda ndo seja amplamente conhecido.

Em fun¢do de diversas variaveis incontrolaveis e aspectos €ticos envolvidos nos

estudos em humanos, € necessario o uso de animais de laboratorio de forma extremamente

¢tica para mimetizar as condi¢des do diabete pré-gestacional e de modelos de obesidade
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em ratos. Os descendentes advindos de um ambiente intrauterino hiperglicémico
apresentam alteragdes no perfil metabolico com relagdo a tolerancia a glicose, ou seja, o
diabetes materno (periodo de prenhez e lactagdo) transmite uma tendéncia diabetogénica
aos descendentes.?? A presenga de hiperglicemia materna cria um ambiente intrauterino
desfavoravel e altera a programacao fetal. Isso interfere no desenvolvimento das gonadas
fetais femininas com a reducdo de peso, didmetro e volume dos ovéarios, nimero de
foliculos ovarianos e didmetro folicular nestas descendentes,? reduzindo assim a taxa de
fertilidade das descendentes fémeas (dados ndo publicados). Associado a estes achados,
as descendentes adultas apresentam, ao final de prenhez, hiperglicemia, fetos com
menores pesos corporeos, placentas e eficiéncia placentdria reduzidas (dados ndo

publicados).

A obesidade induzida por dieta hipercaldrica ou hiperlipidica (DHL) em modelos animais
ja provou ser eficaz para modificar o tecido adiposo.” ***°O consumo cronico de DHL pelas mies
influencia o desenvolvimento do tecido adiposo branco visceral de seus descendentes com relagio
amorfologia (area, didmetro e nimero dos adipocitos), especialmente quando os mesmos mantém
o consumo de DHL na vida pos-natal. Porém, se o consumo for modificado para uma dieta padrao
pelos descendentes, ha diferenca em relagao a hipertrofia adipocitaria e a regido do tecido adiposo
comparando-se os géneros, sendo verificada hipertrofia na regido visceral dos machos e na regido
subcutanea das fémeas.””

A expansdo hipertrofica do tecido adiposo periovariano ¢ associada com a formagao de
uma estrutura em forma de coroa (CLS) e inflamacdo em ratas com obesidade induzida pela
dieta.*® Tal confirmagio ¢ importante dada a proximidade do tecido adiposo ao ovario e a
habilidade do estrogénio de regular a expansio do tecido adiposo e inflamagao®'*2. Embora
humanos e ratos tenham diferencas nos depdsitos de gordura periovarianos, as citocinas
inflamatdrias sintetizadas do tecido adiposo intra-abdominal podem potencialmente impactar os
ovarios devido a proximidade dos tecidos. As estruturas CLS sdo predominantemente encontradas
no tecido adiposo da regido abdominal enquanto as regides to tecido adiposo subcutineo estdo
aparentemente protegidas do aumento da inflamag?o.*

Tendo em vista o atual cenario mundial no qual o diabete materno pode interferir na
programacao fetal, o consumo de dieta rica hiperlipidica ou hipercalorica vem aumentando
exponencialmente e considerando que ratas obesas apresentam alteragdes reprodutivas e as
descendentes oriundas de um ambiente diabético tem fertilidade reduzida, nos hipotetizamos que
os descendentes de maes diabéticas e expostas a dieta hiperlipidica apos o desmame apresentam
modificagdes no tecido adiposo periovariano, as quais podem levar a disfungdes reprodutivas na

vida adulta. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da dieta hiperlipidica
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apos o desmame, associada ou ndo ao ambiente intrauterino hiperglicémico, no tecido adiposo

periovariano de ratas na idade adulta.

METODO
Animais

Foram utilizados ao total 52 Ratos (8 machos e 44 fémeas) da linhagem Sprague-
Dawley adquiridos do Biotério da Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB/UNICAMP) e mantidos no Biotério do Laboratério de Pesquisa Experimental
em Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Botucatu Unesp sob
condigdes controladas de temperatura (224+2°C), umidade (60+10%) e ciclo claro/escuro
(12h). Agua filtrada e ragdo foram oferecidas ad libitum para os animais, que foram
mantidos em caixa de polietileno em cama de maravalha no numero de 3 animais por

caixa.

Aspectos Eticos
Todos os procedimentos foram submetidos e aprovados pela CEUA Institucional,

com numero de protocolo 1335/2019.

Sequéncia experimental
Sequéncia experimental da geracdo parental

A sequéncia experimental dos animais da geracdo parental teve como objetivo criar um
ambiente intrauterino inadequado levando a programagao fetal a partir da indug@o do diabete. A
indu¢do do diabete foi feita em fémeas recém-nascidas (n=10) com uso da droga beta-citotoxica
Streptozotocin (STZ, Sigma Aldrich®), na dose de 70 mg/kg via subcutinea no 5° dia de vida
pos-natal** As fémeas do grupo ndo-diabético (controle, n=6) receberam volume do veiculo
(tampdo citrato) correspondente ao do grupo que recebeu a droga diabetogénica. Os recém-
nascidos machos ndo foram utilizados neste experimento e, portanto, foram mortos por
decapitacdao. Aos 75 dias de vida das ratas, o Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) foi
realizado para avaliag@o dos valores glicémicos, que caracterizou os critérios de inclusdo das ratas
nos grupos com diabete.> Para isso, apos seis horas de jejum, foi coletada uma gota de sangue da
cauda das ratas para determinacdo glic€mica (tempo 0). Logo apds, as ratas receberam solugao de
glicose (0,2 g/mL) via intragastrica (gavage) na dose de 2,0 g/kg de peso corporeo. Decorridos
30, 60 e 120 minutos apos a administragdo da solucdo de glicose, as glicemias também foram
determinadas com uma pequena perfuracdo com agulha (23G) na extremidade distal da cauda do

animal, permitindo assim a coleta de uma gota de sangue que foi introduzida em glicosimetro
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convencional, com valores limites > 200 mg/dL, em qualquer ponto do teste para confirmagdo do
diabete. Os animais que receberam o STZ e apresentaram o TOTG inalterado, bem como as ratas
do grupo ndo-diabético que apresentaram TOTG alterado, foram excluidos dos respectivos

grupos.

Periodo de acasalamento, prenhez e amamentacio

Na idade adulta, a partir dos 90 dias de vida, as ratas Diabéticas (n=8) e Controle (n=6)
passaram pelo periodo de acasalamento até atingir o niimero experimental, que teve duracdo
maxima de 15 dias, correspondente a pelo menos trés ciclos estrais. As ratas foram distribuidas
trés a trés em gaiolas de polietileno com cama de maravalha. Ao final da tarde, apos as 17 horas,
um rato macho foi colocado na gaiola das fémeas. Na manha subsequente, os machos foram
retirados e os esfregagos vaginais foram colhidos pela introdu¢io de Cotonete® embebido em
agua destilada. Apos analise do material depositado nas laminas em microscopio biologico, a
confirmacdo da prenhez foi realizada pela presenga de espermatozoides, sendo este considerado
o dia zero de prenhez. De acordo com resultados prévios de nossos trabalhos, cerca de 20% das
ratas diabéticas sdo inférteis e, das que apresentam esfregago vaginal positivo, em torno de 10%
das ratas ndo atingem a prenhez a termo devido as complica¢des causadas pela hiperglicemia,
logo iniciamos com um niimero maior de ratas neste grupo. Durante a prenhez, as ratas foram
mantidas em caixas individuais e a prole foi obtida através de parto vaginal. Apds o nascimento,
os recém-nascidos fémeas foram mantidos com suas maes desde a lactagdo até o periodo de
desmame (22 dias de vida). Ap6s o desmame, esses animais foram distribuidos nos grupos
experimentais correspondentes. Os animais excedentes foram disponibilizados para uso em outro

experimento.

Sequéncia experimental das descendentes de maes diabéticas ou mdes controle (Figura
1).

Calculo do tamanho amostral

Para o calculo do tamanho amostral, foram considerados os valores de média e desvios-
padrdo das glicemias obtidas na area sob a curva (AUC) de experimentos prévios
considerando uma confiabilidade de 95%, poder de 90% e margem de erro de 5%, o

tamanho amostral calculado foi de 5 animais por grupo.

Grupos Experimentais
Logo apo6s o desmame, as ratas foram distribuidas por sorteio de forma pseudo-

randomizada (respeitando o maximo de duas ratas de cada ninhada por grupo
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experimental) em quatro grupos experimentais (n=5 animais/grupo): 1. Ratas
descendentes de maes controle e que receberam dieta padrio (FConDP); 2. Ratas
descendentes de maes controle e que receberam dieta hiperlipidica (FConDHL); 3. Ratas
descendentes de maes diabéticas e que receberam dieta padrao (FDmod DP) e 4. Ratas

descendentes de maes diabéticas e que receberam dieta hiperlipidica (FDmod DHL).



Acasalamento de fémeas Sprague
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Figura 1. Sequéncia experimental.
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Dieta padrio ou hiperlipidica

As ratas descendentes de maes controle e Dmod receberam dieta comercial padrao (ragao
Purina, Purina®, Brasil) ou dieta rica em gordura de acordo com o grupo experimental desde o
desmame até a idade adulta (120 dias de vida). A dieta rica em gordura foi preparada na Unidade
de Pesquisa Experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu e foi composta por farelo de
soja (40,0%), sorgo (9,0%), casca de soja (13,7%), amido de milho (2,3%), acucar refinado
(17,6%), banha de porco (16,4%), mistura de vitamina e sais minerais (1%). Ap6s o preparo, os

alimentos foram mantidos sob refrigeracdo até o momento do consumo dos animais.

Teste oral de tolerdncia a glicose (TOTG)

Aos 115 dias de vida, foi realizado o TOTG para avaliagdo da intolerancia a
glicose conforme descrito anteriormente. No TOTG, além da glicemia, a insulina sérica
foi avaliada nos momentos 0, 30, 60 e 120 min através de coleta de sangue pela
extremidade da cauda do animal utilizando kits comerciais e leitura em microplacas. A
resposta total da glicose foi avaliada pela estimagdo através do calculo da area sob a curva

(AUCQ), usando o método trapezoidal.3®

Morte dos animais e andlise morfologica dos adipdcitos

Aos 120 dias de vida, as ratas foram anestesiadas com tiopental sédico
(Thiopentax® - 120 mg/kg via intraperitoneal) seguida de morte por decapitagdo, e
submetidas a laparotomia para retirada das amostras do tecido adiposo.

As amostras de tecido adiposo periovariano foram pesadas, colocadas em solugao
fixadora (formalina tamponada) por 24h e, em seguida, acondicionadas em etanol 70%.
Os fragmentos foram processados e incluidos em parafina para posterior corte em
microtomo rotativo. As amostras do tecido adiposo dos animais foram coradas com
hematoxilina-eosina (H&E). Apo6s esse processo, as imagens foram analisadas no
microscopio com ampliagdo de 20X para possibilitar a contagem do niimero de células
adiposas e calculo da 4rea das mesmas através do software /mageJ. Foram considerados
adipocitos grandes, aqueles cuja area era superior ou igual a 4,58 um?, médios aqueles
cuja area se encontrava entre 1,03 € 4,57um? e pequenos aqueles cuja area era menor ou

igual a 1,02um?2.%’
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Andalise Estatistica

Para a comparacao das médias e razdes foram utilizados os seguintes testes: testes
de comparagdes multiplas de Tukey, Teste t de Student e Poisson seguido do teste de
compara¢cdo multipla de Wald e Distribui¢do Binomial negativa seguido do teste de
compara¢do multipla de Wald. Para o calculo das comparagdes entre as proporcdes dos
adipdcitos, foi utilizado o teste Qui-quadrado. Para as andlises de correlagdes, foi usado

o teste de Pearson. P < 0,05 foi considerado como limite de significancia estatistica.

RESULTADOS

Como demonstrado na Tabela 1, foram encontrados aumentos significativos nos
pesos corporeos, de gordura total e no peso do tecido adiposo periovariano dos
descendentes advindos de maes com hiperglicemia e que foram expostas pos-natalmente
a dieta hiperlipidica (FDmodDHL) quando comparados aos descendentes FConDP.

Com relagao ao indice de adiposidade, foi encontrada diferenca significativa entre
descendentes FDmodDHL quando comparados aos descendentes FConDP. A razio entre
o peso do tecido adiposo periovariano € o peso corpdreo ndo apresentou diferenga
significativa entre os grupos, assim como a razao entre o nimero de adipdcitos € 0 peso
corpdreo e a razdo entre o numero de adipdcitos e o peso do tecido adiposo periovariano.
Houve aumento significativo na razao entre a area dos adipocitos e o peso corpdreo e na
razdo entre area dos adipocitos e o peso do tecido adiposo periovariano no grupo
FDmodDHL em relagio ao grupo FConDP (Tabela 1).

O célculo da area sobre a curva (AUC) dos valores glicémicos obtidos durante o
TOTG apresentou aumento significativo nos grupos FConDHL, FDmodDP e FDmod
DHL quando comparados ao grupo FConDP, tanto com relagdo a somatoria quanto ao
nivel de glicose circulante por minuto, sendo que o grupo FDmodDHL mostrou maior
aumento desses pardmetros em comparacao aos demais grupos (Tabela 1).

Quando foi avaliada a correlagdo (Tabela 2) entre o numero de adipocitos, area
dos adipo6citos, peso corporeo, peso do tecido adiposo periovariano, peso da gordura total
e indice de adiposidade, foi encontrada uma correlag@o positiva entre o peso corporeo e
a area dos adipécitos (r = 47%, p= 0,02), assim como entre o peso do tecido adiposo
periovariano e a area dos adipdcitos (r = 65% p = 0,0006), o peso da gordura total e a area

dos adipocitos (r = 66%, p= 0,0005) e o indice de adiposidade e a area dos adipocitos (r=
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62%, p= 0,0015). Também houve correlacdo positiva entre o peso corporeo € o peso do
tecido adiposo periovariano (r =43%, p=0,03) e entre o peso corporeo e o peso da gordura
total (r= 48%, p=0,02). O peso do tecido adiposo periovariano e o peso da gordura total
(r =80%, p<0,0001), assim como o peso do tecido adiposo periovariano e o indice de
adiposidade (r= 78%, p < 0,0001), e o peso da gordura total e o indice de adiposidade (r
=99%, p < 0,0001) mostraram correlagao positiva.

Com relagdo a classificagdo do tamanho das areas dos adipécitos, houve maior
frequéncia de adipdcitos grandes no grupo FConDHL comparado ao grupo FConDP e
maior frequéncia no grupo FDmodDHL quando comparado aos outros trés grupos
(FConDP, FConDHL e FDmodDP). Para os adip6citos de tamanho médio, o grupo
FConDHL apresentou maior frequéncia quando comparado ao grupo FConDP, mas o
grupo FDmodDHL teve reducdo de adipdcitos médios em relagdo aos outros grupos.
Quanto aos adipécitos pequenos, o grupo FConDHL mostrou maior frequéncia do que o

grupo FConDP (Figuras 2 e 3).

DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que os descendentes que foram expostas a um ambiente
intrauterino desfavoravel (hiperglicemia materna) e que consumiram uma dieta hiperlipidica
(DHL) apos o desmame apresentaram maior peso de gordura total, peso da gordura periovariana
¢ indice de adiposidade, contribuindo para o maior peso corporeo. Estes descendentes
(FDmodDHL) também tiveram maior area de adipdcitos, com seja em relagdo ao peso corporeo
quer seja em relagdo ao peso de gordura periovariana. Estas alteracdes do tecido adiposo podem
ter contribuido para o aumento das concentracdes glicémicas aferidas durante o teste oral de
tolerdncia a glicose, que confirmou um estado de intolerancia a glicose desses animais pelos
valores aumentados da area sob a curva. As andlises de correlagdo mostraram que quanto maior
o peso da gordura total, o peso do tecido adiposo periovariano e o indice de adiposidade, maior
foi o peso corporeo total das descendentes FDmodDHL. Essa relagdo também se estabeleceu entre
o aumento da area dos adipdcitos (evidenciado pela maior porcentagem de adipdcitos médios e
grandes) com os diferentes tipos de peso (corpdreo, gordura total e tecido adiposo periovariano).
Além disso, houve relagdo significativa com o indice de adiposidade aumentado nestas fémeas
FDmodDHL adultas. Porém nenhum desses parametros teve correlagdo com o numero dos

adipdcitos, mostrando maior efeito da hipertrofia adipocitaria do que da hiperplasia.
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O aumento da area e a diminui¢cdo do numero dos adipdcitos nos descendentes do
grupo FDmodDHL demonstra que quanto maior a area dessas células, menor a
quantidade de células neste tecido. A obesidade hipertrofica tem como caracteristica
possuir um tecido adiposo com infiltragdo de macrofagos, o que prejudica o processo de
adipogénese (processo de diferenciagdo dos adipdcitos). Isto ¢, o tecido adiposo quando
hipertrofiado, inibe a cascata de sinalizagdo responsavel pelo aumento no numero de
células nesse tecido.*® Neste estudo, nos verificamos que a DHL alterou o tamanho dos
adipocitos, mas de forma diferente em fungdo do ambiente intrauterino ao qual a
descendente foi exposta. Houve maior porcentagem de adipdcitos de tamanho médio nos
descendentes advindos de maes nao-diabéticas e aumento na porcentagem de adipocitos
grandes daqueles oriundos de maes diabéticas. De forma geral, o consumo de DHL apds
o desmame promoveu aumento do tamanho das células do tecido adiposo dos
descendentes, mostrando uma hipertrofia tecidual e tendo como consequéncia maior peso
da gordura.

O tecido adiposo com hiperplasia sintetiza e secreta adipocinas pro-inflamatorias em
quantidades fisiologicas, além disso, sintetiza e secreta adipocinas anti-inflamatorias e apresenta
efeitos metabolicos protetores.’*’ J4 o tecido adiposo hipertrofiado sintetiza e secreta maiores
quantidades de adipocinas pré-inflamatorias,*’ o que contribuiu negativamente para o
aparecimento de outras comorbidades nestas descendentes fémeas adultas.

Estudos em animais demonstram que a impressdo metabolica causada pelo
ambiente intrauterino obeso ou diabético pode ser transmitida através de geragdes.*
Além disso, o diabetes materno aumenta o risco para o aparecimento de DM Tipo 2 nos
indios Pima jovens, portanto fechando o ciclo vicioso postulado pelo qual “diabetes gera
diabetes”.** Dados semelhantes foram relatados entre jovens adultos da Dinamarca
expostos ao DM Tipo 1 no periodo intrautero, sugerindo que os efeitos a longo prazo da
exposigdo a hiperglicemia sdo semelhantes independentemente do tipo de diabetes.** Os
mecanismos responsaveis por esses efeitos ndo sdo totalmente claros, mas muitas
pesquisas tém sido realizadas envolvendo desde modelos animais a estudos
epidemioldgicos e mecanisticos.

No entanto, a associacdo de um ambiente gravidico hiperglicémico e a exposicao
pos-desmame a dieta hiperlipidica (DHL) ndo tem sido explorada. Sendo assim, em
fun¢do do aumento exponencial de mulheres com diabete pré-gestacional ou gestacional

e devido ao excessivo consumo de alimentos ricas em gordura saturada durante a infancia,
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adolescéncia e vida adulta, houve o interesse em se estudar a fusdo destas varidveis para
compreender as repercussdoes na vida adulta dos descendentes advindos de maes
diabéticas e que passaram a consumir uma dieta rica em gordura apos o desmame. Nosso
trabalho mostrou que esta associacdo exacerbou o tamanho dos adipdcitos, obtidos do
tecido adiposo periovariano, levando a uma hipertrofia adipocitdria. Isto pode ser
explicado pelo fato da dieta rica em gordura ter causado um desequilibrio entre consumo

e gasto energético*

, pendendo mais para o consumo, o que resultou no armazenamento
de energia nas células do tecido adiposo na forma de triglicerideos através da
lipogénese.*” Isso resultou no aumento do tamanho dos adipdcitos das fémeas do grupo
FDmodDHL, levando a maior peso da gordura total, peso do tecido adiposo periovariano,
indice de adiposidade e, consequentemente no aumento do peso corporeo. Outra
justificativa para estes achados seria que, enquanto a glicose materna ¢ transferida para o
feto via placenta, a insulina materna nao atravessa a membrana placentaria em fun¢do do
seu peso molecular. Frente ao estimulo glicémico, o pancreas fetal responde a esta
sobrecarga e sintetiza insulina adicional, que por sua vez atua como um hormonio de
crescimento fetal levando a seu crescimento e a adiposidade.*®

Criangas expostos ao diabetes e/ou a obesidade materna durante a gravidez tém
maior risco de se tornarem obesos e desenvolver DM Tipo 2 na idade jovem. Muitas das
descendentes (sexo feminino) tornam-se obesas e apresentam diabetes ou tolerancia
anormal a glicose no momento em que atingem a fase fértil, perpetuando assim o ciclo.
Ao longo das geracdes, este ciclo provavelmente aumenta o risco e/ou antecipa o
aparecimento de obesidade € DM Tipo 2.*® Apesar das evidéncias crescentes de que a
exposicao ao diabetes intratitero esta associado a DM2 na prole e pode ser responsavel
pelo inicio precoce do que foi considerada, até recentemente, uma doenca da idade adulta,
ndo se sabe se essa exposicdo associada ao consumo de dieta hiperlipidica exacerba ou
ndo as anormalidades metabolicas que sdo precursoras do DM2 e/ou da obesidade na vida
adulta. Em nossos achados, verificamos que as ratas que consumiram DHL, ou que foram
expostas ao diabete materno ou que foram submetidas a associacdo destas duas condi¢des
apresentaram picos hiperglicémicos, com diagnostico de intolerancia a glicose,
confirmada pelos valores obtidos nos calculos da drea sob a curva. Ja foi demonstrado
que recém-nascidos de maes diabéticas apresentam secre¢do de insulina aumentada frente
um estimulo glicémico e hiperplasia de células beta-pancreaticas.*’ Outra sugestdo € que

a secre¢ao de insulina prejudicada também ja foi proposta como um mecanismo possivel,
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mas se este ¢ um fendmeno transitorio ou se leva a tolerancia a glicose prejudicada mais
tarde na vida ainda est4d em discussao.

Considerando que a janela critica de desenvolvimento ¢ o periodo no qual ocorre
a formacao e o desenvolvimento de diversos 6rgaos e tecidos, inclusive do tecido adiposo
branco no feto,”® um insulto materno podera determinar a vulnerabilidade a possiveis
agressdes ambientais, como o consumo de DHL.>!

Portanto, podemos concluir que o ambiente intrauterino hiperglicémico, associado
ao consumo de DHL pelos descendentes, incrementou ainda mais o aumento do tamanho
dos adipocitos, levando a uma hipertrofia, que contribui para o aumento do peso da
gordura periovariana, da gordura total e, consequentemente no maior peso corporeo e
indice de adiposidade dos mesmos. Além disso, a associagdo diabete materno e consumo
de dieta hiperlipidica po6s-desmame acarretou em intolerancia a glicose nas descendentes,
confirmando o efeito intergeracional do diabete e a exacerbagdo apds outro insulto
ambiental. A partir da compreensdo das repercussdes de insultos intrauterinos e pds-natal,
provavelmente havera redugdo na prevaléncia de obesidade e diabetes tipo 2 na proxima
geracdo e, consequentemente, havera beneficios para as geragdes futuras, bem como para

sucessiva geracao.
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FIGURA 2. Frequéncia de adipécitos grandes, médios e pequenos dos grupos FConDP,
FConDHL, FDmodDP ¢ FDmodDHL aos 120 dias de vida.

Legenda: FConDP (descendentes de maes controle e que consumiram dieta padrao apds
o desmame), FConDHL (descendentes de maes controle ¢ que consumiram dieta
hiperlipidica ap6s o desmame), FDmodDP (descendentes de maes com hiperglicemia e
que consumiram dieta padrao ap6s o desmame), FDmodDHL (descendentes de maes com
hiperglicemia que consumiram dieta hiperlipidica ap6s o desmame).

*p<0,05 - comparado ao grupo FconDP, #p<0,05 - comparado ao grupo FConDHL,
$p<0,05 - comparado ao grupo FDmodDP.
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FIGURA 3. Microfotografia de amostras de tecido adiposo periovariano. A. Ratas
adultas descendentes de ambiente intrauterino controle e que consumiram dieta padrao
apos o desmame (FConDP); B. Ratas adultas descendentes de ambiente intrauterino
controle e que consumiram dieta hiperlipidica apés o desmame (FConDHL); C. Ratas
adultas descendentes de ambiente intrauterino hiperglicémico e que consumiram dieta
padrdo ap6s o desmame (FDmodDP); D. Ratas adultas descendentes de ambiente
intrauterino hiperglicémico e que consumiram dieta hiperlipidica apoés o desmame
FDmodDHL). Laminas coradas com hematoxilina-eosina. Aumento: 20x. E. Média e
desvio-padrao do niimero de adipocitos; F. Média e desvio-padrao da area dos adipocitos
(mm?).

*p<0,05- comparado ao grupo FconDP; #p<0,05- comparado ao grupo FConDHL;
$p<0,05- comparado ao grupo FDmodDP (Comparagdo dois a dois - Teste t de Student).
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TABELA 1. Peso corporeo, da gordura total (periovariana, retroperitoneal e periuterina),

do tecido adiposo periovariano; indice de adiposidade [(peso da gordura/peso corporeo)

x100]; razdo do peso do tecido adiposo periovariano/peso corporeo x 100; nimero de

adipocitos/peso corpdreo; area dos adipocitos/peso corpdreo, nimero de adipocitos/peso

do tecido adiposo periovariano; area do adipdcito/ peso do tecido adiposo periovariano;

area sobre a curva da somatoria da glicemia (120 minutos) e area sobre a curva da glicose

circulante por minuto.

FConDP FConDHL FDmodDP FDmodDHL
Peso corporeo (g) 24720+526a 264,00 £13,25ab 262,20 + 24,23 ab 264,12+ 834 b
Peso gordura total (g) 475+ 1,45a 6,89 +£ 1,94 ab 6,02 £1,95 ab 8,83+3,32b
Peso tecido adiposo
] ] 1,08+0,45a 1,26 £ 0,36 ab 1,10 £ 0,58 ab 1,65+ 1,09b
periovariano (g)
Indice de adiposidade
1,92+0,26 a 2,62 +£0,29 ab 2,27+0,24 ab 329+047b
(Peso gordura total / Peso
corpdreo) x 100
(Peso tecido adiposo
] ) 0,44+0,19a 0,48+0,16a 0,42+0,18a 0,62+£0,20a
periovariano /Peso
corpdreo) x 100
(Numero adipdcito / peso
0,21+£0,01 a 0,25+£0,01 a 0,24+£0,01 a 0,22+0,01 a
corpdreo)
(Area adipocito / peso 11041,00 £ 9335,64 + 10356,00 £ 15372,00 £
corpdreo) 1191,13 a 851,32 a 1117,23 a 1513,52b
(Numero adipécito / peso
tecido adiposo 55,50+3,33 a 56,21 £2,83 a 66,84 + 3,66 a 54,03 +£3,00 a
periovariano)
(Area adipocito / peso
) ) 2.886.491,00 + 2.041.313,00 + 2.698.047,00 + 3.336.160,00 £
tecido adiposo
482.760,00 ab 288.400,00 a 451.009 ab 510.157,00 b
periovariano)
AUC (somatoria 14529,54 + 16174,50 + 18174,54 £ 19365,00 £
glicemia 120 min) 1865,80 a 2487,10 b 1286,00 b 1279,50 ¢
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121,07 134,78 = 151,45+ 161,37 +

AUC (glicose circulante
15,54 a 20,72 b 10,71 b 10,66 ¢

por minuto)

Legenda: FConDP= descendentes de maes controle e que consumiram dieta padrao apds
o desmame; FConDHL= descendentes de mades controle e que consumiram dieta
hiperlipidica ap6s o desmame; FDmodDP= descendentes de maes com hiperglicemia e
que consumiram dieta padrao ap6ds o desmame; FDmodDHL= descendentes de maes com
hiperglicemia e que consumiram dieta hiperlipidica apds o desmame; DP (Desvio-
padrdo), AUC (area sobre a curva).

Letras diferentes representam diferenca estatisticamente significante entre os grupos

experimentais (p<0,05).
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TABELA 2. Correlagdo entre o nimero de adipdcitos, area de adipocitos, peso corporeo, peso do tecido adiposo periovariano, peso da gordura

total e indice de adiposidade de ratas advindas de ambiente intrauterino hiperglicémico e que foram expostas a dieta hiperlipidica ou ndo desde o

desmame até a vida adulta (120 dias).

Numero de Area dos Peso Corpéreo  Peso do TA Peso da Indice de
adipocitos adipocitos periovariano gordura total adiposidade
N° de adipdcitos r=1 r=-0.05634 r=1784 r=-0,11648 r=0,06075 r=0,05222
p=10,7985 p=0,4154 p=10,5966 p=0,783 p=0,8129
Area dos adipocitos _ r=1 r=0,4766* r=0,65835% r=0,66658* r=0,6236*
p=0,0215 p =0,0006 p =0,0005 p=10,0015
Peso Corporeo _ _ r=1 r=0,4331% r=0,4800%* r=0,3640
p=10,0390 p =0,0240 p=0,0877
Peso do TA _ _ _ r=1 r=0,80646* r=0,78018*
periovariano
<0,0001 <0,0001
Peso da gordura total B _ B _ r=1 r=0,99082*
<0,0001

Indice de adiposidade

r=1
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Importance of this study

What is already known?

When obesity is linked to the gestational period, it generates an obesogenic intrauterine
environment, which then negatively influences the development of tissues and cells of
the offspring.

Possible changes induced during intrauterine environment might lead to onset of

diseases at adulthood, including abnormal fat accumulation in adipose tissue.

What does this review add?

The current review shows that hypertrophic obesity is related to the influence of
intrauterine obesogenic environment and a post-natal high-fat diet consumption of
offspring.

Hyperplasia of adipose tissue is exclusively related to the high-fat diet consumption,
and is not influenced by the intrauterine environment. Furthermore, hypertrophy onset

occurs in different regions of body tissue and is related to the sex of the pups.

How might your results change the direction of research or the focus of clinical practice?

The obesogenic intrauterine environment contributes to hypertrophic obesity in the
offspring, which is related to the appearance of other comorbidities.

The descendants need to be careful about excessive consumption of western-style diet,
as well as the search for strategies to prevent lipogenesis process stimulation, hence

avoiding adipocyte hypertrophy.
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Abstract

Objective: Obesity is considered a worldwide public health problem, and affects a high number
of women of childbearing age. It is known that nutritional changes during pre-gestational,
gestational and lactation period results in long-term prognosis on the offspring. Thus, this
review aims at analyzing the influence of maternal high-fat diet (HFD) on the morphology of
the offspring adipocytes (visceral and subcutaneous white adipose tissue).

Methods: The search was conducted in Pubmed, EMBASE and Web of Science databases up
to August 2020. The outcomes were extracted and pooled as standardized mean difference with
random effect models.

Results: 4,649 articles were found in the databases. Of these, only 28 were selected to compose
this systematic review and 15 were included in the meta-analysis. A large discrepancy on the
percentage of fat that compose the high-fat diet (from 14% to 62%) was observed.
Conclusion: The chronic consumption of a maternal HFD influences the development of the
visceral white adipose tissue of their offspring related to adipocyte hypertrophy, regardless of
the HFD or control diet consumption. The offspring fed HFD at long-term presented
hyperplasia. Futhermore, the adipocyte hypertrophy in the different regions of the adipose

tissue is related to the sex of the pups.
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Introduction

Obesity has been considered a global public health problem for years, ! affects approximately
650 million adults worldwide, and is related to the appearance of other comorbidities, such as
cardiovascular, musculoskeletal diseases and cancer,> which produce a great social and
economic impact. **

By definition, obesity is the increase in white adipose tissue (WAT) and can alter the WAT
function, which predisposes individuals to present metabolic problems.> The WAT stores
triglycerides in a single lipid drop as energy, presents mechnical and thermal protection. It is
found in the visceral or subcutaneous regions® with cellular specificity in each region, is more
prone to hyperplasia (increase in the cell number) in the subcutaneous region and hypertrophy
(increase in the cell area/volume) in the visceral region.” Genetic factors associated with
environmental factors,® like lifestyle and high-fat diet consumption, especially in the current
Western food pattern, cause a larger adipose tissue.” An imbalance between caloric
consumption and energy expenditure has beeen verified, and the excess energy is processed and
stored in adipose tissue in the form of triglycerides by a process called lipogenesis.'°

WAT is the main energy storage tissue and considered as an endocrine organ. The fat
accumulation or expansion of this tissue is related to hyperplasia or hypertrophy of adipocytes.!!
Adipocyte hypertrophy causes a hypoperfused tissue with areas of microhypoxia and actives
the gene expression of inflammation markers.!%!3

In addition, obesity-induced metabolic disorders vary according to the individual gender and
hormonal regulation, which influence the body fat distribution.!* The increased prevalence of
obesity affects a high number of women of childbearing age and pregnant women.? Nutritional
changes in the pre-gestational, gestational and lactation periods interfere with fetal

programming, leading to health or diseases in these offspring at long-term,!® as evidenced by
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“Developmental Origin of Health and Disease (DOHaD)” theory. Clinical studies have showed
maternal obesity might increase a propensity of children with obesity in adulthood.!¢ Thus,
maternal obesity increases the storage capacity of triglycerides by adipocytes, especially in the
WAT of the offspring, leading to cellular hypertrophy.!” In order to improve understanding of
the maternal consumption of high-fat diet (HFD), obesity onset, WAT accumulation, fetal
programming, metabolic pathways, considering that fat deposits in murines and humans are
highly analogous (morphology and physiology)'® and analyzing the bias and ethical factors of
clinical studies, investigations in laboratory animals are necessary. Thus, this present systematic
review aims at analyzing the influence of the maternal hyperlipidic diet on the morphology
(area, diameter and number) of adipocytes in the visceral and subcutaneous white adipose tissue
of murine offspring and to evaluate the sex influence of these offspring on the analyzed

parameters.

Methods

A. Search strategy

This study followed the PRISMA guideline recommendations (Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses).!” The protocol for this systematic review was
previously registered on the PROSPERO platform (International Prospective Register of
Systematic Reviews) under protocol number CRD42020191457. The search strategy was
performed on August 18, 2020 in the databases Pubmed (Public/ Publisher MEDLINE),
EMBASE (Excerpta Medica Database) and Web of Science. The full search strategy used in
each database is in Appendix 1 as Supplementary Material.

English studies were used without restriction of year and entirely published in scientific journals

that went through the peer-review process. The articles were classified by two independent
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researchers (CS and GV) and the studies for each database were exported to the EndNote X9
database. Duplicates were identified and deleted. Subsequently, the studies were imported into
the Rayyan online program, in which the reviewers evaluated the titles and abstracts. Then,
potentially eligible articles were selected for full-text analysis. In the presence of discrepancies
between the reviewers, a discussion was held between CS and GV and, in case of a

disagreement, a third researcher (DCD) was appointed to help make the final decision.

B. Eligibility Criteria

Animals / Population

In vivo studies using mice and rats were included. However, articles that used in vitro tests,
human studies, animals that were not rodents, spontaneously obese or genetically modified
rodents were not included.

Intervention

The selected articles used offsprings from an inappropriate intrauterine environment due to
maternal consumption of a high-fat diet, in one or more associated periods (before pregnancy,
during pregnancy, during lactation and/or postnatal phase), as well as ingestion of HFD or
control diet by offspring. Articles published with methodologies that used diets with a high
content of sucrose or fructose, i.e., larger than the control diet, with lower fat content,
hypoproteins and/or with a decrease in any other nutrients were excluded. Research involving
paternal interventions was also excluded.

Comparison

The offspring of an unfavorable intrauterine environment with the aforementioned
interventions were compared with animals that came from an unchanged intrauterine
environment and received only a control diet (i.e., standard diet). Studies that did not present

with the group that fed a control diet were excluded.
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Outcomes

All articles published with data of morphometry (area and / or diameter) of adipocytes of the
visceral region (constituted by the perirenal, gonadal, perigonadal, mesenteric, retroperitoneal
and omental regions) and the subcutaneous region (subscapular or inguinal) of the white
adipose tissue of murines were included. The secondary outcome was dietary intake presented

in terms of the amount of feed and energy consumed.

C. Data extraction

The relevant information in the articles was extracted by two independent researchers (CS and
GV) and were cataloged in a standardized database in the Excel program (Microsoft Office®).
The following data were extracted from the selected articles for this review: authors; year;
macronutrient composition of the high-fat diet; source of fat from the high-fat diet;
macronutrient composition of the control diet; animals used; time of ingestion of the high fat
diet by the mother and offspring; sample size of all groups; number of study groups; sex of
descendants, mean and standard deviation (or standard error of the mean) of the outcomes of
interest assessed (region with the most altered adipocytes) and unit of measurement used

(micrometer or square micrometer, respectively, pm or pm?).

D. Bias Risk Assessment

The articles selected were assessed for the risk of bias by two investigators (CS and GV) using
the Systematic Review Center for Laboratory Animal Experimentation (SYRCLE) Risk of Bias
tool. The SYRCLE tool is composed of 10 items related to selection, performance, friction
detection, disclosure and other biases. For each assessment item, the risk was classified as high,
low or uncertain according to the information provided by the studies.?® In the case of

discrepancies between the researchers, a third researcher (DCD) was called in to resolve the
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conflict.

Statistical analysis

When two or more studies reported information on sample size, mean and standard deviation
(SD) or standard error of mean (SEM), they were included in the meta-analysis. Studies that
presented their results in a descriptive manner using another unit of measurement — other than
micrometers or micrometers squared - or without reporting the precise values of the sample size
were excluded from the meta-analysis. The results were analyzed according to the region of
collection and type of diet of the offspring. The outcomes analyzed in the same collection
regions as mesenteric, perirenal, perigonadal, retroperitoneal and omental adipose tissue were
grouped and termed as visceral region. The subscapular and inguinal regions were grouped and
named as the subcutaneous region. Since these are continuous data without standardization as
to the form of morphometric analysis of the studies, the standardized mean difference was
calculated using the random effects model together with the confidence interval. P <0.05 was
considered as a limit of statistical significance. The calculation of heterogeneity between the
studies was performed by 12, which is calculated by the sample size, the means, standard
deviations or standard errors of the mean to determine the heterogeneity between the studies
included in each outcome of the meta-analysis. I? cutoff values were considered to be <40%
low, 30-60% moderate, 50-90% substantial and >75% high.?! To assess heterogeneity between
studies, the P-value <0.10 was considered as statistically significant. For all statistical and

graphical tests, the Review Manager software (version 5.3) was used.

Results

Figure 1 illustrates the flowchart of sellected articles for systematic review. 4,649 articles were

initally found in the databases using the mentioned keywords. Of these, 939 were removed



97

because of the duplicate, reaching 3,710 articles to be evaluated by title followed by summary
analysis and 285 were selected to be read in full and to compose the systematic review. After
reading the full articles, 257 were excluded (113 due to type of publication, 34 for the
intervention performed, 1 for the comparison of the groups studied, 17 for the population
analyzed and 92 for not including the outcomes evaluated in this review). Thus, 28 articles 2>

5 23-27,29,31,32,39,40,43,45,46,48,49

4 were included in this review and, of these, 1 in the meta-analysis

(Figure 1).

Characteristics of included studies

61% of the studies were performed in mice and 39% in rats (Figure 2A). The main strains used
in the studies were: Wistar rats (7 studies)??232%-3031.38.39 'Qprague-Dawley (3 studies)**#>* and
Long-Evans (1 study)*’ and mice C57BL/6 (6 studies)?®2%3236:4546 C57BL (1 study)??,
C57BL/6J (8 studies)?*26:27:35:41.44:4849 " C57TBL/6N (2 studies) *+*7. The main lipid component
of the diets was lard mixed with vegetable soy oil (Figure 2B) to facilitate its handling. The
distribution of macronutrients in the high-fat diet, that is, the percentage of carbohydrates, lipids
and proteins that make up the diet, extensively varied in the amount of fat between the studies,
with a minimum of 14% % and a maximum of 62% “¥. There was also a variation in the period
of consumption of the high-fat diet by mothers, ranging from 20 days (mothers consumed HFD
only during the lactation period)?-*%* to approximately 160 days (HFD consumption is
extended around 112 days in the pre-pregnancy period, 20 days in the pregnancy and another
20 days in the lactation) (Figure 2C) 3!. Regarding the HFD consumption in the pre-pregnancy
period, there was a variation of 102’ to 112 days 3!. HFD consumption by offspring also ranged
from ( 22:23:25.28.29.31-37.40.45 14 270 days (Figure 2D)?’. Of the 28 studies included, 12 presented

the analysis of visceral and subcutaneous adipose tissue as an outcome 2226:3233:42.43.45.46.49

27-31,34,36,38-41,44,47,48

while 14 chose to analyze only visceral fat and 2 studies only subcutaneous
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adipose tissue 3>*7. (Table 1)

Main outcomes analysis

There was an increased area of adipocytes in the visceral adipose tissue of offspring who
consumed HFD from mothers also consumed HFD [SMD 2.77 (1.42 - 4.12; P <0.0001; 1> =
73%)] 2273948 The same was found in the offspring who consumed the control diet from
mothers who consumed HFD [SMD 0.75 (0.43 - 1.06; p <0.00001; I? = 0%)] 23:23-26.29,31,39,40,45,48
when compared to the control group (mothers who consumed the control diet). As for the
diameter of the adipocytes in the regions of the visceral adipose tissue, an increase was found
only in the groups whose mothers and offspring consumed HFD [SMD 2.52 (0.45 - 4.58; P =
0.02; I? = 81%)] 2*324, No significant difference was found in the diameter of the adipocytes
of offspring who consumed a control diet from mothers who consumed HFD [SMD 0.66 (-2.58
-3.90; P = 0.69; 1> = 93%)] **3%(Figure 3).

No difference was found in the area of adipocytes in the subcutaneous region of offspring who
consumed HFD from mothers who also consumed HFD [SMD 1.42 (-0.27 - 3.12; P = 0.10)]
(Supplementary Material - Appendix 2) 2°. The area of the adipocytes of the subcutaneous
adipose tissue of the offspring who consumed a control diet from mothers who consumed HFD
[SMD 0.25 (-0.32 - 0.83; P = 0.39; 1> = 2%)] ?>*>* did not differ from the diameter of the
adipocytes of the subcutaneous adipose tissue of offspring who consumed HFD from mothers
who also consumed HFD [SMD 0.87 (-7.84 - 9.58; p = 0.85; I> = 96%)] *>*° (Figure 3).

There was an increased number of adipocytes in the visceral region in offspring who consumed
HFD from mothers who also consumed HFD [SMD 1.04 (0.29-1.80; p = 0.007; I? = 14%)]
25324142 However, there was no difference in the offspring who consumed a control diet [SMD
0.13 (-0.35 - 0.62; p = 0.59; 12 = 35%)] 2>1:3241"43 from mothers who consumed HFD. In the

subcutaneous region, no significant differences were found in the number of adipocytes,
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regardless of whether the diet consumed by the offspring was HFD [SMD 0.02 (-0.67 - 0.72; p
=0.95; I = 0%)] 2>3242 or control [SMD 0.12 (-0.72 - 0.96; p = 0.79; 1> = 55%)] 2>324? (Figure
4).

When analyzing the results according to the sex of the pups, significant differences were found
in both; area [SMD 2.61 (1.47 - 6.91; p <0.00001; I> = 1%)] ?**”*8 and in the diameter [SMD
1, 36 (0.31 - 2.14; p = 0.01; I> = NA)] ** of the adipocytes in the visceral region of female
offspring who consumed HFD from mothers who also consumed this diet. The same was found
for male offspring who consumed HFD in relation to the area of adipocytes in the visceral
region [SMD 1.25 (0.19 - 2.32; p = 0.02; 12 = 24%)] 2°***8, However, there was no significant
difference in diameter [SMD 4.12 (-0.61 - 8.85; p = 0.09; 12 = 85%)] *>*° and number [SMD
0.68 (-0.23 - 1.58; p = 0.14; I> = 12%)] 3>** of these adipocytes. Male offspring who consumed
a control diet from mothers who consumed HFD showed a significant difference in the area of
adipocytes in the visceral region [SMD 0.59 (0.14 - 1.04; p = 0.01; I> = 0%)] 23:2531:39404548 T
the subcutaneous region, female offspring who consumed a control diet from mothers who
consumed HFD showed a significant difference in the area of adipocytes [SMD 4.21 (1.54 -
6.89; p = 0.002; I> = NA)] 2. In the adipocytes of male offspring who consumed HFD from
mothers with HFD, a significant difference was found only in the diameter [SMD 4.08 (2.37 -
5.79; p <0.00001; I> = 19%)] 3**° (Table 2).

Regarding the number of adipocytes, there was no significant difference in both sexes of
offspring who consumed a control diet (Table 2).

A significant difference was found in the energy consumption of offspring who consumed HFD
from mothers who also consumed HFD [SMD 1.61 (0.63 - 2.60; p = 0.001; I> = 75%)]
28,3244.4849 " which did not occur in the offspring who consumed the control diet [SMD -0.13 (-

0.69 - 0.44; p = 0.66; 12 = 64%)] 283236444548 The consumption of food consumed (in grams)

was also analyzed and no significant differences were found, regardless of whether the
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offspring's consumption was HFD [SMD 0.21 (-1.03 - 1.46; p = 0.74)] ?® or control diet [SMD

0.80 (-0.18- 1.78; p = 0.11; I = 72%)] 2347 (Figure 5).

Risk of bias

The analysis of the risk of bias was high in 16 studies in the item sequencing of the groups. As
for the item of basic characteristics of the experimental groups, the risk of bias was low in 19
studies. Considering the blinding of animal allocation, location of cages, blinding of animal
caretakers and randomization of results, the data provided by the studies were insufficient,
resulting in a risk of uncertain bias in all studies included. The blinding of the evaluator
regarding the results presented a low risk of bias in only three studies out of the 28 evaluated.
In the item “incomplete results”, only seven studies were at low risk of bias, the others did not
provide enough information. Regarding the study design, a low risk of bias was found for all
28 included studies and as for the other biases, 25 had a low risk of bias while six did not
provide enough information to analyze this item (Figure 6 and Supplementary Material -

Appendix 3).

Discussion

Main findings

In this present study, a disparity in the fat percentage that composes high-fat diet (HFD) varied
from 14% to 62%. Additionally, the day number and period (pregnancy, pregnancy and
lactation or lactation) of maternal HFD consumption differed among the studies. As an
outcome, the offspring from mothers who consumed HFD and were given a HFD or a control
diet showed hypertrophy of the adipocyte area of the visceral white adipose tissue (WAT).

Similarly, a greater diameter of these adipocytes when the offspring also consumed a HFD was
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verified. The offspring showed no difference in the area and diameter of adipocytes of the
subcutaneous WAT regardless of the type of diet consumed. Considering the number of
adipocytes, a hyperplasia was observed in the visceral region only in offspring given a HFD. In
the subcutaneous region, no cellular hyperplasia, regardless of the HFD or control consumption
by pups, was observed.

HFD consumption caused hypertrophy (greater area or diameter) of adipocytes in the visceral
region in both sexes of the offspring; however, HFD caused no cellular hyperplasia. For
offspring who consumed a control diet, the hypertrophy of adipocytes was observed in the
visceral region of male pups and in the subcutaneous region of female pups.

In addition, the pups fed with HFD had a higher caloric intake, but the amount of feed consumed
was not changed. For the analysis of the risks of bias in the studies of this review, in six items
out of the 10 existing, the information contained in the studies was insufficient to classify the
bias. In 11 of the 28 studies, the risk of bias about group randomization was high. The study
design had a low risk of bias in all studies included in this review, as well as other biases, in
which 27 studies had a low risk of bias.

Implications

Adipocytes are important cells for metabolism homeostasis due to their ability to store energy
in the form of triglycerides.’! Thus, changes in adipose tissue lead to several pathological
effects, such as insulin resistance and high levels of free circulating fatty acids, which induces
a chronic inflammatory condition by the synthesis and secretion of proinflammatory
adipokines, including leptin through abnormal metabolic homeostasis.>?

As the body needs to store triglycerides, the hypertrophy process is stimulated even in the
subcutaneous adipose tissue.?? In addition; the maternal HFD consumption stimulates the
enzymes (lipoprotein lipases) that activate the lipogenesis process in the offspring, which

induces the process of adipocyte hypertrophy and reduces the activating factors of adipogenesis.
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This declines the process of cell differentiation of adipocytes and prevents the adipocyte
hyperplasia.>

During the perinatal period, the maternal nutritional imbalance is an important factor in the
programming of the obesity development and other comorbidities of adult offspring ** due to
the existence of a critical window of fetal programming.>® This is explained due to different
moments of exposure to an obesogenic environment can change the phenotype of the offspring
related to cell or tissue alterations, depending on the organs that are developing at the time of
the dietary intervention.>® Maternal insults, like HFD consumption,*? during adipose tissue fetal
development will determine the vulnerability window to possible future environmental
aggressions. In rodents, adipogenesis (transformation of pre-adipocytes into mature adipocytes)
is actived during the perinatal period, especially in the last week of pregnancy and is accelerated
from the beginning of postnatal life until weaning.’’ In humans, this process occurs before
birth.>® Nutritional changes in mothers during lactation and in their offspring effect the
adiposity in the adult offspring,® which is related to the WAT greater sensitivity in the lactation
period. In humans, the proportion of the WAT doubles from 10% (at birth) to 20% (around six
weeks of life),*” being even more prominent in rodents, which have insignificant fat deposits at
birth.

Moreover, the time of development, the characteristics of the type of adipose tissue are relevant
due to their susceptibility to metabolic diseases. Subcutaneous adipocytes are associated with
protective metabolic effects.!® On the other hand, visceral deposit, such as gonadal, perirenal,
retroperitoneal, mesenteric, omental and pericardial fats in rodents, are commonly associated
with metabolic disorders, like Type 2 Diabetes mellitus.®' This functional difference can be
explained by the distinct ability of adipogenesis and replication of pre-adipocytes,’ as mature
but not hypertrophied adipocytes, synthesize and secrete anti-inflammatory adipokines, while

hypertrophied adipocytes secrete large amounts of proinflammatory cytokines.®? In
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physiological conditions, there must be a balance between adipocyte hyperplasia and
hypertrophy. When a mother consumes HFD, the adipocyte hyperplasia of the offspring occurs
and stimulates the lipogenesis signaling cascade, thus stimulating adipocyte hypertrophy.®3
However, in the case of hypertrophic obesity, there is infiltration of macrophages, which
impairs the adipogenesis process.%

In this review, the offspring from mothers who consumed HFD showed hypertrophy of
adipocytes in visceral WAT, making them more susceptible to the comorbidities. Regarding
the sex of the offspring, the difference in adipocyte hypertrophy in the regions of the WAT is
related to alpha and beta estrogen receptors of the adipose cells of the female offspring, which
have metabolic anti-lipogenic effects and promote a reduction in body weight.®> However,
maternal HFD consumption may reduce these receptors in the visceral and subcutaneous
adipose tissues of female offspring, stimulating lipogenesis and body weight gain.

The adipose tissue physiology in the subcutaneous region is more prone to developing
hyperplasia due to the prevalence of factors related to the adipogenesis process, while in the
visceral region is more prone to the cellular hypertrophy.®® This explains our review related to
the hypertrophy in the adipocyte visceral regions, confirmed by the expansion of area and
diameter of these adipocytes of offspring from mothers who consumed DHL. However, there
was no hypertrophy in the adipocytes of the subcutaneous regions of these pups. Therefore, we
conclude that adipose tissue is not a homogeneous organ, being composed of effectively distinct
cell subtypes.'® The essential mechanisms, combined with local variation in cell composition,
are probably responsible for regional differences in the size and function of adipose tissue.
Strengths and limitations

One of the causal factors of visceral adipocyte hypertrophy is the chronic consumption of HFD,
however this review showed no standard for a diet to be considered hyperlipidic. We found a

high variation for fat (from 14% to 62%) in the composition of the high fat diet, which is
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considered a limiting factor. For humans, the maximum value for macronutrient consumption
varies according to the guideline for the recommendation of maximum daily lipid consumption.
According to the Recommended Dietary Allowances, the maximum consumption value is 30%
of the total daily caloric intake.%” Therefore; it would be interesting to establish a standard to be
followed in relation to the type of food intervention, aiming to mimic the amount of fat
consumed in human diets, especially from West.

When analyzing the risks of bias, there is not enough information about the conduct of the
experiments, blindness of the researchers, how the randomization of the studied groups was
carried out and other details that interfere in the replication of the study and in the reliability of
the results. Besides, the form of presentation of the results, with different units of measurement
is relevant because shows a disadvantage for the accomplishment of the meta-analysis.

The consumption of Western diet (high in fat and calories) is high, and then to transpose
experimental animal research into clinical practice to understand the influence of
transgenerational obesity on the adipocyte physiology of offspring exposed to an inappropriate
intrauterine environment is imperative. This might prevent future comorbidities related to fatty

tissue changes of these individuals for a better quality of life moving forward.

Conclusion

Thus, the maternal chronic consumption of high-fat diet influences development of the visceral
white adipose tissue (morphology, area, diameter and number of adipocytes) of their offspring,
especially when the pups maintain the high-fat diet consumption in postnatal life. However,
with the consumption of a control diet by the offspring, a difference between adipocyte
hypertrophy in relation to the region of adipose tissue and the sex of the offspring, occurring
hypertrophy in the visceral region of males and in the subcutaneous region of females, was

observed.
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fat diet; C- Period of consumption of the high-fat diet by mothers (pre-pregnancy; pre-
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and lactation); D- Time of consumption of the high-fat diet by the descendants in the studies
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Author/year Animal Animal Lipid  Composition Composition DHL DHL Sex Outcome
(Reference number/gro  Source DHL Diet Pattern  consumption consumption
No.) up time Mothers time
(in days) descendants (in
days)
Almeida Wistar  Control = 15 lard + 17.3% PTN 22.6% PTN 56 pre- 0 M+F M+F
MM, 2017 soy oil 26.6% LP 9.4% LP pregnancy + Subcutaneous
(22) DHL =15 54.1% CHO 68% CHO pregnancy + (T diameter)
lactation M +F
+ Visceral
(T diameter)
Almeida Wistar  Control = 15 lard + 28.6% LP 9% LP 56 pre- 0 M+F Males
MM, 2020 soy oil pregnancy + Subcutaneous
(23) DHL =15 pregnancy + (4 area)
lactation + Visceral
(= area)
Females
Subcutaneous
(T area)
+ Visceral
(T area)
Bibi S, 2017 C57BL/  Control =9 NR 60% LP 10% LP pregnancy + 91 F Subcutaneous
(24) 6J lactation + Visceral
DHL =9 (Tdiameter)
Butruille L,  Wistar 12 days of lard + 20% PTN 20% PTN lactation 0 M+F 12 days of life
2019 life (Control  soy oil 60% LP 10% LP 90 M Subcutaneous
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(= number)

6 months
Subcutaneous
(T area)
(= number)
+ Visceral
(T area)
(T number)

Subcutaneous
(= area)
+ Visceral
(T area)
Visceral

(T area)

Visceral
(Tdiameter)

Visceral

(T area)



Kruse M,
2013
(30)

Lecoutre S,
2016

€1y

Liang X,
2016
(32)

Liang X,
2016
(33)

Litzenburger
T, 2020
(34)

LiuF, 2018
(35)

Wistar

Wistar

C57BL/
6

C57/BL

C57BL/

6N

C57BL/
6J

Control =3

DHL =3

Control =6

DHL =6

Control =6

DHL =6

Control = §

DHL =6

Control =4

DHL =4

Control = §

lard

lard +
soy oil

lard +
soy oil

lard +
soy oil

acid.
linolenic

NR

20% PTN
35.5% PL
36.3% CHO

20% PTN
60% LP
20% CHO

20% PTN
45% LP
35% CHO

20% PTN
60% LP
20%CHO

19% PTN
34% LP
47% CHO

26% LP

20% PTN
9% LP
53% CHO

20% PTN
10% LP
70% CHO

20% PTN
10% LP
70% CHO

10% LP

27% PTN
16% LP
57% CHO

9% LP

15 pre-
pregnancy +
pregnancy +

lactation

112 pre-
pregnancy +
pregnancy +

lactation

56 pre-
pregnancy +
pregnancy +

lactation

lactation

56 pre-
pregnancy +
pregnancy +

lactation

98 pre-
pregnancy +

133

M+F

M+F

NR

117

Visceral

(T area)

Males
Visceral
(T area)

(T number)

Females

Visceral

(= area)
(= number)

Subcutaneous
(T area)
(=number)
+ Visceral
(T area)

(=number)

Subcutaneous
(T area)
+ Visceral

(T area)

M+F
Visceral
(Tdiameter)

Subcutaneous

(T area)



Magliano
CD, 2013
(36)

Murabayashi

N, 2013
(37)

Parente LB,

2008
(38)

Santos LS,
2020
(39)

Segovia SA,

2018
(40)

Sellayah D,

2019
(41)

Snajder D,
2019
(42)

C57BL/

6

C57BL/

6N

Wistar

Wistar

Spragu
e_
Dawley

C57BL/
6J

Spragu
e_
Dawley

DHL =8

Control = 10

DHL =10

NR

NR

Control= 12
DHL/Control

=11

DHL/DHL=

12
Control=7

DHL =7

Control =5

DHL =5

Control =6

DHL =6

lard +
soy oil

NR

Soy oil

NR

NR

NR

palm oil

19% PTN
49% LP
32% CHO

20% PTN
60%LP
20%CHO
20% PTN
49% LP
20% CHO

17% PTN
23% LP
46% CHO

45% LP

20% PTN
45% LP
35% CHO

27.2% PTN
28% LP
30% CHO

14% PTN
10% LP
75% CHO

20% PTN
10% LP
70% CHO
20% PTN
7% LP
62% CHO

22% PTN
4% LP
57% CHO

10% LP

17.5% PTN
7.4% LP
75% CHO

21.7% PTN
0.4% LP

66.5% CHO

pregnancy +
lactation
56 pre-
pregnancy +
pregnancy +
lactation
30 pre-
pregnancy

pregnancy + %2
lactation

pregnancy +
lactation

21 pre-
pregnancy +
pregnancy +

lactation

42 pre-
pregnancy +
pregnancy +

lactation

42 pre-
pregnancy +
pregnancy +

lactation

180

120

182

133

M+F

118

Visceral
(Tdiameter)

Subcutaneous
(Tdiameter)

Visceral

(T area)

Visceral

(T area)

Visceral
(= area)

Visceral
(T area)
(T number)

Subcutaneous
(T area)

(= number)

+ Visceral

(T area)



Tsai T, 2020
(43)

Tsuduki T,
2013
(44)
Umekawa T,
2015
(45)

Volpato AM,
2012
(46)

White CL,
2009
(47)

Yokomizo H,
2014
(48)

ZouT, 2017
(49)

Spragu
e_
Dawley

C57BL/
6J

C57BL/
6

C57BL/
6

Long-
evans

C57BL/
6J

C57BL/
6J

Control = 14

DHL =13

Control = 12

DHL =12
Control =5

DHL =6

Control =6

DHL =6

Control =5

DHL =5

Control =3

DHL =3
Control = §

DHL =8

soy oil +
coconut
oil

lard

lard +
soy oil

lard

lard +
soy oil

lard +
soy oil

lard +
soy oil

17% PTN
58% LP
25% CHO

24% PTN
14% LP
62% CHO
20% PTN
45% LP
35% CHO

19% PTN
49% LP
32% CHO

20% PTN
60% LP
20% CHO

18.2% PTN
62.2% LP
19.6% CHO
20% PTN
45% LP
35% CHO

NR

25% PTN
5% LP
70% CHO
20% PTN
10% LP
70% CHO

19% PTN
17% LP
64% CHO

20% PTN
10% LP
70% CHO

18.2% PTN
11.5% LP

70.3% CHO

20% PTN
10% LP
70% CHO

56 pre-
pregnancy +
pregnancy +

lactation

lactation

42 pre-
pregnancy +
pregnancy

pregnancy +
lactation

30 pre-
pregnancy +
pregnancy +

lactation
pregnancy +
lactation

pregnancy +
lactation

56

30

63

84

98

71

119

(= number)

M Subcutaneous
(= area)
+ Visceral
(= area)

M Visceral
(T area)

M Subcutaneous
(= area)

+ Visceral

(T area)

M Subcutaneous
+ Visceral

(T area)

M Visceral
(T area)

(= number)

Visceral

(T area)

M+F
M Subcutaneous
(T area)

+ Visceral

(T area)




120

DHL: Hyperlipidic Diet. NR: Not reported. PTN: Protein. LP: Lipids. CHO: Carbohydrates. M: Males. F: Females.
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1. Area of visceral adipose tissue of offspring who consumed DHL, whose mothers consumed
DHL

HFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Bibl, 2017 28.26 5.84 -] 15.54 48 8 24.6N 2.24 [1.00, 3.48] —
Burryllie, 2018 9,690 1,660 4 7,590 1,360 0 Not estimable
Chang, 2019 468231 1,173.32 16 1,482.57 583.87 8 2478 3.02 [1.76, 4.28] ——
Ding, 2013 6,409.64 983.86 4 11,3494 B10.28 4 95N 4.82 [1.26, B.58]
Sarmms, 2020 2,747.75 40551 12 2,108.11 717.78 12 27.8% 1.06 10.19, 1.92] ——
Yokomizo, 2014 6,353.39 878.78 6 1,452.43 B0B.82 € 131N 5.36 [2.51, B.21] -
Total (95% CI) 51 39 100.0% 2.77 11.42,4.12) -
Heterogenelty: Tau® = 1.52; ChP = 14,94, df = 4 (P = 0.005); F = 73% %o % : + &
Test for overall effect: Z = 4.01 (P < 0.0001} Control HFD

2. Area of visceral adipose tissue of offspring who consumed control diet, whose mothers
consumed DHL

HFD Control Std. Mean DIfference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD_Total Mean SD Total Welght IV, Random, 95% CI 1V, Random, 95% CI
Almeida, 2020 5.795.05 91588 10 546996 101055 10 12.7% 0.32[-0.56 1.21] T
Bytrullle, 2018 - 12 days 1,040 260 L] 770 170 6 63% 1.13[-0.13,239] —
Bytrullle, 2018 - & months 7,840 1,300 4 7,590 1,360 4 5% 0.16[-1.23,1.55) T
Chang, 2018 1,610.99 64715 16 148257 583.87 8 13.5%  0.41[-0.45,1.27] ™
Joo, 2016 - 112 days 4,188.7 2244 5 34615 1823 4 1.6% 3.10 [0.78, 5.42]
Juo, 2016 - 28 days 26603 3205 5 2,147.4 2564 4 36N 1.55[-0.08,3.17] -
Jao, 2016 - 56 days 3,215.2 4123 5 2,572.1 3125 4 38X 153[-0.09,3.15] —
Jlao, 2016 - B84 days 41346 705.1 5 3.205.1 5449 4 42X 1.29[-0.25, 2.82] —
Lecoutre, 2016 7.917.77 1,363.91 12 65,962.75 1,44051 12 146X 0.64 [-0.19, 1.46] ™
Samos, 2020 2,297.3 47805 11 210811 71779 12 147%  0.30 [-0.53,1.12) T
Segovia, 2018 8.097.01 14808 7 7.0B9.55 B8B.A4D 7 B2X 077[0.33,187] IR
Umekana, 2015 5,650 1,440 8 4450 800 5 60X 096033, 225 —
Yokomtro, 2014 2,904.85 §20.48 6 145243 808.82 6 5.2% 1.65 10.26, 3.03] I
Total (95% CI) 98 86 100.0% 0.75 [0.43, 1.06) 4
Heterogenalty: Tauw® = 0,00; Chi* = 11,72, df = 12 (P = 0.47); F = ON -'10 _’5 ) 3 16
Test for overall effect: Z = 4.64 (P < 0.00001)} Control HFD

3. Area of subcutaneous adipose tissue of offspring who consumed control diet, whose
mothers consumed DHL

HFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Almekla, 2020 4,438.16 413.95 10 4,183.74 1,6832.62 10 408% 0.20 H0.67, 1.08] ™
Butrullle, 2018 - 12 days. 4,150 850 & 2,620 1450 € 200% 113 [H0.08, 2.46] .
Butrullle, 2019 - & months 8,280 1,620 4 8,860 960 4 163X -0.37[-1.78,1.04] "
Ume kawa, 2015 3,530 480 L] 3.550 490 5 228% -0.041.22,1.15] -
Total (95% CI) 25 100.0% 0.25 [-0.32, 0.83] »
Heterogenelty: 1au* = 0.01; Chi = 3.08, df = 3 (P = 0 38); P = 2% -'&o t b ; 10
Test for overall effect Z = 0.86 (P = 0.39) Control HFD

4. Diameter of visceral adipose tissue of offspring who consumed DHL, whose mothers
consumed DHL

HFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI 1V, Random, 95% CI
BIbl, 2017 50.57 12.51 9 3291 2118 9 413X 0.97 [-0.02,1.96) -
Liang, 2016 9046 44 6 6211 3.15 6 196X 6.64[3.31, 10.36]
Zou, 2017 26.81 3.53 B 19.87 3.08 B 39.0% 1.98 [0.72, 3.24) —-—
Total (95% CI) 23 23 100.0% 2.52 [0.45, 4.58] -
Heterogenehty: Tau’ = 2,44; Chtt = 10,40, df = 2 (P = 0.008); ¥ = BIN _1‘0 = 5 'li)
Test for overall effect: Z = 2.38 (P = 0.02) Control HFD

5. Diameter of visceral adipose tissue of offspring who consumed control diet, whose mothers
consumed DHL

HFD ’ Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference

Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% C| 1V, Random, 95% CI

Liang, 2016 56.7 6.31 & 62,11 3.15 & 45.9% -1.00[-2.23,0.23]

Magllano, 2013 388 3.7 10 313 25 10 50.1% 2.31[1.12, 3.49) ——

Total (95% CI) 16 16 100.0% 0.66 [-2.58, 3.90]

Hetzrogenelty: Taw = 5.09; ChP = 14.37, df = 1 (P = 0.0002); P = 93% -iIO _;5 ) 5 1'0
Test for gverall effect: Z = 0.40 (P = 0.68)

Control HFD



6. Diameter of subcutaneous adipose tissue of offspring who consumed DHL

HFD 'Conlrol Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI|
Lang, 2016 66.61 &.31 6 39.43 1.88 & 45.1x 5.39 [2.53, B.25]
Zou, 2017 17.97 2.34 B 28.2 3.13 B 50.9% -3.50[-5.21,-1.79]
Total (95% CI) 14 14 100.0% 0.87 [-7.84, 9.58]

Heterogenehty: Taw® = 38.06; ChP = 27.31, df = 1 (P < 0.00001); F = 96X
Test for overall effect: Z = 0.20 (P = 0.85)

-5
Control HFD
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Figure 3. Forest plot of the meta-analysis of the main outcomes. 95% CI, 95% confidence

interval; IV, inverse of the variance; DHL, hyperlipidic diet.
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1. Number of adipocytes from the visceral adipose tissue of offspring who consumed DHL,
whose mothers consumed DHL

MFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SO Total Mean SD Total Weight 1v, dom, 95% C1 v, d 95% CI
Butrullle, 2019 46,100,000 13,800,000 4 28,000,000 10,600,000 4 1888 1.28[-0.36, 2.92]
Laang, 2016 14,300,000 3,184,337 [ 11,200,000 1,224,745 6 2528 119[-0.08, 2.46] | Bl
Sellayah, 2019 37,471,783,000 9,085,602,587 4 21670429000 2,523,778,3722 5 178 2.14 [0.41, 3.87] —
Snayder, 2019 27,600 3,300 [ 26,100 3,500 6 3a9% 0.26[-0.88, 1.39) .
Total (95% C1) 21 21 1000% 1.04 [0.29, 1.50) -
Heterogenety: Tau’ = 0.09; Che = 3.50, dF = 3 (P = 0.32); ' = 14X R — 4
Test for overall effect: £ = 2.71 (7 = 0.007) Control HED

2. Number of adipocytes from the visceral adipose tissue of offspring who consumed control
diet, whose mothers consumed DHL

HFD Control St Mean Difference Stdl, Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD_Tetl Mean SD Total Weight IV, Randam, 95% CI IV, Random, 95% C1
Butrulie, 2018 ~ 12 days 1,610,000 340,000 § 1,500,000 340,000 6 122% 0.03[-1.10,1.1§]
Butrulle, 2019 - 6 months 35,500,000 13,800,000 4 28,000,000 10,600,000 4 B 0.53[-0.90,1.9) -
Lecoutre, 2016 268,275,000 8212548 12 25,765,000 2,376,93 12 161X 040 [-041,1.21] -T—
Ilang, 2016 - 21 days 5,820,000 636,867 6 4,360,000 881,816 6 B5x 1.87 A2, 3.33] —_—
Uang. 2016 - 3 morgts 11,300,000 6,858,571 6 11,200,000 1,223,745 & 122% 0.02(-1.11,1.15|
Selbyah, 2018 20,767,494,000 6,561,824,214 Y 21,670429,000 523,778,372 5 10.7% -0.16[-1.41,1.08] -t
Srajder, 2018 20,000 4,000 6 26,100 5,500 6 104% -1.17 [-244,0.10] e
Tsl 2020 155.02 304 13 150.85 894 14 193X  -0.05 [-0.81,0.70] e
Total 195% C1) S8 59 100.0% 0.15 [-0.55, 082) -
Hetercgenety: Tay® = 0,17; O = 10,80, df = 7 (P = 0.15k F = 35% _“ & i %
Tewr for el efeqr: Z = .54 (P = 0.58) Cartrol HFD

3. Number of adipocytes from the subcutaneous adipose tissue of offspring who consumed
control diet, whose mothers consumed DHL

HFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Sub: P Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, d 95% Cl 1V, Rand 95% CI
Butrullic, 2019 - 12 days 4,880,000 1,360,000 6 5,470,000 1,640,000 6 2188 -0.29([-1.43,0.85) —_—
Butrullie, 2018 ~ 6 months 17,700,000 13,800,000 4 15,480,000 3,300,000 4 18.28  0.18 [-1.20, 1.58] ™
Uang, 2016 - 21 days 5,870,000 465,403 6 4,300,000 1,200,250 & 184N 1.59 [0.22, 2.86] .
Uang, 2016 - 3 months 23,300,000 4,409,082 6 21,500,000 4,654,031 & 21.7%  0.37 [-0.78,1.51) R
Snajder, 2018 28,200 6,600 L3 34,400 2,500 & 200% -1.15(-2.41,012) e
Total (95% CI) 28 28 100.0% 0.12 [-0.72, 0.96] -
Heterogenetty: Taw = 0.51; ChE = 8,95, df = 4 (7 = 0.06); F = 55% & . 0 P
Test for overall effect: Z = 0.27 (P = 0.78) Control HFD

4. Number of adipocytes from subcutaneous adipose tissue of offspring who consumed DHL,
whose mothers consumed DHL

HFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference

Study or Subgroup Mean SO Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% C|

Butrullie, 2018 14,270,000 3,540,000 4 15,480,000 3,300,000 4 24.9% -0.31[-1.71,1.08] I

Liang, 2016 21,300,000 11,267,653 & 21,500,000 4,654,031 & 37.9% -0.02[-1.15, 1.11] —

Snajder, 2019 36,000 6,700 [ 34,400 2,500 & 37.3%  0.20 [-0.85, 1.43] o

Total (95% CI) 16 16 100.0% 0.02 [-0.67, 0.72] *

Heterogenehty: Tav* = 0.00; ChE = 0.44, df = 2 (P = 0.B0); P = ON & 2 '} i P
Test for overall effect: Z = 0.07 (P = 0.95) Comrol HFD

Figure 4. Forest plot of the meta-analysis of the main outcomes. 95% CI, 95% confidence
interval; IV, inverse of the variance; DHL, hyperlipidic diet.



VISCERAL
DIAMETER
AREA
NUMBER
DHL/DHL
SUBCUTANEOUS
DIAMETER
AREA
NUMBER

VISCERAL
DIAMETER
AREA
NUMBER
DHL/C
SUBCUTANEOUS
DIAMETER
AREA
NUMBER

MALES FEMALES
Standardized Standardized
Mean difference P I2 Mean difference P 12
(95% CI) (95% CI)
4.12(-0.61-8.85) 0.09 85% 1.36 (0.31-2.41) 0.01 NA
1.25(0.19-2.32) 0.02 24% 2.61(1.47-6.91) <0.00001 1%
0.68(-0.23-1.58) 0,14 12%
4.08(2.37-5.79) P<0.00001 19%
1.42(-0.27-3.12) 0.10 NA
0.13(-0.67-0.94) 0.74 0%
0.65(-2.62-3.91) 0.7 93%
0.59(0.14-1.04) 0.01 0% 0.65(-0.14-2.77) 0.11 0%
0.42(-0.59-1.42) 0.42 73% -0.67(-1.85-0.51) 0.27 NA
0.08(-1.05-1.21) 0.89 NA
-0.79(-2.10-0.51) 0.23 58% 4.21(1.54-6.89) 0.002 NA
0.25(-1.23-1.74) 0.74 76%
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Table 2. Summary of the results of the meta-analysis of the morphological outcomes (diameter, area and number) of visceral and subcutaneous
white adipose tissue of mice exposed to a high-fat diet or a control diet.
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1. Feed consumption of offspring who consumed DHL, whose mothers consumed DHL

HFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI 1V, Random, 95% CI
Gregorio, 2013 17.89 0.84 5 17.7 0.78 5 100.0%  0.21 [-1.03, 1.456]
Total (95% CI) 5 5 100.0% 0.21 [-1.03, 1.46]
Heterogenelty: Not applicable =" _'2 i 7
Test for overall effect Z = 0.33 (P = 0.74) Control HFD

2. Feed consumption of offspring who consumed control diet, whose mothers consumed DHL

'HFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup  Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Gregorlo, 2013 17.897 1.28 15 172.7 0.78 5 31.3% 0.22 [-0.80, 1.23] R
Magliano, 2013 3 0.256 10 2.47 0.252 10 29.2% 2.00 [0.88, 3.11) —
White, 2008 22.31 4.42 20 2091 268 20 39.5% 0.38 [-0.25, 1.00] b
Total (95% CI) 45 35 100.0% 0.80 [-0.18, 1.78] e
Heterogenehty: Tay* = 0.53; Ch* = 7.04, df = 2 (P = 0.03); ¥ = 72X X 5 3 i
Test for overall effect Z = 1.60 (P = 0.11) Control HFD

3. Energy consumption of offspring who consumed control diet, whose mothers consumed
DHL

HFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight |V, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Gregorio, 2013 386 §2.61 15 419.15 B0.45 5 121% -0.33 [-1.35, 0.69] —
Uang, 2016 102.16 6.07 6 10835 8.11 6 10.6% -0.74 [-1.93,0.45]
Maglano, 2013 10.71 0.904 10 B5.83 0.844 10 11.1% 2.06[0.93, 3.19]
Tsudukl, 2013 116 065 12 116 103 12 143%  0.00 [-0.80, 0.80] —_/
Umekawa, 2015 2,858 78 6 2989 107 5 9.1% -140[-2.78, -0.01] -

Yokomtro, 2014 — 14 weeks 865 278 12 945 222 12 14.2% -0.31[-1.11,0.50] — T
Yokomizo, 2014 - 20 weeks 0.45 7.65 12 9.7 684 12 143% -0.03[-0.83,0.77]

Yokomizo, 2014 =  weeks 83 117 12 885 17 12 14.2% -0.43 [-1.24,0.38] -

Total (95% CI) 85 74 100.0% -0.13 [-0.69, 0.44)

Heterogenelty: Tau* = 0.42; ChP* = 19.65, df = 7 (P = 0.006); P = 64% X & Fy
Test for overall effect Z = 0.43 (P = 0.66) Control HFD

4. Energy consumption of offspring who consumed DHL

HFD Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Gregorio, 2013 B04.18 57.1 5 415.15 B0.4AS 5 7.3% 4.99 [1.82, B.05]
Uang, 2016 165.94 13.64 6 108.35 9.11 & 96X 4.58 [2.08, 7.09]
Tsudukl, 2013 122 065 12 116 103 12 21.5% 0.66[-0.17,1.49] =
Yokomizo, 2014 ~ 14 weeks 28 13.84 12 942 222 12 20.3% 1.80 [0.82, 2.77] .
Yokomtro, 2014 - 20 weeks 224 1212 12 9.7 684 12 210X 1.25 [0.36, 2.13] ——
Zou, 2017 480.77 25.39 B 4B4.78 33.85 B 20.2% 0.19[-0.78,1.17] o
Total (95% CI) 55 55 100.0% 1.61 [0.63, 2.60] <D
Heterogenelty: Tau® = 1,00; Chi* = 19.86, df = 5 (P = 0.001); P = 75% _'4 = é 4
Test for overall effect: Z = 3.21 (P = 0.001) Control HFD

Figure 5. Forest plot of the meta-analysis of the main outcomes. Food consumption in feed and
Energy. 95% CI, 95% confidence interval; IV, inverse of the variance; DHL, hyperlipidic diet.



126

Appendix




127

Appendix 1. Pubmed search strategy at 18/08/2020

(rat OR rats OR rattus OR (rattus norvegicus) OR mice* OR mouse OR rodent* OR Mus OR
(mus musculus) OR (mice, house) OR (house mice) OR (mouse, house) OR (house mouse) OR
(mus domesticus) OR (mus musculus domesticus) OR (domesticus, mus musculus) OR (mice,
laboratory) OR (laboratory mice) OR (mouse, laboratory) OR (laboratory mouse) OR (mouse,
swiss) OR (swiss mouse) OR (swiss mice) OR (mice, swiss)) AND ((high fat) OR (high-fat)
OR (high-fat diet*) OR (high fat diet*) OR (dietary fat) OR (high-fat feed*) OR (high fat feed*)
OR (high-fat fed) OR (high fat fed) OR (lard-fed, fat-rich) OR (diet-induced obesity) OR (lipid
diet)) AND ((maternal obesity) OR maternal OR mother OR dam OR dams OR perinatal OR
prenatal* OR pre-natal* OR gestat* OR prepregn®* OR pre-pregn®* OR pregestat®* OR pre-
gestat®* OR pregravid* OR pre-gravid* OR gravid* OR mating OR preconcept* OR pre-
concept® OR conception OR fetal* OR fetus OR pups OR pregnan* OR (expos* in utero) OR
(intrauterine expos*) OR (intra-uterine expos*) OR (prenatal exposure delayed effects) OR
offspring® OR progeny OR lactation OR litter) AND (leptin OR adipocyte OR adipokines OR
adipogenesis OR adiponectin OR TNFa OR TNFalpha OR (tumor necrosis factor-alpha) OR
IL-6 OR (interleukin 6) OR interleukin OR (adipose tissue) OR (Brown adipose tissue) OR
BAT OR (brown fat) OR (white adipose tissue) OR WAT OR (white fat))

Appendix 2. Forest plot of the meta-analysis of the adipocyte area of white adipose tissue in
the subcutaneous region of offspring who consumed DHL from mothers who consumed DHL

HFD ’ Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Butrullle, 2018 11,960 2,500 4 B,B&0 960 4 100.0% 1.42[-0.27,3.12] Hl—
Total (95% CI) 4 4 100.0% 1.42 [-0.27, 3.12] -
Heterogeneity: Not applicable _1'0 -‘5 1%0

Test for overall effect: Z = 1.64 (P = 0.10)} Comrol. HFD



Figure 5. Risk of bias in the studies included for the systematic review.
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