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IMPACTO ESPERADO DA TESE

Filhas de ratas com diabete e que consomem dieta rica em gordura, desde 0
desmame até a vida adulta, apresentam um quadro de resisténcia a insulina, estresse
oxidativo, inflamacéo e hiperlipidemia exacerbada, que contribui para disfuncéo
autofagica e esteatose no figado. Isso ressalta a importancia da mudanca do mau

habito de vida ocidentalizado pelas mulheres, especialmente em idade reprodutiva.

EXPECTED IMPACT OF THESIS

Female pups of rats with diabetes who consume a high-fat diet, from
weaning until adulthood, present insulin resistance, oxidative stress, inflammation
and exacerbated hyperlipidemia, which contribute to autophagic dysfunction and
steatosis in the liver. This highlights the importance of changing the bad Western

lifestyle habits of women, especially in the reproductive age.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

Ao longo da historia da Medicina, evidéncias experimentais mostram que
diversos fatores ambientais podem atuar no inicio da vida e influenciar a saide na
fase adulta (Rosenfeld, 2015). Esses indicativos tornam-se mais conhecidos pela
teoria das doencas adultas de origem fetal (FOAD - fetal origins of adult disease),
proposta por Barker, que se baseia na premissa da plasticidade do desenvolvimento.
As modificacdes ambientais no inicio da vida podem produzir diferentes fenotipos
e moldar/alterar a predisposi¢do a doencas tardiamente (Barker, 2007; Calkins e
Devaskar, 2011). O conceito da teoria de Barker foi expandido para Developmental
Origins of Health and Disease (DOHaD), pois néo se restringe apenas ao periodo
fetal e ao aparecimento de doencas, mas compreende também o estado da saude e
abrange outros periodos vulneraveis, como a concepcdo, periodo embriofetal,
periodo de amamentacdo e primeira infancia do individuo (Uauy et al., 2011;
Fleming et al., 2018; Penkler et al., 2019). Estudos epidemioldgicos (Gluckman et
al., 2007; Tam et al., 2017) e experimentais (Tsoulis et al., 2016; Paula et al., 2022;
Sinzato et al., 2022) demonstram que o diabete materno pode causar um ambiente
intrauterino desfavoravel e alterar a programacéo dos descendentes, aumentando o
risco para o desenvolvimento de diabete, obesidade e resisténcia a insulina em
outras geracoes.

Diabetes mellitus (DM) descreve um grupo de distarbios metabdlicos
caracterizados e identificados pela presenca de hiperglicemia (World Health
Organization - WHO, 2019). Em 2021, 537 milhdes de pessoas tinham diabete e
esse numero deve chegar a 783 milhdes até 2045. Os gastos diretos com a saude ja
estdo perto de um trilhdo de dolares e serdo superiores até 2030 (American Diabetes
Association - ADA, 2023). O aumento da prevaléncia do diabete pode ser uma
consequéncia do frequente consumo de dietas ricas em lipidios e a diminuicdo da
atividade fisica, que sdo muito comuns atualmente (GBD 2015 Obesity
Collaborators et al., 2017; International Diabetes Federation - IDF, 2019). O
diabete pode ser classificado em trés classes principais: Tipo 1 (DM1), quando ha
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destruicdo autoimune das células beta (B)-pancreéticas, levando geralmente a
deficiéncia de insulina; Tipo 2 (DM2) relacionado a perda progressiva da
capacidade adequada de secrecdo de insulina pelas células B e esta, associado a
resisténcia a insulina e sindrome metabdlica; DM gestacional (DMG), definido
como diabete diagnosticado no segundo ou terceiro trimestre da gravidez e nao foi
claramente evidente antes da gestagdo (ADA, 2023).

Diabete é frequentemente acompanhado por uma variedade de complicacdes
graves, incluindo danos ao figado (Zhang et al., 2019). O estado hiperglicémico
favorece a auto oxidagdo da glicose, a glicacdo ndo enzimética de proteinas e a
ativacdo da via do poliol, que estdo ligadas a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) pelo citocromo P450 2E1 (CYP2E1), além da disfungéo
mitocondrial e presenca de estresse oxidativo (Saravanan et al., 2013). EROS
elevados podem ativar vias inflamatorias através da regulagdo positiva de genes pro-
inflamatorios, contribuindo para a resisténcia a insulina, dano nas moléculas de
DNA e consequente morte celular (Shaaban et al., 2022; Gonzélez et al., 2023).
Assim, todos esses fatores em conjunto estdo implicados no desenvolvimento da
doenca hepética gordurosa associada a disfuncdo metabolica (Metabolic
dysfunction-associated fatty liver disease - MAFLD), também conhecida como
doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) (Eslam et al., 2020; Shaaban et
al., 2022). A MAFLD afeta cerca de um quarto da populacdo adulta mundial e
representa um grande 6nus econémico e de salde para todas as sociedades. Os
critérios propostos para um diagnostico positivo de MAFLD baseiam-se na
evidéncia histolégica, imagem ou biomarcador sanguineo de acimulo de gordura
no figado (esteatose hepética), além de um dos trés critérios a seguir:
sobrepeso/obesidade, presenca de DM ou evidéncia de desregulacdo metabdlica
(Eslam et al., 2020). O espectro de lesdo hepatica da MAFLD varia desde simples
esteatose até esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH), cirrose e carcinoma
hepatocelular (Oh et al., 2016). Cabe ressaltar que esta doenca ainda ndo tem
farmacoterapia aprovada (Eslam et al., 2020). O mecanismo por tras da lesdo

hepética proveniente do diabete ndo é claro. No entanto, estudos sugerem uma
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conexdao com o comprometimento da autofagia (Yu et al., 2019; Joo et al., 2020;
Jiang et al., 2021).

Em condi¢cbes normais, a autofagia € um importante mecanismo de
degradacdo de organelas senescentes, proteinas agregadas ou mal dobradas e
macromoléculas pela formacdo de vesiculas pelos lisossomos (Mizushima e
Komatsu, 2011; Kliosnky et al., 2021). Existem trés formas principais de autofagia:
microautofagia, autofagia mediada por chaperonas (CMA) e macroautofagia
(Mizushima e Komatsu, 2011; Madrigal-Matute e Cuervo, 2016), que diferem
quanto as funcdes fisiologicas e forma de transporte do material a ser degradado
para o interior do lisossomo (Mizushima e Komatsu, 2011). A microautofagia
ocorre diretamente pela captacdo de pequenas moleculas do citoplasma para o
lisossomo através de invaginacGes da membrana lisossomal (Madrigal-Matute e
Cuervo, 2016). A CMA requer uma chaperona citosolica para transportar proteinas
contendo a sequéncia de aminoacidos KFERQ, para a lysosome-associated
membrane glycoprotein type 2 (LAMP-2), que transloca o material para o interior
do lisossomo (Cuervo e Wong, 2014; Ravanan et al., 2017). A macroautofagia é
responsavel por mais de 90% da autofagia celular e estd mais associada ao diabete
(Yao et al., 2020). E caracterizada pela formacdo de uma vesicula de dupla
membrana que circunda o conteudo a ser degradado, dando origem a estrutura
conhecida por autofagossomo, o qual se fundira posteriormente ao lisossomo que,
por sua vez, sera denominado autolisossomo (ou autofagolisossomo). Apoés a fuséo,
as enzimas lisossomais serdo ativadas, resultando na degradacdo do conteudo e
gerando componentes essenciais (aminoacidos, lipidios e carboidratos) que poderao
ser usados para atender as necessidades energéticas da célula e promover a
sobrevivéncia celular (Arden, 2018; Kliosnky et al., 2021). Nosso estudo
investigou, particularmente, o processo de macroautofagia, a qual passara a ser
citada a partir daqui como autofagia.

O processo de autofagia & complexo e envolve a participagdo ordenada de
diversas proteinas (Kliosnky et al., 2021), e é dividido em quatro etapas principais:
Iniciacdo, Alongamento, Maturacdo e Fusdo (Gracia-Sancho et al., 2014) (Figura
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1). A autofagia é inibida pelo Mechanistic target of rapamycin (mTOR), enquanto
que a AMP-activated protein kinase (AMPK) estimula a autofagia em resposta a
niveis baixos de ATP ou ao estresse celular. A proteina AMPK regula a atividade
da Unc-51-like autophagy-activating kinase (complexo ULK1/2), que ativa a
proteina Interaction myosin/moesin like coiled-coil protein 1 (Beclin-1) para o
inicio da formag&o do fag6foro (Tain e Hsu, 2017). Uma vez formado, o fagéforo é
alongado para gerar o autofagossomo que captura a carga alvo para degradacdo. A
cascata de sinalizacdo das Autophagy-related genes (ATGs), sendo ATG-7 um
efetor essencial, direciona o complexo ATG12-ATG5-ATG16 para a expansao da
membrana do fagdforo. A proteina LC3 (cadeia leve 3 da proteina 1 associada a
microtubulos - microtubule-associated protein light chain 3), que € um homdlogo
da ATG-8 de leveduras, sofre uma clivagem C-terminal quando um sinal pro-
autofagico é percebido pela célula, assim, ocorre a conversdo da forma citosolica |
(LC3-1) para a forma Il (LC3-11), que sofre modificagOes e passa a se localizar
especificamente na membrana de autofagossomos. A quantidade de LC3-Il se
correlaciona com o nimero de autofagossomos formados (Kabeya et al., 2004). Na
fase de maturacéo, a proteina Sequestosome 1 (SQSTM1), conhecida como p62, se
associa as proteinas ubiquitinadas nas membranas autofagossémicas e engloba o
conteudo citoplasmatico a ser degradado (Cho et al., 2017). A etapa de fusdo do
autofagossomo com o lisossomo forma o autolisossomo e depende da glicoproteina
LAMP-2 e do complexo Soluble NSF attachment receptor (SNARE). Apds a fuséo,
as enzimas lisossdmicas sdo ativadas resultando na degradacdo do conteudo
englobado (Cho et al., 2017; Arden, 2018).

Com relacdo a orgaos especificos, a autofagia desempenha um importante
papel nas fungdes bésicas, incluindo glicogendlise, gliconeogénese e B-oxidacdo de
acidos graxos no figado (Madrigal-Matute e Cuervo, 2016; Cho et al., 2017). O
processo autofagico também contribui na degradacdo de lipidios intracelulares
(Signh et al., 2009), mas sua ativagao persistente pode resultar em morte celular
(Klionsky et al., 2021). Qian et al. (2018) demonstraram que a supressao de

reguladores autofagicos e a diminuicdo das atividades enzimaticas lisossomais em
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hepatécitos compromete a capacidade do figado de se adaptar ao estresse
metabdlico e prejudica a acdo da insulina, confirmando que a autofagia tem
importantes implicagdes para a sindrome metabdlica. Além disso, a auséncia de
degradacdo de p62/SQSTML1 em ratos diabéticos foi correlacionada com danos no
figado, menor formacdo de autofagolisossomo e inibicdo de B-cell lymphoma

protein 2 (BCL-2), promovendo a apoptose (Petrovic et al., 2017).

AMPK : : :
\ \ o g : : Llsossomo
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Figura 1. Etapas do processo autofagico (Fonte: do Autor).

A fim de avaliar a disfuncdo autofagica associada a doengas metabolicas,
estudos tém testado o uso de dieta hiperlipidica (DHL) em modelos animais. A
inducédo de obesidade por DHL em camundongos resultou no comprometimento da
autofagia apds 16 semanas de exposi¢cdo, acompanhado do aumento de degradacdo
das proteinas ATG-5, ATG-7 e Beclin-1, estresse hepatico e resisténcia a insulina
(Yousefi et al., 2006; Yang et al., 2010). Outros estudos mostraram que ratos Wistar
tratados com DHL apresentaram aumento na resisténcia a insulina, que interferiu na
fusdo de autofagossomos com os lisossomos (Koga et al., 2010; Papackova et al.,
2012). Liu et al. (2009) estudaram um modelo de camundongo com DM2, induzido

por DHL, e concluiram que a atividade da autofagia no figado e a expressao de
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alguns genes importantes no processo autofagico foram suprimidos na presenca de
resisténcia a insulina.

Embora as etapas da autofagia estejam estabelecidas de forma geral, ainda
ndo estdo bem elucidadas na patogénese do diabete, 0 que causa grande interesse
para os pesquisadores (Yasuda-Yamahara et al., 2015; Dai et al., 2017). O diabete
na gestacdo ainda € uma importante questao a ser explorada quanto a interferéncia
ou ndo da hiperglicemia na modulacdo da autofagia no tecido hepatico dos
descendentes. Estudos em humanos sdo limitados em funcdo de variaveis
incontrolaveis, como fatores socioecondmicos, nutricionais e genéticos (Lopez-
Soldado e Herrera, 2003). Além disso, os estudos prospectivos e de intervencdo em
humanos levam décadas para determinar os resultados e a base mecanicista apenas
para a primeira geracdo (F1), apoiando ainda mais a necessidade de modelos
animais com cronogramas reprodutivos relativamente curtos (Morrison et al.,
2018). Além disso, as restricBes éticas em humanos também devem ser consideradas
devido a necessidade de biopsias hepaticas consecutivas para realizacao de analises
mais abrangentes (Kwanten et al., 2014). Os 6rgdos de roedores, entre eles a
microarquitetura do figado, & muito semelhante aos dos seres humanos (Shi et al.,
2015; Kruepunga et al., 2019). Com isso, as repercussdes frente aos insultos
também podem ser similares e nos ajudam a compreender 0S mecanismos
envolvidos na programacao metabodlica fetal (Williamns et al., 2014; Wojcikowski
e Gobe, 2014).

Dentre os modelos de indugédo do diabete em roedores, destaca-se o uso das
drogas P-citotoxicas, dentre elas o streptozotocin (STZ) (Kleinert et al., 2018;
Sinzato et al., 2021). STZ é um composto estavel e com margem de seguranca
ampla, capaz de produzir um modelo de diabete experimental com glicemia de
intensidade severa ou moderada de acordo com a dose, peso corporeo do animal, a
via de administracao, espécie e idade do animal utilizado (Eleazu et al., 2013). Para
mimetizar a glicemia do DM2 e do DMG humano, o modelo utilizado em roedores
é o diabete moderado e sua inducao pode ser feita no periodo neonatal (Kiss et al.,
2009; Damasceno et al., 2013; Sinzato et al., 2021; Cruz et al., 2022), durante a
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prenhez (Luo et al., 2020) ou em ambos periodos (Saito et al., 2010).

Tendo em vista a alta incidéncia de diabete, 0 consumo excessivo de
alimentos hipercaloricos e a falta de estudos sobre a associagdo do insulto causado
pelo diabete materno e pela exposicdo a DHL po6s-desmame, nosso grupo de
pesquisa mostrou que filhas de ratas com diabete moderado apresentaram
intolerdncia a glicose, hiperlipidemia e disfungdo das células p-pancredticas na
idade adulta (Paula et al., 2022). Também verificamos que a adaptacdo ao ambiente
hiperglicémico diminuiu a resposta a sinalizacéo de insulina e causou disfuncdo nas
mitocondrias das fibras do musculo esquelético (Kloppel et al., 2023 — dados
submetidos a publicacdo). Quando esses animais foram expostos a uma DHL desde
0 desmame até a idade adulta, além da presenca de hiperglicemia, hiperlipidemia e
processo inflamatério (Paula et al., 2022), maior indice de adiposidade e area de
adipdcitos foram observados, que contribuiu para hipertrofia do tecido adiposo
(Saullo et al., 2022).

Sendo assim, ao considerar a perspectiva metabolica global, torna-se
necessario o estudo do figado como importante 6rgao envolvido na regulacdo da
homeostase energética e metabdlica de todo o corpo (Trefts et al., 2017; Baiges-
Gaya et al., 2021). Desta forma, modelos com animais de laboratério (ratos),
submetidos a estes dois insultos (diabete materno e DHL ap0s 0 nascimento)
também permitirdo melhor entendimento sobre os processos de autofagia hepatica.
Assim, com o intuito de melhorar o entendimento sobre as repercussdes e 0s
mecanismos do diabete e DHL no processo de autofagia no figado das fémeas
descendentes na idade adulta, esta tese foi desenvolvida e dividida em dois
capitulos: Capitulo | - apresentacdo de uma revisdo sistematica e meta-analise para
entendermos como o diabete interfere nas vias de sinalizagdo da autofagia hepatica,
bem como, as lacunas de conhecimento que ainda precisam ser elucidadas; Capitulo
Il — investigacdo dos mecanismos pelos quais o diabete materno, associado ou ndo
ao consumo de DHL na vida pés-natal, pode prejudicar o processo de autofagia

hepatica das filhas de mées diabéticas.

22



Larissa Lopes da Cruz — Tese de Doutorado

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

American Diabetes Association, ADA. Classification and diagnosis of diabetes:
standards of cares in diabetes—2023. Diabetes Care 2023; v.46, p.S19-S40. doi:
10.2337/dc23-S002.

Arden C. A role for glucagon-like peptide-1 in the regulation of B-cell autophagy.
Peptides 2018; v.100, p.85-93. doi: 10.1016/j.peptides.2017.12.002.

Baiges-Gaya G, Fernandez-Arroyo S, Luciano-Mateo F, Cabré N, Rodriguez-
Tomas E, Herndndez-Aguilera A, Castafié H, Romeu M, Nogués MR, Camps J,
Joven J. Hepatic metabolic adaptation and adipose tissue expansion are altered
in mice with steatohepatitis induced by high-fat high sucrose diet. J Nutr
Biochem 2021; v.89, p.108559. doi: 10.1016/j.jnutbio.2020.108559.

Barker DJ. The origins of the developmental origins theory. J Intern Med 2007;
v.261, p.412-417. doi: 10.1111/j.1365-2796.2007.01809.X.

Calkins K, Devaskar SU. Fetal origins of adult disease. Curr Probl Pediatr Adolesc
Health Care 2011; v.41, p.158-176. doi: 10.1016/j.cppeds.2011.01.001.

Cho DK, Choi DH, Cho JY. Effect of treadmill exercise on skeletal muscle
autophagy in rats with obesity induced by a high-fat diet. J Exerc Nutrition
Biochem 2017; v.21, p.26-34. doi: 10.20463/jenb.2017.0013.

Cruz LL, Ferreira Silva BS, Araujo GG, Leal-Silva T, Paula VG, Souza MR, Soares
TS, Moraes-Souza RQ, Monteiro GC, Lima GPP, Damasceno DC, Volpato GT.
Phytochemical and antidiabetic analysis of Curatella americana L. aqueous
extract on the rat pregnancy. J Ethnopharmacol 2022; v.293, p.115287. doi:
10.1016/j.jep.2022.115287.

Cuervo AM, Wong E. Chaperone-mediated autophagy: roles in disease and aging.
Cell Res 2014; v.24, p.92-104. doi: 10.1038/cr.2013.153.

Dai C, Hang Y, Shostak A, Poffenberger G, Hart N, Prasad N, Phillips N, Levy SE,
Greiner DL, Shultz LD, Bottino R, Kim SK, Powers AC. Age-dependent human
B cell proliferation induced by glucagon-like peptide 1 and calcineurin signaling.
J Clin Invest 2017; v.127, p.3835-3844. doi: 10.1172/JCI91761.

Damasceno DC, Sinzato YK, Bueno A, Netto AO, Dallaqua B, Gallego FQ, lessi
IL, Corvino SB, Serrano RG, Marini G, Piculo F, Calderon IM, Rudge MV.
Mild diabetes models and their maternal-fetal repercussions. J Diabetes Res
2013; v.2013, p.473575. doi: 10.1155/2013/473575.

Eleazu CO, Eleazu KC, Chukwuma S, Essien UN. Review of the mechanism of cell
death resulting from streptozotocin challenge in experimental animals, its
practical use and potential risk to humans. J Diabetes Metab Disord 2013; v.12,
p.60. doi: 10.1186/2251-6581-12-60.

Eslam M, Newsome PN, Sarin SK, Anstee QM, Targher G, Romero-Gomez M,
Zelber-Sagi S, Wai-Sun Wong V, Dufour JF, Schattenberg JM, et al. A new
definition for metabolic dysfunction-associated fatty liver disease: An
international expert consensus statement. J Hepatol 2020; v.73, p.202-209. doi:
10.1016/j.jhep.2020.03.039.

Fleming TP, Watkins AJ, Velazquez MA, Mathers JC, Prentice AM, Stephenson J,
Barker M, Yajnik CS, Forrester T, Gluckman PD, Godfrey KM. Origins of

23


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35421527/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/35421527/

Larissa Lopes da Cruz — Tese de Doutorado

lifetime health around the time of conception: causes and consequences. Lancet
2018; v.391, p.1842-1852. doi: 10.1016/S0140-6736(18)30312-X.

GBD 2015 Obesity Collaborators, Afshin A, Forouzanfar MH, Reitsma MB, Sur P,
Estep K, Lee A, Marczak L, Mokdad AH, Moradi-Lakeh M, Naghavi M, et al.
Health effects of overweight and obesity in 195 countries over 25 years. N Engl
J Med 2017; v.377, p.13-27. doi: 10.1056/NEJM0al1614362.

Gluckman PD, Hanson MA, Beedle AS. Early life events and their consequences
for later disease: A life history and evolutionary perspective. Am J Hum Biol
2007; v.19, p.1-19. doi: 10.1002/ajhb.20590.

Gonzélez P, Lozano P, Ros G, Solano F. Hyperglycemia and oxidative stress: An
integral, updated and critical overview of their metabolic interconnections. Int J
Mol Sci 2023; v.24, p.9352. doi: 10.3390/ijms24119352,

Gracia-Sancho J, Guixé-Muntet S, Hide D, Bosch J. Modulation of autophagy for
the treatment of liver diseases. Expert Opin Investig Drugs 2014; v.23, p.965-
977. doi: 10.1517/13543784.2014.912274.

International Diabetes Federation - IDF. Diabetes Atlas. 10th edition, 2021.

Jiang Y, Chen D, Gong Q, Xu Q, Pan D, Lu F, Tang Q. Elucidation of SIRT-1/PGC-
la-associated mitochondrial dysfunction and autophagy in nonalcoholic fatty
liver disease. Lipids Health Dis 2021; v.20, p.40. doi: 10.1186/s12944-021-
01461-5.

Joo HW, Song YS, Park IH, Shen GY, Seong JH, Shin NK, Lee AH, Kim H, Kim
KS. Granulocyte colony stimulating factor ameliorates hepatic steatosis
associated with improvement of autophagy in diabetic rats. Can J Gastroenterol
Hepatol 2020; v.2020, p.2156829. doi: 10.1155/2020/2156829.

Kabeya Y, Mizushima N, Yamamoto A, Oshitani-Okamoto S, Ohsumi Y,
Yoshimori T. LC3, GABARAP and GATE16 localize to autophagosomal
membrane depending on form-Il formation. J Cell Sci. 2004; v.117, p.2805-
2812. doi: 10.1242/jcs.01131.

Kiss AC, Lima PH, Sinzato YK, Takaku M, Takeno MA, Rudge MV, Damasceno
DC. Animal models for clinical and gestational diabetes: maternal and fetal
outcomes. Diabetol Metab Syndr 2009; v.1, p.21. doi: 10.1186/1758-5996-1-21.

Kleinert M, Clemmensen C, Hofmann SM, Moore MC, Renner S, Woods SC,
Huypens P, Beckers J, de Angelis MH, Schirmann A, et al. Animal models of
obesity and diabetes mellitus. Nat Rev Endocrinol 2018; v.14, p.140-162. doi:
10.1038/nrendo.2017.161.

Klionsky DJ, Abdel-Aziz AK, Abdelfatah S, Abdellatif M, Abdoli A, Abel S,
Abeliovich H, Abildgaard MH, Abudu YP, Acevedo A, et al. Guidelines for the
use and interpretation of assays for monitoring autophagy (4th edition).
Autophagy 2021; v.17, p.1-382. doi: 10.1080/15548627.2020.1797280.

Kloppel E, Cruz LL, Gallego FQ, lessi IL, Gelaleti RB, Moraes-Souza RQ, Corrente
JE, dos Santos DC, Justulin L, Rodrigues T, Volpato GT, Damasceno DC.
Insulin signaling and mitochondrial phenotype of skeletal muscle is
programmed in utero by maternal hyperglycemia. 2023.

Kruepunga N, Hakvoort TBM, Hikspoors JPJM, Kéhler SE, Lamers WH. Anatomy
of rodent and human livers: What are the differences? Biochim Biophys Acta

24



Larissa Lopes da Cruz — Tese de Doutorado

Mol Basis Dis 2019; v.1865, p.869-878. doi: 10.1016/j.bbadis.2018.05.019.

Koga H, Kaushik S, Cuervo AM. Inhibitory effect of intracellular lipid load on
macroautophagy. Autophagy 2010; v.6, p.825-827. doi: 10.1096/fj.09-1445109.

Kwanten WJ, Martinet W, Michielsen PP, Francque SM. Role of autophagy in the
pathophysiology of nonalcoholic fatty liver disease: a controversial issue. World
J Gastroenterol 2014; v.20, p.7325-7338. doi: 10.3748/wjg.v20.i23.7325.

Liu HY, Han J, Cao SY, Hong T, Zhuo D, Shi J, Liu Z, Cao W. Hepatic autophagy
is suppressed in the presence of insulin resistance and hyperinsulinemia:
inhibition of FoxO1-dependent expression of key autophagy genes by insulin. J
Biol Chem 2009; v.284, p.31484-31492. doi: 10.1074/jbc.M109.033936.

Lopez-Soldado I, Herrera E. Different diabetogenic response to moderate doses of
streptozotocin in pregnant rats, and its long-term consequences in the offspring.
Exp Diabesity Res 2003; v.4, p.107-118. doi: 10.1155/EDR.2003.107.

Luo Y, Tian Y, Zhao C. Taurine attenuates liver autophagy and injury of offspring
in gestational diabetic mellitus rats. Life Sci 2020; v.257, p.117889. doi:
10.1016/j.1fs.2020.117889.

Madrigal-Matute J, Cuervo AM. Regulation of liver metabolism by autophagy.
Gastroenterology 2016; v.150, p.328-39. doi: 10.1053/j.gastr0.2015.09.042.
Mizushima N, Komatsu M. Autophagy: renovation of cells and tissues. Cell 2011,

v.147, p.728-741. doi: 10.1016/j.cell.2011.10.026.

Morrison JL, Botting KJ, Darby JRT, David AL, Dyson RM, Gatford KL, Gray C,
Herrera EA, Hirst JJ, Kim B, et al. Guinea pig models for translation of the
developmental origins of health and disease hypothesis into the clinic. J Physiol
2018; v.596, p.5535-5569. doi: 10.1113/JP274948.

Oh H, Jun DW, Saeed WK, Nguyen MH. Non-alcoholic fatty liver diseases: update
on the challenge of diagnosis and treatment. Clin Mol Hepatol 2016; v.22,
p.327-335. doi: 10.3350/cmh.2016.0049.

Papackova Z, Daiikova H, Palenickova E, Kazdova L, Cahova M. Effect of short-
and long-term high-fat feeding on autophagy flux and lysosomal activity in rat
liver. Physiol Res 2012; v.61, p.S67-76. doi: 10.33549/physiolres.932394.

Paula VG, Sinzato YK, de Moraes-Souza RQ, Soares TS, Souza FQG, Karki B, de
Andrade Paes AM, Corrente JE, Damasceno DC, Volpato GT. Metabolic
changes in female rats exposed to intrauterine hyperglycemia and postweaning
consumption of high-fat dietf. Biol Reprod 2022; v.106, p.200-212. doi:
10.1093/biolre/ioab195.

Penkler M, Hanson M, Biesma R, Miller R. DOHaD in science and society:
emergent opportunities and novel responsibilities. J Dev Orig Health Dis 2019;
v.10, p.268-273. doi: 10.1017/S2040174418000892.

Petrovi¢ A, Bogojevi¢ D, Kora¢ A, Goli¢ I, Jovanovi¢-Stojanov S, Martinovi¢ V,
Ivanovi¢-Mati¢ S, Stevanovi¢ J, Poznanovi¢ G, Grigorov I. Oxidative stress-
dependent contribution of HMGBL1 to the interplay between apoptosis and
autophagy in diabetic rat liver. J Physiol Biochem 2017; v.73, p.511-521. doi:
10.1007/s13105-017-0574-0.

Qian Q, Zhang Z, Orwig A, Chen S, Ding WX, Xu Y, Kunz RC, Lind NRL, Stamler
JS, Yang L. S-Nitrosoglutathione reductase dysfunction contributes to obesity-

25



Larissa Lopes da Cruz — Tese de Doutorado

associated hepatic insulin resistance via regulating autophagy. Diabetes 2018;
v.67, p.193-207. doi: 10.2337/db17-0223.

Ravanan P, Srikumar IF, Talwar P. Autophagy: The spotlight for cellular stress
responses. Life Sci 2017; v.188; p.53-67. doi: 10.1016/j.1fs.2017.08.029.

Rosenfeld C. The epigenome and Developmental Origins of Health and Disease. 1st
Edition, Elsevier, 2015. doi: 10.1016/B978-0-12-801383-0.00001-3.

Saito FH, Damasceno DC, Kempinas WG, Morceli G, Sinzato YK, Taylor KN,
Rudge MV. Repercussions of mild diabetes on pregnancy in Wistar rats and on
the fetal development. Diabetol Metab Syndr 2010; v.2, p.26. doi:
10.1186/1758-5996-2-26.

Saravanan G, Ponmurugan P. S-allylcysteine Improves streptozotocin-induced
alterations of blood glucose, liver cytochrome P450 2E1, plasma antioxidant
system, and adipocytes hormones in diabetic rats. Int J Endocrinol Metab. 2013;
v.11, p.e10927. doi: 10.5812/ijem.10927.

Saullo CM, Sinzato YK, Paula VG, Gallego FQ, Corrente JE, lessi IL, Volpato GT,
Damasceno DC. Exposure to maternal hyperglycemia and high-fat diet
consumption after weaning in rats: repercussions on periovarian adipose tissue.
J Dev Orig Health Dis 2022; v.13, p.634-641. doi:
10.1017/S2040174421000672.

Shaaban HH, Alzaim I, EI-Mallah A, Aly RG, EI-Yazbi AF, Wahid A. Metformin,
pioglitazone, dapagliflozin and their combinations ameliorate manifestations
associated with NAFLD in rats via anti-inflammatory, anti-fibrotic, anti-oxidant
and anti-apoptotic mechanisms. Life Sci. 2022; v.308, p.120956. doi:
10.1016/j.1fs.2022.120956.

Shi H, Yang G, Zheng T, Wang J, Li L, Liang Y, Xie C, Yin D, Sun B, Sun J, et al.
A preliminary study of ALPPS procedure in a rat model. Sci Rep 2015; v.5, p.
17567. doi: 10.1038/srep17567.

Singh R, Kaushik S, Wang Y, Xiang Y, Novak I, Komatsu M, Tanaka K, Cuervo
AM, Czaja MJ. Autophagy regulates lipid metabolism. Nature 2009; v.458,
p.1131-1135. doi: 10.1038/nature07976.

Sinzato YK, Kloppel E, Miranda CA, Paula VG, Alves LF, Nascimento LL,
Campos AP, Karki B, Hampl V, Volpato GT, Damasceno DC. Comparison of
streptozotocin-induced diabetes at different moments of the life of female rats
for translational studies. Lab Anim 2021; v.55, p.329-340. doi:
10.1177/00236772211001895.

Sinzato YK, Paula VG, Gallego FQ, Moraes-Souza RQ, Corrente JE, Volpato GT,
Damasceno DC. Maternal diabetes and postnatal high-fat diet on pregnant
offspring. Front Cell Dev Biol 2022; v.10, p.818621. doi:
10.3389/fcell.2022.818621.

Tain YL, Hsu CN. Interplay between oxidative stress and nutrient sensing signaling
in the developmental origins of cardiovascular disease. Int J Mol Sci 2017; v.18,
p.841. doi: 10.3390/ijms18040841.

Tam WH, Ma RCW, Ozaki R, Li AM, Chan MHM, Yuen LY, Lao TTH, Yang X,
Ho CS, Tutino GE, Chan JCN. In utero exposure to maternal hyperglycemia
increases childhood cardiometabolic risk in offspring. Diabetes Care 2017; v.40,

26



Larissa Lopes da Cruz — Tese de Doutorado

p.679-686. doi: 10.2337/dc16-2397.

Trefts E, Gannon M, Wasserman DH. The liver. Curr Biol 2017; v.27, p.1147-1151.
doi: 10.1016/j.cub.2017.09.019.

Tsoulis MW, Chang PE, Moore CJ, Chan KA, Gohir W, Petrik JJ, Vickers MH,
Connor KL, Sloboda DM. Maternal high-fat diet-induced loss of fetal oocytes
is associated with compromised follicle growth in adult rat offspring. Biol
Reprod 2016; v.94, p.94. doi: 10.1095/biolreprod.115.135004.

Uauy R, Kain J, Corvalan C. How can the Developmental Origins of Health and
Disease (DOHaD) hypothesis contribute to improving health in developing
countries? Am J Clin  Nutr 2011; v.94, p.1759S-1764S. doi:
10.3945/ajcn.110.000562.

Williams L, Seki Y, Vuguin PM, Charron MJ. Animal models of in utero exposure
to a high fat diet: a review. Biochim Biophys Acta 2014; v.1842, p.507-519. doi:
10.1016/j.bbadis.2013.07.006.

Wojcikowski K, Gobe G. Animal studies on medicinal herbs: predictability, dose
conversion and potential value. Phytother Res 2014; v.28, p.22-27. doi:
10.1002/ptr.4966.

World Health Organization. Classification of Diabetes mellitus. Geneva: 2019.

Yang L, Li P, Fu S, Calay ES, Hotamisligil GS. Defective hepatic autophagy in
obesity promotes ER stress and causes insulin resistance. Cell Metab 2010; v.11,
p.467-478. doi: 10.1016/j.cmet.2010.04.005.

Yao D, GangYi Y, QiNan W. Autophagic dysfunction of B cell dysfunction in type
2 diabetes, a double-edged sword. Genes Dis 2020; v.8, p.438-447. doi:
10.1016/j.gendis.2020.03.003.

Yasuda-Yamahara M, Kume S, Yamahara K, Nakazawa J, Chin-Kanasaki M, Araki
H, Araki S, Koya D, Haneda M, Ugi S, Maegawa H, Uzu T. Lamp-2 deficiency
prevents high-fat diet-induced obese diabetes via enhancing energy expenditure.
Biochem Biophys Res Commun 2015; v.465, p.249-255. doi:
10.1016/j.bbrc.2015.08.010.

Yousefi S, Perozzo R, Schmid I, Ziemiecki A, Schaffner T, Scapozza L, Brunner T,
Simon HU. Calpain-mediated cleavage of Atg5 switches autophagy to
apoptosis. Nat Cell Biol 2006; v.8, p.1124-1132. doi: 10.1038/ncb1482.

Yu X, Zhang L, Lu H, Chen H, Yu L, Cao X, Shen D. Rapamycin protects against
hepatic injury in streptozotocin-induced diabetic rats by enhancing autophagy.
Int J Clin Exp Med 2019; v.12, p.11383-11393.

Zhang Y, Cao Y, Chen J, Qin H, Yang L. A new possible mechanism by which
punicalagin protects against liver injury induced by type 2 Diabetes mellitus:
Upregulation of autophagy via the Akt/FoxO3a signaling pathway. J Agric Food
Chem 2019; v.67, p.13948-13959. doi: 10.1021/acs.jafc.9b05910.

27



Larissa Lopes da Cruz — Tese de Doutorado

CAPITULO |

Este capitulo da tese de Doutorado (revisdo sistematica e meta-andlise) foi redigido,
submetido e publicado na revista Life Sciences (Fator de Impacto = 6,78) no ano de
2022.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Aims: We conducted a meta-analysis to investigate whether diabetes induced by a high-fat diet (HFD) has the
Animal models potential to alter the process of autophagy in the murine liver.

HfPﬂwW“f Methods: A systematic literature search was performed with electronic databases (PubMed, EMBASE, Web of
:;’gph“t:lt)::ﬂ ) Science). Study design, population, intervention, outcome, and risk of bias were analyzed. Given the availability
Macraanophasy of studies, a quantitative meta-analysis including 23 studies was performed.

Key findings: The search found 5754 articles, with 48 matching the eligibility criteria, comprising of 1033 ani-
mals. The meta-analysis showed that diabetic murines fed with HFD presented an absence of p62 degradation
(SMD 4.63, 95 % CI 2.02 to 7.24, p = 0.0005; P =779%), higher expression of p-mTOR/mTOR (SMD 5.20, 95 %
C11.00 to 9.39, p = 0.01; I? = 78 %), and a decreased p-AMPK/AMPK ratio (SMD -2.02, 95 % Cl -3.96 to —0.09,
p = 0.04; I? = 85 %) when compared to nondiabetic murines. When associated with streptozotocin, the animals
presented decreased ATG-7 and LC3-11. The meta-regression results showed a decrease in autophagy responses
due to increased glycemic levels, fat content, and long-term exposure to HFD, and advanced animal age. The
c on and species-specific protein responses were also consistent with the inhibition of autophagy.
Significance: The normal process of autophagy mech in the liver is less competent after HFD consumption.
The destabilization of (aute)phagolysosomes contributes to the perpetuation of diabetes, metabolic dysfunction-
associated fatty liver disease, and cell death.

1. Introduction

Diabetes mellitus (DM) is accompanied by a variety of serious com-
plications, such as liver damage, which has attracted attention in recent
years [ 1-3]. The hyperglycemic status favors the formation of advanced
glycation end products, oxidative stress, and mitochondrial dysfunction,
which contributes to insulin resistance, hepatocyte inflammation, and
cell death [4.5]. These alterations lead to Metabolic dysfunction-
associated fatty liver disease (MAFLD), also known as non-alcoholic
fatty liver disease (NAFLD) [6,7]. MAFLD affects about 1 billion peo-
ple globally, posing a major health and economic burden to society [6].
The high prevalence of disease is associated with the rise of sedentary
behavior, excessive calorie consumption, and nutritionally imbalanced

and unhealthy diets [7].

One plausible hypothesis states that autophagy is related to the onset
and development of liver injury, and consequently to MAFLD [5]. Under
normal conditions, autophagy consists of a digestion process promoted
by lysosomes, which is responsible for mobilizing intracellular nutrients,
generating energy, and recycling damaged organelles to maintain
cellular homeostasis [5,5,9]. During the initial steps, autophagy-related
proteins are expressed and/or activated by the phosphorylation of the
AMP-activated protein kinase (AMPK) and by the inhibition of the
mammalian target of rapamycin (mTOR) [2]. Next, parts of the cyto-
plasm containing degraded material are encompassed by a membrane,
forming a phagophore composed of a protein complex with Beclin-1
[8,10]. This complex modifies the membrane and entraps the
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components destined for recyeling in a double membrane structwe
called the autophagosome [10]. During this step, a protein named
microtubule-associated protein light chain 3 (LC3-11) is inserted into the
autophagosomal membrane and serves as a convenient marker for this
structure (5, 11-13], The protein p62/SQSTM1, an autophagy receptor
that links ubiquitinated proteins to LC3, is incorporated into autopha-
gosomes nnd degraded [5,5,1 11, After its formation, the autophagosome
fuses with lysosomes, and the sequestered contents are subsequently
digested by lysosomal hydrolases [ 10,14]. In hepatocytes, autophagy
plays an impertant role in glycogenolysis and gluconeogenesis, and
regulates lipid metabolism [ 41. In contrast, the inhibition of autophagy
compromises the ability of the liver to adapt to a state of metabolic stress
and impairs insulin action [14]. However, whether and how dinbetes
affects the mechanism of hepatic autophagy is not as clear as expected.

Discrepancies between studies are commonly attributed to limita-
tions when using human models [15]. The limitations for human liver
studies come not only from uncontrolled varinbles (e.g., diet and exer-
cise) but also from ethical constinints due to the necessity of consecutive
liver biopsies to perform a comprehensive analysis [ 15]. In this scenario,
animal experiments can improve owr understanding of the DM conse-
quences on liver autophagy. It is important to note that, in addition to
carefully controlled dietary and activity conditions, rodents also share
strong similarities with humans in DM modeling, such as common ge-
netic background and physiology (16.17]. Normally, rodent dinbetic
models are classified as either genetic/spontaneously induced or non-
genetic/experimentally induced, Non-genetic models are more popular
due to their lower cost and widespread availability 116 ). Several non-
genetic models for DM research in mice and rats have been developed
in the last decades, including nlloxan/streptozotocin (STZ induced
diabetic models and high-fat diet (HFD) models [16,17]. The HFD
models reflect human conditions in modem societies, with high fat
intake leading to metabolic diseases [|1]. However, the influence of
HFD on the levels of autophagy in the liver and its effects on diabetes
remains unclear.

To reduce the limitations commonly seen in human trials, we focusad
our analysis on reports that used mt and motse models to study dinbetes
interference on the signaling pathways of hepatic autophagy. Thus, the
objective of this study is to systematically review and appraise the evi-
dence provided by preclinical studies to investigate autophagy-related
protein alterations in the liver promoted by HFD-induced diabetes,

2. Materials and methods
2.1. Search strategy

This systematic review is reported according to the Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)
statement (for PRISMA checklist see Supplementary Table 1). The pro-
tocol was specified in advance and registered on the International Pro-
spective  Register of Systematic Reviews (PROSPERO -
CRD420191566589).

Studies assessing the effects of DM on liver autophagy of murines
were searched using electronic databases: PUBMED (Public/Publisher
MEDLINE), EMBASE (Excetrptn Medica Database), and Web of Science,
from inception to January 10th, 2022 For a comprehensive search, we
used controlled terms, text words, and their combinations. For instance,
we searched terms describing (mouse OR rats) AND (Diabetes mellitus OR
glucose metabolism disorders) AND (hepatic autophagy OR LC3 OR p62
OR Beclin-1), The complete search strntegies are listed in Supplementary
Table 2. Other sources such as hand searching, screening of reference
lists, review wticles, amnd author-based searches were also used to enswe
that no relevant article had been missed.

After the removal of duplicates, all unique records were imported to
the free Rayyan web application [19). The sereening process was pes-
formed independently by two reviewers (LLC and GV). First, the title and
abstract screening were processed. If no sufficient informaton was
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provided to make a valid decision, then the full text was evaluated.
Subsequently, eligible articles were screened for final inclusion based on
their full text. Contradictory decisions were resolved in consensual
conversation with a third reviewer (DCD).

2.2 Selection eriteria

The studies were included if they met the following criteria: (i) Male
and female rats (Rattus norvegicus) or mice (Mus musculus) with no age
limit. Rabbits, non-rodents, spontaneous diabetic animals, genetically
modified animals, ex vivo, in vitro, in silico models, and studies
involving human subjects were excluded; (i) Rats/mice with diabetes
induced in the neonatal period and/or adulthood by STZ, alloxan, or
HFD, regardless of dose and route of administiation, The reported
glucose levels from fasting glucose, Oral Glucose Tolerance Test (OGTT),
and HbAlc tests were used for diabetes diagnosis. Rodents with DM
associated with comorbidities (except obesity because several DM2 an-
imal models are obese), or animals that received treatment for diabetes
(e.g., insulin, metformin, and plant) were excluded. (iii) For comparison,
studies that included untreated /vehicle-treated controls were svalunted.
When animals were subjected to any type of weatment intervention (e.
g., surgery, drugs, stess, and exercise), the studies were not considered.
(iv) Studies which address autophagy in the liver using procedures (here
named outcomes) for protein identification and quantification, gene
expression, enzymatic activity, and analysis of relevant molecular
markers, including LC3, Beclin-1, p62/SQSTM1, ATGs, AMPK, mTOR,
Lamp-2, tumover of LC3-1l/Atg8 - PE autophagic hepatic flux. The
irrelevant outcomes reloted to autophagy and the investigations of
autophagy in orgnns other than the liver were excluded. No limits based
on language and publication date were established.

2.3. Data extraction

From the studies that passed all criteria, two reviewers (LLC and GV)
independently extincted and inputted data into a structured datnbase.
The extmcted datn induded: publication year; first author's name;
characteristics of animals (species, strain, and sex); method and age of
dinbetes induction; glucose levels and the sutophagy markers analyzed.
For studies providing glucose levels in mmol/L, the levels were con-
verted into mg/dL. For ench comparison, we extiacted the mean value
and the value for standmrd deviation (SD) or standard ervor (SE), along
with the number of animals (n) from each experimental and control
group. Results data were directly extincted from tables and/or text. If
daota were only graphically reported, we extracted the numerical results
using a web-based tool (WebPlotDigitizer 4.2, hitps/ appaouionieris
lo/wpd). Authors were contacted by email in the event of missing data.

2.4. Risk of bias assessment

The risk of bias for animal studies was assessed using the Systematic
Review Centre for Laboratory Animal Experimentation (SYRCLE's tool),
The SYRCLE risk of bias tool is composed of a 10-item checklist related
to selection, performance, detection, attrition, reporting, and other
biases [20]. The items were classified as having a “low”, “high”, or
“unclear” risk of bias based on the information reported in each study.
Afterward, a score for the risk of bins, considering all studies included,
was caleulated for each category, and expressed as a percentage from
0 to 100 %.

2.5. Data analysis

All quantitative analyses were implemented by statistical program-
ming language using R version 1.3.1093 (The R Foundation, Vienna,
Austrin). Meta-analysis was conducted if more than two comparisons of
each outcome were available. Studies were stratified into subgroups
based on the method of DM induction (i.e., HFD, HFD, and STZ). Studies
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in which outcome dat were not available or could not be obtained (i.e.,
menn, SD, SE, and animal number) were excuded from quantitative
analysis. Thus, it was not possible to quantify studies that used only STZ-
induced diabetes due to insufficient data for mean and standard devia-
tion values. The individual and combined effects of DM on continuous
varinbles of autophagy were calculated using the standardized mean
difference (SMD), along with a 95 % confidence interval (Cl). SMD was
used because different studies may quantify the same outcome in
different ways. If a study had more than one experimental group of
animals with a similar method of intervention and minimal differences
in the tissue collection procedure (e.g., 1 and fed animals), these
groups were combined and compared with the control group. The
experimental groups were joined using the Cochrane Handbook recom-
mendations [21]. The random-effect models in the mew-analysis were
performed to estimate the effects of the different studies considering the
expected high heterogeneity. Sttistical heterogeneity was quantified by
the I? test, with results expressed ns percentages and values of <40 94,
30-60 9%, 50-90 9%, and > 75 % respectively classified as low, moderate,
substantial, and considerable heterogeneity [211. Statistically signifi-
cant p-values were set to <0.05. Subgroup ananlyses were performed
based on animal species (mice vs. mts) to examine their influence on
outcomes,

Meta-regression was conducted if more than five comparisons of

PRISMA 2009 Flow Diagram
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each outcome were available. Given the limited number of available
comparisons, random-effects metn-regression was used for continuous
data in the HFD subgroup to assess the relationship between glycemic
level, age, fat content percentage and days of HFD exposure, and pri-
mary outcomes. Univariable meta-regression was considered significant
when the p-value was <0.05. All analysis was performed using R version
1.3.1093 (The R Foundation, Vienna, Austrin) with the Meta package.

3. Results
3.1. Study selection

The results of our literature search and screening are presented in
Fig. 1. The search strategy identified a total of 5754 references. After
removing duplicates, the 47] 6 unique papers were sc 1. Based ona
title and abstract analysis, 4444 of the articles did not meet the eligi-
bility eriterin proposed by our group (for more details see the matesial
and methods section), and were excluded. The remaining 272 publica-
tions were retrieved for full-text evaluation. After analysis of criteria
eligibility, the finnl dawmser was comprised of 48 studies
[3.5,10,12,13,18,22 63}, with 23 being eligible for a mets-analysis
[5.12,13,23 2628 30-37,43 45 47 40,50,57,63] and 25 exduded
from the quantitative analysis due to insufficient data.

S
Records identified through Additional records identified
database searching through other sources
(n=57543) (n=0)
~—

I

/
'

Eligbility

J (

| Inchuded

Records after duplicates removed
(n = 4718)

Records screened

(n=4718)

Full-text articles assessed

(ﬂ:““’

for eligibity
(n=272)

Studies induded in

qualitative synthesis
{n = 48)

Studies induded In
quantitative synthesis
(meta-analysis)
(n=23)

Full-test articles escluded, with
reasons (n = 224)

- Not appropriate population: 76
- Not appropriate intervention: 62
- Not appropriate comparison: 5

- Not appropriate outcomes: 22
-Not appropriate  publication
type: 59

Fig. 1, Flowchast of paper selection process based on PRISMA recommendations.
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Table 1
Design chamcteristics of included studies,
Authos, yenr  Species  Sex Samplke  Diabetes @ of keal from fas/ Starting age of  Diabetes diagnosk hod (compared with  Period of Age of tiszue
(reference) (strain) size induction source and//or Dose diabetes controly) Intes vention collection
method (route dm :dd;mn (wk Fasting blood OGTT 2h HBAIC (whk) (wh-old)
glucose o, ()
concentration (mg/  60°, 120
dLy* (mg/dL)
Baiges-Gayn., Mice M CG8 HWFD 35 % fat 5 3927 1 655 NR NR 20 5
202122 (CS7BL/ o8
6}
Cahovn, 2010 Raes M C14 HFD 70 % fat 12 972 24 NR NR 2 14
{121 (Wisear) D 14
Fang, 2020 Mice NR C: 10 HFD NR 92 1677 = 00 3P > 200 NR 22 31
{231 (CS7BL/ D: 10
6)
Guo, 2015 Mice NR C15 HFD 60 % fat 4 2800 = 21.0 4.F > 200 NR 16 b
24 (CS7BL/ D: 15
6)
Hagiwara, Ran M G115 sTZ 60 mg/ky (Lv.) NR 4067 = 771 NR NR NA NR
2010055 (Wistar) D: 15
He, 20147261 Rats M G112 HFD + STZ 40 % fat (6wk) + NR 3243+ 276 NE NR 11 NR
(SD) Dr 12 30 mg/kg (NR)
Hsu, 2015 Mice M CGé6 HFD 45 W fat 7-8 2wk « 12385 ¢ NR NR 2w 16 Qo 24
127] (CS7BL/ D6 146
6) 4wl o 1445 =
204
8wk - 2350
423
16 wh. — 2226 =
50.4
Jiang, 2020 Mice M Clo HFD GO % fat 5 1856 = 450 4P > 200 NR 10 15
(E-1) (CS7BL/ D: 10
6)
Jiang, 2021 Mice NR C8 WD 62 % fat 6 17448 £ 193 NR NR 9 14
(29) (CS7BL/ D8
6)
Joo, 2020(5) Rats M C8 HFD + STZ 60 % fat (6 wk) « 30 7 3232 £ 434 NR NR 10 17
(SD) D 16 mg/kg (Lp)
Kim, 2018 Mice NR C10 HFD 60 % fat 8 4473 = 41.0 3P - 200 NR 10 8
1307 (CS7BL/ D: 10
6)
K, 2021 Mice M Cs HFD 60 % fat 10 1908 = 7.7 NR NR 16 %
fsn (CS7BL/ D:6
6)
Lai, 2020{32] Rae M C8 HFD + STZ NR(S wk) + 35mgke 5 2786 =214 NR 8.08 14 19
(SD) F D32 wp)
LL 2007010 Mice NR Co wo 60 % far NR 2000 4P > 200 NR 12 NR
(CS7BL/ D8
6)
Li, 2020043 Mice F C19 Wwo NR 15 1735 = 183 NR NR 16 kil
(CS7BL/ D: 19
6)
L, 2021[34) Mice M C7 HFD 45 5 fat 2 1982 = 103 NR NR 16 <1
(CS7BL/ D:7
6)
Lia, 2015[55] Mice M Cl0 HFD 45 % far 6 1729 = 20.2 3P » 200 NR 10 16
(CS7BL/ D: 10
6)
Lin, 2020/ %] Mice M C15 HFD 60 % fat 5 2564 = 105 4P - 200 NR 12 17
(CS7BL/ D 15
6)
Martinelll, Rats M C24 HFD NE 7 1271 = 13.7 NR NR 17 24
2020(14) (Wiszar) D: 30
Meng, 2021  Mice M G748 HED +STZ  NR(12whk) + 30 mgkg 7-9 3501 + 0.0 NI NR 20 2729
[(x7) (CS7BL/ D:7-8 (5 days) (Lp)
6)
Obydah, 2021 Rats M C8 HFD 60 % fat 7-9 1514 = 84 NR NR a 1517
[38] (SD) D:8
Papackova, Rae M Cé6 HFD 33 % fat 12 2wie: 133.24 3.6 NR NR 2 and 10 14 of 22
2012110} (Wistar) D:6 10wk.:133.2 = 1.8
Raes M G527 HFD 60 % fat 12 B29 = 54 LP >~ 160 NR 4 16
2012 (9] (Wistar) D:57
Petrovié, Rats M Co s12 65 mg/kg (Lp.) 8 NR NR NR NA 12
2017(%0) (Wiszar) D9
Plao, 2016 Rats M C9 STYZ - HFD 40 mg/kg (Lp) + NR NR 4540 = 763 NR NR 22 NE
(41 (Wiszar) D:7 (35 days)
(continued on next page )
4
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Table 1 (continued )

Author, year  Species Sex Sample Diabetes % of keal from fat/ Starting age of  Diobetes diagnosis method (compared with  Period of Age of tissue
(reforence) (strain) size induction source and/or Dose diabet ls) Tntervention collection
method (route of induction (wk- (wh) (wk-old)
Fasting blood OGTT 2-h HbAIC
administration) old) i 0, 30, o)
concentration (mg/ 60/, 120
dLy* (my/dL)
Shao, 2018 Mice M G110 HFD + 8TZ 10 % lard (10 wk) + 30 6to 8 2814 1+ 65,9 NR NR 15 21 to 23
[42] (C57BL/ D8 mg/kg (Lp.)
6)
Sharma, 2018 Mice ™M co HFD 129 fat 57 354.7 = 1159 NR NR 10 21 1o 23
[43) (C57BL/ Di 6
6)
Sharma, 2021 Rat M C: 6 HFD A0 9% laxd NR 87.3 + 6.0 NR NR 16 NR
[44] (Wistar) D: 6
Son, 2021 Mice M G2 HFD + 8TZ 60 % fat (4 wk) + 60 5 3287 1 43.6 4P > 200 6 18 23
[45) (C57BL/ D10 mg/kg (Lp.)
©)
8u, 2021[46]  Rats M C6 HFD 61 9% fat NR 2027 + 29.7 4P = 200 NR 12 NR
(SD) DI 6
Sun, 2019 Mice M c 10 HFD 60 % far o 150.2 + 14.9 3P > 200 NR 20 26
[47] (CH7BL/ D: 10
6)
Tlan, 2020 Mice M G 10 HFD + 8TZ  NR (6 wk) + 10 4545 1 99,1 NR NR 13 23
[4a) (C57BL/ D: 8 85 my/ky (i.p)
6)
Wang B, 2017 Mice M C9 HFD 58 0 fat g 1396 1 269 3P > 200 NR 24 32
[49] (C57BL/ D9
6)
Wang M, Mice M C6 HFD 60 9 fat a8 2350 + 22.1 3P ~ 200 NR 16 24
2017(50] (C57BL/ D: 6
6)
Wang, 2018 Rats M C6 HFD + STZ 10 W lard (6wk) + 45 NR =126.0 NR NR 18 NR
{51) (8SD) D: 20 mg/kg (Lp.)
Yan, 2016 Rats M C10 HFD 45 9% fat a 1103 + 54 2P > 200 NR 20 28
[52] (D) D: 10
Yan, 2018 Rats F c: 6 HFD NR 2-10 1165 + 7.6 2P > 200 NR 20 29-30
[53) (sD) D;: 6
Yang, 2016 Mice M c8 HFD 40 9% fat 5 190.0 3.P =~ 200 NR 9 14
[54] (C57BL/ D: 8
6)
Yang, 2019 Rats M Cl0 HFD 10 % laxd 7 1533 1+ 26,9 NR NR 16 23
[55]) (5D) D10
Youssry, 2019 Rats M c: 10 HFD 40 % far 9 161.8 = 6.1 NR NR 12 21
[56] (Wistar) D: 10
Yu, 2019(57] Rats M Co HFD + 8TZ 20 9% lard (Awk) + 40 NR 304.5 & 35.8 NR NR 12 NR
(8D) D: 6 my/ky (NR)
Zeng, 2015 Mice M G 57 HFD 44,8 W fat 7 77.5 2.P > 200 NR 12 19
{501 (C57BL/ D: 5.7
6)
Zeng, Mice M C10 HFD 60 9% fatr 10 147.0 2P > 200 NR L} 18
2016[59] (C57BL/ D: 10
6)
Zeng, 2021 Rats M Co STZ 65 mg/kg (i.v.) 7-8 5315 + 66.1 NR NR 4 1112
[60] (8D) D: 6
Zhang, 2019 Mice M G5 HFD + 8TZ  NR (4wk) + 810 2946 + 53.9 NR NR 8 1618
(%) (C57BL/ Di 5 60 mg/kg (Lp)
6)
Zhao, 2019 Mice M NR HFD 60 % far 7 4 wk.:198.5 = 28,5 NR NR 16 23
[61] (C57BL/ 8 wk.:189.7 + 16,1
6) 12 whka 2194 +
357
16 whk; 232.4 +
26,9
Zhou, 2018 Rats M G0 HPD + STZ 45 % fat (8 wk) + 7 367.0 + 31.0 4P = 200 NR 12 19
[62) (5D) D: 7% 30 mg/kg (L.p.)
Zhu, 2020 Mice M G 30 HFD 60 9 fat 72 127.9 + 34,2 3P > 200 NR 12 84
[64] (CS57BL/ D1 30

6)

Abbreviations: SD: Sprague Dawley; M: male; F: Female; C: control group; D: diabetic group; HFD: High fat diet; STZ: streptozotocin; NR: not reported; NA: not
applicable; i.v.: intavenous; i.p.: intraperitoneal; wk.: weeks; P: point,
% Data are shown ns mean & SD.
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3.2, Study characteristics

Table | describes the main features for the 48 studies included. The
publication years ranged from 2010 to 2021, with 39.5 % (n = 19)
published in 2020 and 2021 [5,18,22,23,28,29 31 34,36-38,44

46,48.60,64]. In this systematic review, 459 nondiabetic and 574
diabetic animals were used to assess the effects of DM on liver auto-
phagy. A total of 27 studies (56.2 %) were performed on mice (C57BL6/
5 strain) [3,13,22-24,27-31,33-37,42,43,45,47-50,54 ,58,59,61,63],
whereas Wistar [10,12,18,25,39-41,44,56], and Sprague Dawley rats
were included in 21 articles (43.7 9) [5,26,32.86,46,5] 53,455,
57.60.62]. The vast majority of the reports (40/48, 83.3 %) utilized only
males as their study model. Five studies (10.4 %) did not report the
animal gender [13,23,24,29 301, two declared the use of females only
(4.1 %) [43,53], and one used both sexes (2.08 %) [32].

On average, the animal age for DM induction ranged from four to 72
weeks, with 33.3 % being between seven to eight weeks [5,16,27,30,
37,38,40,42,49,50,52,55,58,60-62], However, cight papers (16.6 %)
failed to report the animal age at the time of induction [13,25,26.41,
44,406,510 .571. Purthermore, three different animal models for DM in-
duction were identified: (1) STZ injection (6.3 %) [25,40,60], (2) HFD
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administration route for DM induction was used in 11 papers [3,5,32,37,
A0 A42a5.40.51.62], and the STZ doses ranged from 30 to 85 mg/kg.
Alloxan-induced diabetes was not found in the selected papers.

Interestingly, when HFD was used to induce DM, the fat content
varied greatly, with the lowest using 10 % keal from fat [42,51,55] and
the highest using 70 % keal from fat [12]. Nevertheless, a large number
of studies (18/48; 37.5 %) employed 58.62 % keal of fat
[5,13,24,28-31,36,38,39,45-47,49,50,59,61,63]. Nine articles (18.8 %)
did not discriminate the type and content of the fat used in their HFD
trial [3,16,23,532,33,37 41 48,53], The maximum exposure period for
HFD varied between 2 and 24 weeks, with half of the studies being
between 12 and 16 weeks.

With one exception [40], all articles (47/48; 97.9 %) presented
fasting blood glucose concentrations at the end of the intervention,
Values for fasting blood glucose level in diabetic group was lower than
200 mg/dL in 26 (54.1 %) reports [10,12,13,18,23,27 2931,
33.35,36,39,44,47,49,51-55,58,59,61,63], between 201 and 300 mg/
dLin nine reports (18,7 %) [ 3,24,27 32,36,42,40,50,61 |, and above 301
mg/dLin 13 studies (27.0 %) [5,22,25,26,30,37,41,43,45,48,57,60,62],
Twenty studies (41.6 %) also included the OGTT [ 13,23, 24 20, 30,35 306,
39,45-47,49 50,52 54,58,59,62,63], whereas HbA1C was performed in

(68.7 %) [10,12,13,18,22.24 27-31,33-36,38,39,43,44,46,47,49,50, two studies (4.1 %) [32.45).
52.56,50.5961,09], and (3) combination of HFD and STZ (25 %) The animal age in which outcome was assessed ranged from nine to
[3,5,26,32,37,41,42,45,48,51,57,62]. The intraperitoneal 84 weeks, with 18 (37,5 %) reports varying from 12 to 19 weeks
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Fig. 2. Forest plots of the effect of diabetes on the protein expression of nutophagy markers in the liver of rats and mice induced by HFD | STZ: p-AMPK (A), mTOR
(B), Beclin-1 (C), p62 (D), ATG-7 (E), LC3.1I (F), and LC3-11/LC3.1 (G). Comparisons were made using standard mean differences and random effect models. Ab-
breviations: HFD: highfat diet; STZ: Streptozotocing 95 % Cl: 95 % confidence interval; SMD: Standardized mean difference; SD: standard deviation.

o

34



L.L. da Crus et al.

[3,5,10,12,27-29,32,35,36,38-40,54,58-60,62], 14 reports (29.1 %)
from 20 to 25 weeks [10,18,22,24,27,34,42,43,45,48,50,55,56.61],
eight reports (16.6 %) from 26 to 32 weeks [23,3] 53,37 47,4952 53],
and one study (2,1 %) reporting 84-week-old animals (63 ], Eight articles
(16.6 %) provided no information regarding animal age during outcome
assessment [13,25,26,41,44,46,51,57].

3.3, Proteins involved in liver autophagy

In regards to methods of protein assessment, except for two reports
[36,56], all other articles (46/48 = 95.8 %) used the western blotting
(WB) technique [3.5,10,12,]13,18,22-37 39 5557 63]. Among these
studies, 13 articles (27.0 %) performed more than one method to nssess
outcome (Supplementary Table 3) [5,10,25 26,2054 36,41.44,47,
50,59.621; 10 of the studies (20.8 %) also used gene expression
[5,10,26,36,44,47 .50,56,59,62]; four used (8.3 %) immunohistochem-
istry (IHC) [25,38,41,62]; and three studies used (6.2 %) immunofluo-
rescence (IF) [28,34,44],
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Looking closely at the proteins reported, we have 26 papers (54,1 %)
showing the outcomes related to LC3-11/LC3-1 ratio [5, 10,1215, 16,22,
26,27,31-34,39,42, 4449 52.54,57,60,62], 24 studies (50.0 %)
reporting the protein p62 [3,5,13,22-24,28,31-33,36-38,40,43 44,
46,48-50,55,60,62,63], 21 papers (43.7 %) with Beclin-1 [5,10,23,26,
29,32,35,37,40,42-44 ,47,50-53,57,59,61,62], and 20 studies (41.6 %)
with LC3-11 [3,23-25,27,31,35.38,40,41,45,50,51,55,56,58,62,63].
Additionally, other proteins analyzed were p-mTOR/mTOR (14 studies
= 29,2 %) [13,22,31,35,37,44-47,50,57,59,62,63], mTOR (one paper
= 2.0 %) [45], p-AMPK/AMPK (13 papers = 27.0 %)
[13,22,27,31,34,37,43,44,46,54,58,59,63], p-AMPK (6 papers = 12.5
%) [27,34,44,45,50,57], AMPK (5 studies = 10.4 %) [5,27,32,44,45],
ATG-3 (4 papers — 8.3 %) [17,52,53,61], ATG-5 (10 studies = 20.8 %)
[23,30,32,35,37,46,50,52,53,61], ATG-7 (9 papers = 18.7 %)
[22-24,26,30,36,46,59,61], ATG-12 (3 studies = 6.2 %) [31,46,47],
ATG-16 (one paper = 2.0 %) [10], LAMP-2 (5 papers = 10.4 %)
[3,23,28,29,34], and LC3-1 (3 studies = 6,2 %) [27,38,45] (Supple-
mentary Table 3),
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Fig. 3. Forest plots of the effect of diabetes on the protein expression of autophagy markers in the liver of rats and mice induced by HFD: p-AMPK (A), AMPK (B), p-
AMPK/AMPK (C), p- mTOR/mTOR (D), Beclin-1 (E), p62 (F), ATG-5 (G), ATG-7 (H), LC3.11 (1), and LC3-11/LC3-1 (J). Comparisons were made using standard mean
differences and random effect models, Abbreviations: HFD: high-fat diet; 95 % CI: 95 % confidence interval; SMD: Standardized mean difference; SD; stan-

dard deviation,
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Table 2
Summary of findings of subgroup meta-analysis according to animal strain,
Outcome Animal (strain) Standoardized mean difference (95 % C1) P 12
HFD
LC3-11 C57BL/6 ~0,25 (- 1,81 to 1.3) 0.749 87.1 %
LC3-11/LC3-1 C57BL/6 0.02 (-~ 1.04 o 0.99) 0.9605 789 %
Wistar 2,16 (0,14 to 4.18) 0.0356 26,4 %W
Beclin-1 CH7BL/6 “1.04 (- 3.78 to 1.70) 0.456 71 %
Wistar 1.88 (- 4.3 t0 0.53) 0.127 NA
p62 C57BL/6 443 (193t0693) 0,0006 77,7 %
Wistar 38,95 (1.30 to 76,61) 0.04 NA
ATGS CH7BL/O 0.05 (1,95 to 2,006) 0.954 B3.1 %
ATG.7 C57BL/6 ~4.21 (- 8.76 to 0.34) 0.07 933 %
AMPK C57BL/6 023(-064t01,11) 0.60 61 %
p-AMPK C57BL/6 0.35 (- 2,26 to 0.55) 0.71 84.2 W
p-AMPIK/AMPK CS57BL/6 ~1.75 (~3.68 to 0,18) 0,07 85,5 %
Wistar ~10.18 (20,14 to ~0.22) 0.04 NA
pmTOR/mTOR CH7BL/6 6.37 (3.54 to 9.21) 0.0001 427 W
Wistar ~4,40 (8,94 to 0.14) 0,057 NA
HFD + STZ
LC3-11 C57BL/6 ~2,01 (~3.29 0 -0.72) 0.002 0%
LC3.11/LC3d1 CS7BL/6G 148 ( 6.34 o 9.32) 0.709 BA.3 %
Sprague Dawley ~3.78 (~ 10,52 to 2.96) 0,27 03,8 %
Beclinl CH7BL/6 0.85 (- 2.66 to 0.94) 0.34 NA
Sprague Dawley ~4,20 (~9,70 to 1,30) 0,13 93,8 W
p62 C57BL/6 4.16 (1,10 t0 7.22) 0.007 0%
Sprague Dawley 11,95 (-4.47 to 27.18) 0.16 93.0 %
ATGS Sprague Dawley 17.38 (- 24.38 o - 10.37) 0.0001 NA
ATG-7 C57BL/6 ~3.68 (-7.57 to 0,21) 0,064 NA
Sprague Dawley ~4.81 (~7.42 to ~2.20) 0.0003 NA
p-AMPK C57BL/6 =171 (~3,12 to ~0,30) 0,017 NA
Sprague Dawley ~3,56 (7,35 to 0.23) 0,06 NA
mTOR CH7BL/O 1.26 (- 0.02 to 2.55) 0.054 NA
Spraygue Dawley 3.70(-0.21 t0 7.61) 0.06 NA

Abbreviations: CI: Confidence interval; HFD: High-fat diet; STZ: streptozotocing NA: not applicable. Bold values denote statistical significance at the p < 0,05 level,

Table 3
Meta-regression analysis of factors affecting heterogeneity,
Number of studies Coefficient 9% % C1 SE z pvalue R* 1
L3 Glycemin 7 ~0,0133 ~0.0525 0,0259 0,02 ~0.6667 0,505 0 88,5 %
Death age 7 ~0.0071 ~0.0268 0.0126 0.0101 ~0,7054 0.4806 0 88,6 %
HFD % 6 -0.2529 0.4761 10.0296 0.1139 2.22 0.0204 ] 88.0 %
HFD days 7 - 0.0091 0.0488 0.0305 0.0202 ~0,4515 0.6516 0 B88.5 %
LC3-N1/LC3-1 Glycemin 7 ~0,0166 ~0.0375 0.0044 0,0107 -1,6521 0,1206 3.9 % 756 %
Death age 5 0,0027 0.008 0.0133 0.0054 0.4893 0.6246 0 79.4 %
HFD % 7 0.0% 0.1665 0.0665 0.0594 0.8413 0.4002 0 80.5 %
HFD days 7 ~0.0226 ~0,0437 0.0016 0.0107 ~2.10561 0.0353 28.0 % 70.8 %
Beclin1 Glycemia 6 0.0088 0.0262 0.0438 0.0179 0.4915 0.6231 0 68.5 9
Death age 5 ~0.0582 0.12 0.0035 0.0315 ~1.8481 0.0646 47.2 % 56,0 %
HFD days 6 -0.,0772 ~0.1408 ~0,0136 0.0324 -2.3799 0.0173 63,0 9% 44.4 9%
po2 Glycemin ] 0.0355 0.0183 0.0892 0.0274 1.294 0.1957 657 % 429 %
Death age 6 0.0047 0.0216 0.031 0.0134 0.3506 0.7259 0 a1.1 %
HFD % a -0,0192 ~0,4062 0,3677 01974 ~0,0975 0,9223 0 82,7 %
HFD days 7 0.0125 0.0913 0.1164 0.053 0.2364 0.8131 0 79.2 %
p-AMPIK/AMPK Glycemia 8 0.0126 0,0348 0.0601 0.0242 05212 0.6022 0 86,2 %
Death age 6 ~0.0169 ~0.0296 ~0.0043 0.0064 ~2.6314 0.0085 39.3 % 74.9 %
HFD % 8 -0.2284 -0.4321 -0.0248 0.1039 ~2.1983 0.0279 40.7 % 76.2 %
HFD days 8 ~0.0622, ~0.1116 ~0.0127 0.0252 —~2.4644 0.0137 5.9 % 81.4 %
p-mTOR/mTOR Glycemia 6 0.0882 0.0136 0.1627 0,038 2.3187 0.0204 57,1 % 56.6 %
HFD % 6 0.4236 0.0265 0.8207 0,2026 2.0906 0.0366 45.6 % 65.1 %
HFD days 6 -0.019 ~0.2461 0.2069 0,1156 ~0,1695 0.8654 0.0 ¥ 80.1 W

" Statistically significant at p < 0,05, Bold values denote statistical significance at the p < 0,05 level,

3.4. Effects of HFD-induced diabetes on autophagy-related proteins

In the studies selected for analysis, we identified three methods for
DM induction: $TZ, HFD, and a combination of STZ and HFD. The papers
that used STZ as their sole induction method, however, failed to report
sufficient data (i.e., mean and standard deviation), thus not allowing the
performance of n more comprehensive meta-analysis. For this reason,
the changes in autophagy-related proteins deseribed herein are related

to HFD or STZ ++ HFD induction methods.

Results from seven studies [5,26,32 37,45.40,57] using HFD + STZ
for diabetes induction showed that diabetic murines presented elevated
p62 in liver compared to the nondiabetic murines (SMD 6.62, 95 % CI
2,09t0 11,15, p ~ 0.004; I? - 80 %), and decrensed p-AMPK (SMD -1.94,
9506 CI -3.26 to —0.62, p = 0.004; I* = 0 %), ATG-7 (SMD -4.47, 95 % CI
6,63 to - 2,30,p < 0,0001; 17 = 09%) and LG3-11 protein (SMD -2.,01, 95
% CI -3.30 to —0.72, p = 0.002; I* = 0 %). Diabetes did not affect the
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liver expression of mTOR (SMD 1.75, 95 % C1-0.16 to 3.66, p = 0.072; I
= 26 %), Beclin-1 protein (SMD -3.30, 95 % Cl -7.02 to 0.41, p = 0.08; I*
“ 92 %), or hepatic mtio of LC3-11/LC3-1 (SMD -1.74, 95 % CI -5.50 to
2.01, p = 0.363; I* — 92 %) (Fig. 2),

The meta-analysis from 16 studies [12,13,2327 2835031,
33-90,45,44 47 50,63 showed that HFD-induced dinbetic murines
presented higher pmTOR/mTOR ratio (SMD 5,20, 95 % C1 1.00 t09.39,
p = 0.015; 1* = 78 %), higher expression of p62 in the liver (SMD 4,63,
95 96 C1 2.02 to 7.24, p = 0.0005; I* = 77 %), and decreased p-AMPK/
AMPK ratio (SMD -2.02, 95 % C1 -3.96 to —0.09, p = 0.040; I° = 85 %)
(Fig. 3) compared to the nondiabetic murines. In addition, diabetes
caused no alteration on the liver expression of p-AMPK (SMD -0.36, 95
9% CI -2.27 to 1.55, p = 0.713; I = 84 %), AMPK (SMD 0.23, 95 % CI
0.64tol1.11,p ~ 0.602; I* « 61 %), Beclin-1 (SMD -1.12, 95 % CI -3.27
to 1.04,p -~ 0.309; I = 68 9%), ATG-5 (SMD 0,06, 95 % CI -1.95 to 2.07,
p = 0.954; F = 83 %), ATG-7 (SMD -4.21, 95 % C1 -8.77 t0 0.35, p =
0.070; I ~ 93 %), LC3-11 protein (SMD -0.25, 95 % CI-1.81 to 1.30, p «
0.749; I* = 87 %) and LC3-11/LC3-1 ratio (SMD 0,13, 95 % Cl -0.89 to
1.15, p = 0.806; I? = 78 %) (Fig. 3).

In the subgroup analysis, there was stmtification according to the
type of animal strain. The C57BL/6 mice that consumed the HFD pre-
sented higher p62 expression (SMD 4.43, 95 % CI 1.93 to 6.93, p =
0.0005; I* = 77.7 %) and higher p-mTOR/mTOR ratio (SMD 6.37, 95 %
Cl13.54109.21,p = 0.0001; I* = 42.7 %). Wistar rats that consumed the
HFD presented decreased p-AMPK/AMPK ratio (SMD -10,18, 95 % CI
-20.14 1o —0.22, p = 0.04; I = NA), while p62 expression (SMD 38.95,
95 9% C1 1.30 to 76.61, p — 0.04; I « NA) and LC3-1I/LC3- ratio (SMD
2.16,95 % CI 0.14 to 4.18, p ~ 0.035; I” = 26.4 %) remnined elevated,
C57BL/6 mice who received HFD + STZ also showed an increase in p62
(SMD 4.16, 959% CI 1.10 to 7.22, p = 0.007; 17 = 0%), but presented that
decrease LC3-11 (SMD -2.01, 95 % CI -3.29 to - 0,72, p ~ 0.002; I* - 0 %)
and p-AMPK (SMD -1.71, 95 % CI -3.12 to —0.30, p = 0.017; I* = NA).
Sprague Dawley rats who received HFD + STZ showed a decrease in
ATG-5 (SMD -17.38, 95 9% C1 -24.38 to 10.37, p = 0.000]1; B= NA) auxd
ATG-7 (SMD -4.81, 95 % Cl -7.42 to —2.20, p ~ 0.0003; I « NA)
(Tnble 2).

We also conducted a meta-regression to assess the variables for
glycemic level, animal age, the fot percentage in the HFD, days of HFD
exposure, and primary outcomes in the HFD subgroup. Based on the
meta-regression analysis, the results show that with increasing time of
exposure to HFD, the LC3-11/LC3-1 ratio (p « 0.0353), p-AMPK/AMPK
(p = 0.0137), and Beclin-l (p = 0.0173) expression significantly

decreased. The increased fat percentage of HFD was significantly asso-
ciated with a decrease in the protein expression of LC3-11 (p = 0.0264)
and p-AMPK/AMPK 1atio (p « 0.0279). The reduction of the p-AMPK/
AMPK mtio is nlso associnted with the increase in the animal's nge (p ~
0.0085). However, as glycemic levels (p = 0.0204) and fat percentage of
HFD (p « 0.0366) increase, the p-mTOR/mTOR mtio also increnses,
When other primary outcomes were combined with the variables, no
significant association was found (Table 3),

3.5. Analysis of bias

Fiz 4 shows the assessment of bias risk for each item in animal
studies. Information about the sequence allocation was absent in 2]
studies (43,7 % high risk, 56.2 % clear risk) [3,)0,12.13,10,24,30
A2 36,37 39.41,43,47,49.51,59,63), Baseline characteristics were e
ported in 45 articles (93.7 % Jow risk) [3.5,10,12,18,22. 28,37 63]. In
all studies (100 % unelear risk), the information on the methods used for
animal allocation concealment sequence, evidence of animals housed
randomly, and evidence of blinded caregivers and/or researchers was
lacking. Only one study (98 % unclear risk) [24] reported information
about the random evaluation of results. One study selected (98 % un-
clear risk) [ 3¢] provided evidence on blinded assessors for outcomes. In
most studies (75 9% unclear risk vs 25 % low risk), information on
incomplete outcomes was unclear. There was a low risk of selective
outcome (97,9 % low risk vs 2.1 9 high risk). Other sousces of bias wete
considered at unclear risk level in eight studies (16.6 % unclear risk vs
83.3 % low risk) (12,25 30.30,40.52 53.62]. An additional file shows
the risk of bias in more detail (Supplementary Fig. 1),

4. Discussion
4.1. Main findings

Animal models of human diseases are an integral part of preclinical
research, allowing researchers to facilitate mechanistic studies that are
not possible in humans [64]. We developed the first systematic review
and meta-analysis of the effects of diabetes on the mechanisms of he-
patic autophagy. The results show that the nutophagy process can be
used as a significant dingnostic option approach by combining genetic
and protein levels for diabetes and its hepatic complications. Through
this review, we collected information from diabetic models in murines,
as well as we identified the methods for induction of diabetes, their
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pathways of determination, and their relationships with the autophagy
proteins/genes,

Our results indicate that dinbetic animals fed HFD present defective
liver autophagy, thus contributing to MAFLD and insulin resistance,
which compromises this important organ. The combination of HFD and
STZ (at a single intraperitoneal injection or multiple low dose injections
of —=30-40 mg/kg intraperitoneally) is a widely used method for the
induction of DM2 [16,32]. In turn, when treating with a single injection
of STZ at a high dose (=60 mg/kg), a massive pancreatic beta-cell
destruction is seen, resulting in the induction of DM1 [16]. These
models are well-established and adopted according to the normative
functions used for humans [1]. Regarding the murine strains used in the
selected studies, only the conventional ones (e.g., Wistar or Sprague-
Dawley rats and C57BL/6 mice) were used. Although these strains
have proven advantages [65], we found no standardization for animal
age. This inconsistency in choosing animals for experimental or labo-
ratory models has the potential to impact data quality, lower scientific
validation, and increase experimental variability [06].

Concerning autophagy process, there is no “gold standard” for
determining autophagy status, and that can be applied in all biological
or experimental contexts [ 11]. Autophagy is a highly dynamic process,
that can be modulated both positively and negatively in o tissue-
dependent manner [11,67], However, it is useful to establish refer-
ences for experimental assays that can be used to monitor the autophagy
process in different models, including diabetes. The quality of auto-
phagy assessment depends on the technique employed |3 66]. Ultra-
structural analysis using electron microscopy is considered the classienl
method to detect autophagosomes [11]. However, since electron mi-
croscopy is time-consuming and costly, this technique has been replaced
by the detection of autophagic proteins using antibodies [69]. In this
scennrio, the use of the WB technique has gained great attention as a
simple but powerful procedure to evaluate protein expression in the
autophagic pathway [11]. In the selected studies, we also observed the
use of IHC, which shows advantages such as fast response time, low cost,
and easy performance [ 70]. Nevertheless, most IHC staining protocols
for proteins associated with autophagy have not been validated for
multiple reasons, including unspecified labeling of cellular structures
[11,70].

Among the proteins used to assess autophagy, LC3 stands out [11].
The amount of LC3-11 correlates with the number of autophagosomes
formed [4,1 1], and the LC3-11/LC3-1 ratio is considered an indicator of
nutophagy intensity [11,12]. In our review, four studies evaluated LC3
by IHC [25,38,41,62 ], The THGC technique for LC3 might be challenging
because, in tissues such as the liver, this protein may be located in
structures other than the autophagosome (e.g., lipid droplets). More-
over, information related to autophagy can be provided by techniques
such as qRT-PCR for LC3 mRNA levels assessment [11]. Despite the
existence of two articles reporting mRNA levels for LC3, they could not
be pooled in the quantitative analysis due to insufficient data [56,62],

Although LC3 has been widely used to investigate autophagy, other
proteins can also be applied for this purpose. Beclin-1 is a key protein for
initinting autophagy [ 111, and has been extensively used by many re-
searchers [5,10,23,26,29,32,35,37,40,42-44,47,50-53,57,59,61 ,62], as
well the protein p62 [3,5,13,22-24,28,31-33,36-38,40,43,44,
46,48-50,55,60,62,63].  Additionally, ATG proteins mediate the
expansion of the phagophore and autophagosome formation [4]. Most
ATG genes show no relevant changes in mRNA levels when autophagy is
induced [11]. Thus, other parameters should be used in conjunction,

4.2, Implications

Because autophagy is an essential process for cellular homeostasis,
any change in activity within this pathway should be explored. This
study shows consistent evidence that nutrient and energy surplus nsso-
ciated with diabetes inhibits the mechanism of autophagy in the liver
tissue of murines, This finding might be explained by the high-energy
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substrates and/or high plasma insulin conditions, which lead to meta-
bolic unbalance |71], As n consequence, the mTOR, an important
nutrient sensor and regulator of insulin action on metabolism, is over-
activated through the class PI3K/AKT pathway [#]. Corroborating with
this fact, our meta-nnalysis demonstrated that p-mTOR/mMTOR activity
increased in the liver of diabetic murine, while the p-AMPK/AMPK ratio
was diminished, thus, affecting the full eyele of autophagy. When
autophagy is inhibited by mTOR, several problems related to the
retention of poorly folded molecules and nged/dysfunctional cellular
organelles can be observed [4]. Furthermore, the lower AMPK activity
contributes to the intracellular lipid ncecumulation and stocks, reduces
autophagy capacity, and contributes to a vicious cyele resulting in
metabolic deterioration, insulin resistance, and the perpetuation of DM2
[14,72].

Our findings also showed that diabetic murine, induced by HFD or
HFD + STZ, present n greater expression of p62 in the liver, When
autophagy is weakened and defective, the p62 protein accumulates in
the cytoplasm, resulting in autophagosome buildup [40,73), Studies
suggest excessive p62 might activate caspase-8 [72], reinforcing the
relationship between impaired autophagy, cell death, and liver damage
[27.53]. In addition, under nutrient-rich conditions, the expression of
p62 in hepatocytes promotes constitutive activation of mTOR through
P62/TRAF6 interaction, This activation might anticipate fibrosis and
liver damage, linking the accumulation of p62 to MAFLD [73]. Finally,
deficiency in the function of p62 increnses the nctivity of the adipogenic
regulator PPARy. PPARy inhibits autophagy and imparts the character-
istics of the metabolic syndrome with glucose intolerance and insulin
resistance [74,75].

When observing the animals induced with the association HFD |
STZ, owr data showed that chronic high fat and glucose load decreased
expression of ATG-7 and affected the lower conversion of LC3-1 to LC3-
IL In mammals, ATG-7 is essential for ATG-12 conjugation, LC3 modi-
fication systems, and autophagosome formation [14,26]. Singh et al.
[14] demonstrate that mice knocked the ATG-7 gene, which displayed a
massive accumulation of triglycerides and cholesterol, and impaired
liver.

The present study used subgroup analysis in rats and mice to assess
the autophagic hepatic protein expression species-specific responses,
The results indicate that decreased p-AMPK and increase p62 are com-
mon responses between species and independent of the induced-
diabetes method. However, one major aspect shown by this review is
that the LC3-11/LC3-1 ratio remained elevated in mts fed HFD while it
remained unchanged in mice, Meanwhile, mouse-specific responses
were phenotypically anchored to mTOR accumulation. This species-
specific response is most likely related to differences in the genes
involved with lipid metabolism [76]. Another noteworthy finding is that
only Sprague Dawley rats induced with HFD + STZ had decreased
expression of ATGs. Therefore, our review emphasizes that differences
between mice and rats exist and they should always be considered when
extrapolating results across species.

Based on meta-regression results, we bring evidence that decrensed
proteins of the macronutophagic pathway are correlated with the in-
crease in the p-mTOR/mTOR ratio (due increase glycemic levels and/or
exposure to nbnormally high lipid concentrations). When nutrients are
available, mTOR is activated. From a clinical perspective, chronic mTOR
activation contributes to obesity by mediating excess fat deposition and
insulin desensitization, which translates into reduced glucose uptake
and glycogen synthesis in the liver and muscle, along with increased
gluconeogenesis and glucose released by the liver. Collectively, these
effects lead to n worsening of hyperglycemin and hyperinsulinemia that
are generated by excess nutrients [/7]. Our meta-regression also dem-
onstintes that the duration of an HFD affects the autophngy response in
the liver, Rodents receiving an HFD for short time have a marked in-
crease in autophagy, whereas there is a decrease in autophagy in rodents
receiving an HFD for the long-term [10,27], There is speculation that
this transitional increase of autophagy in the acute phase may represent

38



L.L. da Crus et al.

an adaptive mechanism to get rid of the fat overlond [10], but chronic
HFD suppressed autophagic responses in the liver. Finally, our results
showed that aging is related to a lower ability to activate AMPK, Since
aged mice are more prone to develop insulin resistance than younger
mice [7&], these results reinforce the importance of an animal's age
when evaluating nutophagy. Furthermore, it is well known that the
chances of developing diabetes increase in middle-aged humans and
may accelerate the aging processes [79], thereby making aging, auto-
phagy, and diabetes tightly interconnected. However, the experimental
results must be analyzed together with other parameters (glucose levels,
insulin, mitochondrial parameters, oxidative stress, inflammatory out-
comes, and cell death). For, when responding to perturbations in the
extracellular environment, cells tune autophagic flux to meet intincel-
lular metabolic demands and support possible repair mechanisms [67].

4.3. Limitations and strengths

This study presents unique and relevant strengths, First, it connects
and improves our view of the relationship between diabetes and auto-
phagy. Second, n comprehensive search in three databases wos per-
formed, giving us an astonishing amount of 1033 animals. Analysis of
the selected literature indicates that HFD-related diabetes can nega-
tively influence liver autophagy in murines. Additionally, the results
presented in this study can be used to plan, develop, and modify future
studies and protocols. Furthermore, new appronches can be established
using 3D organoids liver [£0,141 1. The development of new technologies
permits to decrease the limitations existing in animal models and to
study of the role of autophagy in maintenance and tissue self-
organization. Although this review was conducted on murines, pro-
tocols using HFD are known to be suitable preclinical models, mimicking
the full spectrum of the metabolic and histological features of human
MAFLD including obesity, diabetes, insulin resistance, and, most
importantly, liver inflammation [#2],

In contrast, there are some limitations to be pointed out. No paper
reported how the sample size or power of studies was caleulated,
Moreover, the studies included in this review employed different
intervention periods, a great disparity in fat content, and significant
heterogeneity among them. According to literature, humans obtain
about 30 % of their daily calories from fat, which is less than the 60 %
calories from fat used in many murine studies [ 171, However, for greater
translational effect, it is imperative to adequately choose the fat per-
centage and composition of diets when using HFD-models. Although we
included the study from Cohova et al. [12], which did not consider the
glycemic level for DM diagnosis, they presented favorable diabetic in-
duction criterin with higher glycemic and insulin levels for the DM
group compared to the control. It is important to highlight that studies
evaluating autophagy in STZ-induced diabetic murine are scarce, thus
opening n field for future investigations, In addition, only three studies
used females [32,33,52), Evidence suggests differences in glucose and
lipid metabolism between men and women are due to sex hormones
[43]. Women are generally less likely to suffer from the consequences of
diet-induced DM than men [54]. The disparity between genders for
phenotypes of diet-induced insulin resistance and glucose intolerance is
even more prevalent in mice and rats, with males being the most affected
[17]. Therefore, the scarcity of female studies makes it difficult to
confirm a probable sex influence on the autophagy process, leaving this
question open for future research. Lastly, although several guidelines
have been published and used for the interpretation of autophagy
measurements [11], the anutophagy flux stands out since it provides
details about the sequestered and deginded amount. Despite that,
Papackova et al. [10] were the only ones to measure the in vivo auto-
phagy flux. Our quality assessment shows that key methodological as-
pects were often not reported in sufficient detail or were not reported at
all. We recommend researchers do adequate animal experiments and
manuseript confection according to the Animal Research: Reporting of In
Vivo Experiments (ARRIVE) guidelines, which improve the quality of
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studies and enable its reproduction [85],

5, Conclusions

This study shows that diabetic rats and mice, which have been
induced by HFD or HFD - STZ administration, present defective hepatic
autophagy related to higher mTOR expression, p62 accumulation, and
decreased AMPK expression. Rat and /or mouse-specific protein changes
were associnted with the inhibition and impairment of cellular auto-
phagy. Furthermore, the meta-regression results showed a decrease in
HFD-induced autophagy responses as increased glycemic levels, fat
percentage, long-term exposure, or the animal age advanced. The
imbalance of (auto)phagolysosomes contributes to metabolic
dysfunction-associated fatty liver disense and cell death. These findings
are of the utmost importance since HFD consumption, as well as diabetes
incidence, are growing exponentially due to current lifestyle choices.
The understanding of these autophagy pathways will provide new op-
portunities for treatment of damaged liver caused by excess calorie
intake nnd metabolic disenses. This systematic review, however, em-
phasizes the need for well-designed methodological studies to reduce
potential bias from animal-based research.
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CAPITULO II
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RESUMO

A autofagia é um processo de degradacdo dos constituintes intracelulares nos lisossomos,
contribuindo para a regulacdo hepética. Entretanto, as alteracfes existentes na autofagia
durante a programacdo fetal da prole de mées diabéticas e expostas a um insulto dietético
ainda ndo foram investigadas. O objetivo foi avaliar como o diabete materno, associado ou
ndo a uma dieta hiperlipidica (DHL) no periodo pés-natal, compromete parametros
metabolicos e a autofagia hepética de descendentes adultas. Ratas Sprague Dawley, filhas
de maes ndo-diabéticas (controle = FC) ou diabéticas (FD), foram alimentadas com dieta
padrdo (DP) ou DHL desde o desmame até a idade adulta (n=5 ratas/grupo): FC/DP,
FC/DHL, FD/DP e FD/DHL. No dia 115 de vida, foi realizado o teste oral de tolerancia a
glicose. No dia 120 de vida, foram determinadas as concentragdes séricas de colesterol total,
triglicerideos e transaminases hepaticas. A razdo de Ritis e o indice TyG foram calculados
para avaliacdo de resisténcia a insulina. Amostras de figado foram utilizadas para dosagem
de marcadores inflamatdrios, estresse oxidativo e para analise de expressdo de proteinas,
por Western blotting, relacionadas a autofagia e apoptose. Analises histomorfométricas e a
avaliagdo do acumulo de lipofuscina também foram realizadas para marcagéo indireta de
senescéncia celular. Os grupos FC/DHL, FD/DP e FD/DHL apresentaram intolerancia a
glicose e aumento no nimero de hepatdcitos na idade adulta. Além disso, ratas FD/DP e
FD/DHL apresentaram hiperlipidemia e resisténcia a insulina. Adaptac@es nas vias redox
hepaticas foram observadas no grupo FD/DP com aumento da atividade de marcadores de
defesa antioxidante, incluindo catalase e glutationa peroxidase. O grupo FD/DP também
exibiu aumento da expresséo proteica de marcadores da autofagia, tais como p-AMPK,
LC3-1I/LC3-l e p62/SQSTML1, acumulo de lipofuscina e ativacdo de caspase-3. Apos
exposicdo a DHL, a prole adulta de ratas diabéticas teve fosforilacdo reduzida de AMPK e
da razdo LC3-II/LC3-1, além da presenca de esteatose, estresse oxidativo e inflamacéo.
Portanto, a reducdo de autofagia, estimulada por DHL, e mediada por AMPK, pode ser de
vital importancia para 0 aumento da suscetibilidade a doenca hepética gordurosa associada
a disfungdo metabdlica induzida por diabete materno. Assim, a modulacdo autofagica nos

redireciona para novos tratamentos das complicagdes hepaticas.

Palavras-chave: AMPK, Diabete, DOHaD, Figado, Lipofagia, MAFLD.
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1. INTRODUCAO

Entender a programacdo do desenvolvimento de doengas cronicas esta se
tornando cada vez mais relevante devido a exposicdo crescente da prole a
subnutricdo ou supernutricdo, obesidade e diabete materno (Spradley et al., 2018).
Diabetes mellitus (DM) é caracterizado por hiperglicemia. E um grupo heterogéneo
de distdrbios metabdlicos e afeta cerca de 537 milhGes de pessoas e pode chegar a
783 milhdes até 2045 (American Diabetes Association - ADA, 2023). A sindrome
diabética, entre mulheres em idade fértil, pode surgir antes da gravidez, sendo
definida como diabete materno pré-existente (DM tipo 1 e tipo 2), ou ocorrer apenas
na gestacdo, denominada de DM Gestacional (ADA, 2023). A hiperglicemia na
gravidez € responsavel por efeitos adversos em maes e criangas no periodo perinatal
(Hod et al., 2015). Além disso, o diabete materno pode afetar o desenvolvimento da
prole a longo prazo, causando diabete e outras doengas metabdlicas na idade adulta
(Tozour et al., 2020). O conceito Developmental Origins of Health and Disease
(DOHaD) propéem que um ambiente sub6timo durante um periodo critico de
desenvolvimento, seja no periodo pré-concepcao, periodo fetal, infancia e/ou
primeira infancia do individuo, pode induzir mudancas permanentes na estrutura e
funcdo de 6rgéos especificos e ter efeitos profundos sobre a satde ou doenca ao
longo da vida (Keshavijee et al., 2022).

Um dos principais 6rgdos suscetiveis aos efeitos do estresse oxidativo,
induzido por hiperglicemia, é o figado (Bugianesi et al., 2005). O estado
hiperglicémico favorece a formacdo de produtos de glicacdo avangada, acimulo
citoplasmatico de proteinas oxidadas e disfuncdo mitocondrial no figado, o que
contribui para a resisténcia a insulina, inflamag&o e morte celular (Yzydorczyk et
al., 2017; Gonzalez et al., 2023). Essas alteracGes provocam lesdo hepatica,
incluindo a doenca hepatica gordurosa associada a disfuncdo metabolica (do inglés
Metabolic dysfunction-associated fatty liver disease - MAFLD), sendo a causa mais
comum de doencas hepéticas e responsavel pelo aumento da mortalidade global
(Eslam et al., 2020). O mecanismo envolvido na lesdo hepética, causada pelo DM,
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ndo esté claro e sugere-se uma conexao entre lesdao hepatica induzida pelo diabete e
autofagia anormal (Yu et al., 2019; Joo et al., 2020).

Autofagia € um processo celular importante, mediado por lisossomos, e que
envolve a degradacdo de organelas senescentes, proteinas danificadas e lipidios,
fornecendo nutrientes necessarios para atender as necessidades energéticas da célula
e garantindo o controle de qualidade das organelas (Madrigal-Matute e Cuervo,
2016; Ardem, 2018). Este processo é dividido em trés tipos principais:
macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperonas (Mizushima e
Komatsu, 2011). A macroautofagia é responsavel por mais de 90% da autofagia
celular (Yao et al., 2020). Sendo assim, este artigo se concentrard nos mecanismos
envolvidos na macroautofagia, a qual passara a ser citada a partir daqui como
autofagia.

O processo autofagico inclui trés estagios principais: formacdo do
autofagossomo, fusdo do autofagossomo com lisossomos com a formacdo do
autofagolisossomo (ou autolisossomo) e degradacédo do substrato englobado pelas
enzimas lisossomais (Ardem, 2018). A autofagia € inibida pelo mechanistic target
of rapamycin (mTOR), enquanto que a AMP-activated protein kinase (AMPK)
estimula a autofagia, a qual regula a ativacao da proteina Interaction myosin/moesin
like coiled-coil protein 1 (Beclin-1) para o inicio da formacdo do fagoéforo, uma
projecdo da membrana do reticulo endoplasmatico (Tain e Hsu, 2017). A proteina
Microtubule associated protein light chain 3 (LC3) é um marcador-chave da fase
de alongamento e estd envolvida na formacdo da vesicula de dupla membrana
denominada autofagossomo, pela ligacédo a fosfatidiletanolamina (PE) junto com a
degradacdo das proteinas da familia das Autophagy-related gene (ATGS).
Posteriormente, a proteina Sequestosome 1 (SQSTM1), conhecida como p62, se
associa as proteinas ubiquitinadas nas membranas autofagossémicas, reconhecendo
0 conteldo citoplasmatico a ser degradado (Cho et al., 2017). A etapa de fusdo do
autofagossomo com lisossomo é dependente da glicoproteina LAMP-2 (Cho et al.,
2017; Arden, 2018). Em tecidos periféricos, como o figado, a autofagia desempenha
um importante papel na glicogenolise, gliconeogénese, B-oxidacao de acidos graxos
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e degradacdo de goticulas lipidicas (Madrigal-Matute e Cuervo, 2016; Cho et al.,
2017). Qian et al. (2018) demonstraram que a supressao de reguladores autofagicos
e a diminuicéo da atividade lisossomal em hepatocitos compromete a capacidade do
figado de se adaptar ao estresse metabolico e prejudica a acdo da insulina. Isto
confirma que processo autofagico tem importantes implicacdes na sindrome
metabolica.

A fim de avaliar a disfuncdo da autofagia, associada a doencgas metabolicas,
estudos utilizam dietas hiperlipidicas (DHL) em modelos animais. Recentemente,
publicamos uma revisdo sistematica e meta-analise, sugerindo que murinos
(camundongos e ratos) diabéticos, cuja inducdo foi feita pela administragdo de
DHL, apresentaram comprometimento da autofagia celular (Da Cruz et al., 2022).
Além disso, houve diminuicdo na resposta autofagica conforme aumentava a
glicemia, percentual de gordura, exposicao a longo prazo a DHL ou idade avangada
do animal (Da Cruz et al.,, 2022). Entretanto, a maioria dos estudos foram
desenvolvidos em machos, deixando uma questdo em aberto sobre a possivel
alteracdo do processo autofagico em animais do sexo feminino.

Ademais, a presenca da hiperglicemia materna também é outra importante
questdo a ser explorada quanto a interferéncia ou ndo na modulagdo da autofagia no
tecido hepético na prole adulta. Estudos em humanos sdo limitados em funcéo de
variaveis incontrolaveis, como fatores socioecondmicos, nutricionais e genéticos
(Lépez-Soldado e Herrera, 2003), além de levarem décadas para obter a
compreensdo da base mecanicista na primeira geragédo (F1) (Morrison et al., 2018).
As restricdes éticas também devem ser consideradas em funcdo da necessidade de
bidpsias consecutivas no figado para realizagdo de analises mais abrangentes
(Kwanten et al., 2014). A utilizacdo de modelos animais é uma ferramenta valiosa
para compreender os mecanismos envolvidos na programacdo metabdlica e fetal e
para o desenvolvimento de novas intervencdes terapéuticas (Wojcikowski e Gobe,
2014; Williamns et al., 2014; Morrison et al., 2018). As repercussdes existentes nos
6rgdos de roedores sdo muito semelhantes as dos seres humanos (Wojcikowski e
Gobe, 2014; Williamns et al., 2014).
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Assim, tendo em vista a alta incidéncia de diabete, sedentarismo, consumo
excessivo de alimentos hipercaldricos e a falta de estudos sobre a associagdo do
diabete materno e a exposicdo a DHL ap6s o desmame, ha necessidade de verificar
as alteracdes glicémicas, lipidicas, estresse oxidativo e inflamacdo, bem como as
repercussdes no processo de autofagia no figado da prole adulta de ratas diabéticas,
para compreender os mecanismos fisiopatoldgicas envolvidos. A hipdtese deste
estudo € que o ambiente diabetogénico durante a gestacdo e o consumo de dieta
hiperlipidica durante o periodo p6s-natal comprometerdo parametros metabolicos e
0s biomarcadores do processo de autofagia do tecido hepatico da prole adulta de
ratas. Portanto, o objetivo foi avaliar os efeitos metabdlicos e a modulacdo da
autofagia hepatica em descendentes adultas de ratas diabéticas, submetidas ou nao

a DHL, no periodo pés-natal.

2. MATERIAIS E METODO

2.1 Animais

Todos os procedimentos experimentais aplicados neste estudo estdo em
conformidade com o Guia do Instituto Nacional de Saude para cuidados e uso de
animais de laboratdrio (National Research Council, 2011), as diretrizes ARRIVE
(do inglés Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) (Percie du Sert et
al., 2020) e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
de nossa Instituicdo, sob protocolos 1218/2017 e 1341/2019 (Anexos 1 e 2,
respectivamente).

Foram utilizados ratos da linhagem Sprague Dawley, machos e fémeas, com
aproximadamente 120 dias de idade [250 e 220 gramas (g) de peso corpéreo,
respectivamente]. Os animais foram comprados do Centro de Animais da
UNICAMP (CEMIB) e mantidos em nosso biotério livres de patdgenos e sob
condi¢des controladas, com temperatura (22+2°C), umidade (50+10%) e ciclo
claro/escuro (12/12h). Os animais foram alocados aleatoriamente em gaiolas de

polipropileno forradas com maravalha, com capacidade para trés animais por
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gaiolas. Foi realizado enriquecimento ambiental com a introdugdo de bolas de

papéis amassados em cada caixa (Simpson e Kelly, 2011) para reducéo do estresse.

Agua filtrada e racio foram oferecidas ad libitum.

2.2 Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo experimental, transversal e analitico. A sequéncia

experimental esta resumida na Figura 1.
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Figura 1. Desenho experimental.
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2.3 Sequéncia Experimental da Geragdo Parental (Fo)

As ratas receberam a droga beta ()-citotoxica, Streptozotocin (STZ, Sigma-
Aldrich Chemical Company®, EUA), na dose de 70 mg/kg, via subcutanea para
indugdo do diabete no 5° dia de vida pds-natal (Sinzato et al., 2021). Outro grupo
de filhotes fémeas compuseram o grupo ndo-diabético (Controle) e receberam o
volume equivalente de veiculo (tampéo citrato - 0,01 M, pH 4,5) no mesmo dia que
0 grupo que recebeu STZ. Aos 75 dias de vida (vida adulta), estas ratas foram
submetidas ao Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG) para avaliar os valores
glicémicos para caracterizacdo dos critérios de inclusdo. Para isso, apos seis horas
de jejum, foi coletada uma gota de sangue da cauda das ratas para determinacéo
glicémica (tempo 0). Logo apds, as ratas receberam solucédo de glicose (0,2 g/mL)
via intragastrica (gavage) na dose de 2,0 g/kg de peso corpdreo. Decorridos 30, 60
e 120 minutos (min) apds a administracdo da solucdo de glicose, as glicemias foram
determinadas em glicosimetro convencional, sendo que valores > 200 mg/dL em
pelo menos um ponto do TOTG confirmou o diabete (Sinzato et al., 2021, ADA,
2023). Para o grupo controle, foram incluidas apenas ratas com glicemia < 140
mg/dL em pelo menos trés momentos durante o TOTG. Ratas que néo apresentaram
as caracteristicas acima, foram anestesiadas, eutanasiadas e excluidas deste estudo.

A partir dos 90 dias de vida, as fémeas inclusas nos grupos Diabete e
Controle foram acasaladas com machos normoglicémicos (3 fémeas para 1 macho)
ao final da tarde, com duracdo méxima de 15 dias, para obtencdo de maes com e
sem diabete (Geragdo parental), com o objetivo criar um ambiente intrauterino
inadequado a partir da inducdo do diabete. Na manhad seguinte, quando os
espermatozoides foram encontrados no esfregaco vaginal, a prenhez foi confirmada
e este foi designado como dia 0 de prenhez. As ratas que ndo acasalaram ap6s 15
dias consecutivos foram consideradas inférteis e excluidas deste estudo (Sinzato et
al., 2021). Durante a prenhez, as ratas foram mantidas em caixas individuais e as
proles, obtidas através de parto vaginal, foram usadas como foco desta pesquisa.

Ap0s o0 nascimento, em funcdo do numero de tetos funcionais e para garantir
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acesso igualitario ao leite materno, foram mantidos ndo mais que oito filhotes por
ninhada até o desmame (DPN 22), mantendo o mais préximo possivel de uma
proporcao sexual de 1:1, ou seja, 4 machos e 4 fémeas (Zambrano et al., 2005).
Quando a ninhada apresentasse até oito filhotes, se ambos 0s sexos estivessem
presentes, ndo houve manipulagdo. Quando as ninhadas excederam 8 filhotes, foram
selecionados machos e fémeas de forma aleatoria. Se a ninhada fosse inferior a oito
filhotes por mée, essa mée e sua ninhada foram excluidas deste experimento, mas

mantidas em nosso biotério e usadas em outros estudos.

2.4 Sequéncia Experimental das Descendentes de Maes Diabéticas e
Controle (Primeira geracédo — F1)

A partir do desmame, duas descendentes fémeas de cada rata-mae controle
(FC) e diabética (FD) foram distribuidas em quatro grupos experimentais (n minimo
= 5 animais/grupo), seguindo um sorteio aleatorio. Desde o desmame até 0 120° dia
de vida, periodo equivalente aos periodos de infancia, adolescéncia e idade adulta
humana (Lomas-Soria et al., 2018), estas filhas receberam diferentes dietas (padréo
ou dieta hiperlipidica) (Paula et al., 2022), sendo assim distribuidas:

v FC/DP: filhas de maes controle e alimentadas com dieta padrao (DP);

v' FC/DHL.: filhas de maes controle e alimentadas com dieta hiperlipidica
(DHL);

v' FD/DP: filhas de mées diabéticas e alimentadas com dieta padréo;

v' FD/DHL: filhas de maes diabéticas e alimentadas com dieta
hiperlipidica.

Para calcular o tamanho da amostra (n), foi utilizado um delineamento
randomizado com base nos estudos de Zhou e Ye (2018) e de Lai et al. (2021),
considerando um poder de 80% e confiabilidade de 95%, sendo um “n” minimo de
5 animais/grupo.

As ratas FC e FD receberam uma dieta padréo (com teor de 28,5% kcal de
proteina, 62,6% kcal de carboidratos, 8,7% kcal de gordura — racdo comercial de
rato, Purina®, Brasil) ou hiperlipidica (DHL) (com teor de 23,4% kcal de proteina,
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46,6% kcal de carboidratos, 30% kcal de gordura) (Paula et al., 2022). A DHL foi
preparada artesanalmente na Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) da
Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB/UNESP), usando o0s seguintes
ingredientes: farelo de soja, sorgo, casca de soja, amido de milho, acucar refinado,
banha de porco, minerais (ferro, biotina, vitamina B12, vitamina D, vitamina B6,
vitamina E, vitamina A, selénio e potassio) e sal. Estes ingredientes foram moidos,
misturados e oferecidos na forma de pellets. Apds o preparo, a racdo foi mantida
sob refrigeracdo até o0 momento do consumo. A comparagdo bromatoldgica entre as
dietas é apresentada no Apéndice 1. Como as dietas apresentaram caracteristicas
visuais que permitiam facilmente a sua distin¢do, ndo foi possivel o alojamento

aleatorio dos animais e o cegamento dos cuidadores e/ou investigadores.

2.5 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

Aos 115 dias de vida, apds 6 horas (h) de jejum, foi realizado o TOTG para
avaliacdo da tolerancia a glicose, conforme descrito anteriormente (Tai, 1994;
Gallego et al., 2019). A avaliacdo da glicemia em funcdo do tempo foi estimada

calculando a area sob a curva (ASC), usando o método trapezoidal (Tai, 1994).

2.6 Morte das Ratas-filhas e Coleta das Amostras de Figado na Vida Adulta

Aos 120 dias de vida, as ratas foram anestesiadas com tiopental sodico
(Thiopentax® - dose de 120 mg/kg, via intraperitoneal) e, apds perda dos reflexos,
foram decapitadas para coleta de sangue e submetidas a laparotomia para a coleta
do figado. O peso relativo do figado foi calculado usando a equacdo: (peso do
orgdo/peso corpéreo de cada animal) x 100, sendo o resultado expresso em
gramas/100 gramas de peso vivo (g/100g p.v.). Posteriormente, o maior lobo
(esquerdo) de cada animal foi fatiado para determinacéo de marcadores de estresse
oxidativo, dosagem de citocinas, avaliacao da expressao proteica, e armazenamento

em formaldeido para andlises histologicas.

2.6.1 Avaliacéo do Perfil Bioquimico
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Amostras de sangue foram coletadas em tubos livres de anticoagulante e
centrifugadas a 1.575 x g durante 10 min a 4°C para obtencdo de amostras de soro,
sendo armazenadas a -80°C e, posteriormente, utilizadas para dosagem por kits dos
seguintes parametros bioquimicos: aspartato aminotransferase (AST) (Wiener®,
Argentina, cédigo #1751302), alanina aminotransferase (ALT) (Wiener®,
Argentina, cédigo #1761302), triglicerideos (Wiener®, Argentina, cddigo
#1780105) e colesterol total (Wiener®, Argentina, codigo #1220114), conforme as
especificacbes do fabricante. Lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL -
colesterol) foi determinada por calculo matematico proposto por Knopfholz et al.
(2014). Todas as analises foram realizadas com o investigador cego e mensuradas
utilizando espectrometria de luz através do equipamento UV1800 (Shimadzu
Europe®, Alemanha). Posteriormente, o indice TyG foi calculado usando a seguinte
equacdo: TyG= Ln [triglicerideos em jejum (mg/dL) x glicemia de jejum (mg/dL) /
2], utilizado como ferramenta para avaliacdo da resisténcia a insulina (Guerrero-
Romero et al., 2010). Para avaliacdo de dano hepatico, a razao de Ritis foi calculada
(Razdo de Ritis = concentracdo de AST/concentracdo de ALT) (De Ritis et al.,
1957).

2.6.2 Analise de Marcadores de Estresse Oxidativo Hepatico

Para a analise do estresse oxidativo, todos os biomarcadores foram
estimados em homogenatos de figado. Substéncias reativas ao 4cido tiobarbitdrico
(TBARS), perdxido de hidrogénio (H20>) e grupos tiois reduzidos (-SH), bem como
as atividades antioxidantes das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx) foram determinadas. Fragmentos frescos de
tecido hepatico foram coletados no dia da eutanasia e congelados a -80°C. Estas
amostras de figado foram homogeneizadas usando o sistema bullet blender com a
adicdo de granulos de zirconio, solucdo salina tamponada com fosfato (PBS-0,1M
Na:HPO4, 0,1M KH2PO4, 0,1M EDTA, pH 7,8) e coquetel de inibidor de protease
(Sigma-Aldrich Chemical Company®, EUA) para ensaios de GPx, CAT, -SH e
H20,. Para TBARS, tampdo RIPA Lysis Buffer 1x (Millipore®, EUA) foi usado.
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Para SOD, foi utilizada uma solugdo com 20 mM de HEPES, 1 mM de EGTA, 210
mM de manitol, e sacarose 70 mM (pH 7,2) (Sinzato et al., 2022). Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 1.600 x g por 10 min a 4°C para GPx, CAT, -SH, e
H>0>; a 240 x g por 10 min a 4°C para TBARS e a 1.500 x g por 5 min a 4°C para
SOD, conforme descrito por Sinzato et al. (2022). As concentracdes de proteinas
totais foram determinadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

Todo o ensaio dos marcadores de estresse oxidativo foram realizadas em
nosso laboratorio utilizando a técnica de Sinzato et al. (2023). A determinacao de
TBARS foi avaliada como indice de peroxidagdo lipidica. Resumidamente,
homogenatos de figado, previamente preparados, foram adicionados a um tubo de
ensaio contendo hidrato de acido 5-sulfosalicilico (Sigma-Aldrich Chemical
Company®, EUA) a 3%, agitados em vortex por 10 segundos (s), centrifugados a
18.000 x g por 3 min a 4°C e deixados em repouso por 15 min a 25°C.
Subsequentemente, dgua ultra pura (branco) ou sobrenadante (obtido das amostras)
foram diluidas em solucdo de acido tiobarbitdrico (Sigma-Aldrich Chemical
Company®, EUA) a 0,67%. A mistura foi aquecida por 30 min a 95°C e, entdo,
resfriada por 10 min no gelo para parar a rea¢do (Yagi, 1976). As absorbancias de
cada amostra foram medidas em 535 nm.

A atividade enzimatica da SOD foi determinada a partir de sua capacidade de
inibir a auto-oxidacdo do acido pirogalico (pirogalol). A reacdo foi iniciada pela
adicdo de pirogalol (Synth®, Brasil) (concentracdo final de 0,2 mmol/L). A
absorbéancia foi medida imediatamente nos momentos 0 (TO) e 10 (T10) min a 25°C
a 420 nm (Marklund e Marklund, 1974).

Para o ensaio de H20, uma solugédo contendo 1,71 M NaCl, 34 mM KCl, 14
mM K>HPO4, 0,1 M Na;HPO4, 90 mM CaCly, 0,11 M MgCls, 0,1% de vermelho
de fenol e solucdo de peroxidase (0,1 M KH2PO4 + 0,1 M KoHPO, + agua ultra
pura, pH 7,0) foi diluida em agua ultra pura. Subsequentemente, adicionada ao pogo
“branco” ou das amostras (homogenatos de figado). A microplaca foi incubada por
10 min a 37°C. Apos a incubacdo, a reacgdo foi interrompida pela adi¢do de solucéo
de NaOH 1M. A absorbancia foi medida em um comprimento de onda de 620 nm
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(Noble e Gibson, 1970).

A atividade de CAT foi medida pela adi¢do de NaH,PO4.H.O 0,1 M em cada
poc¢o contendo as amostras. Em seguida, H.O2 1M foram adicionados a uma cubeta
de quartzo (concentracdo final de H.O2 20 mM) (Aebi, 1984). As medidas cinéticas
foram realizadas imediatamente por 2 min a 25°C em um espectrofotdmetro
UV1800 (Shimadzu Europe®, Alemanha) a 240 nm. A diminuicdo da absorcédo em
240 nm em 120 s foi determinada e a atividade de CAT foi calculada.

O teor de GPx foi realizado monitorando a oxidacdo do NADPH. A solucgéo
de mistura foi preparada contendo solugdo GSH, solugéo de GSH-Rd e NADPH. A
atividade de GPx foi medida adicionando tampao Tris/HCI (EDTA 1 mol/l; pH 8,0;
5 mmol/l) (25°C) e amostras em cada po¢o. Em seguida, a solucdo de mistura foi
adicionada e homogeneizada por pelo menos 1 min para equilibrar a temperatura.
Para iniciar a reacdo de GPx, foi adicionada solucdo de hidroperdxido de t-butil (7
mM) e a absorbéncia foi medida em intervalos de 1 min durante 5 min a 25°C em
uma microplaca a 340 nm (Lawrence e Burk, 1976).

Para a quantificacdo de SH, homogenatos hepaticos foram avaliados pelo
método descrito por Hu (1994), com base no desenvolvimento de coloragdo amarela
quando adicionado o &cido 2-nitrobenzdico (5,5'-Dithiobis, DTNB, Sigma-Aldrich
Chemical Company®, EUA). Posteriormente, a microplaca foi agitada por 10 min a

750 rpm com leitura a 412 nm.

2.6.3 Anélise de Citocinas no Tecido Hepatico

Para a avaliacdo do perfil de citocinas no tecido hepatico, 100 mg de tecido
hepético de cada animal foi homogeneizado em tampéo de extracdo RIPA Lysis
Buffer 1x (Millipore®, EUA), com adicdo do inibidor de protease (Sigma-Aldrich
Chemical Company®, EUA). Posteriormente, centrifugados a 1.600 x g durante 10
min a 4°C para obtencdo dos homogenatos de figado. Foram utilizados kits para
dosagem das citocinas, como o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) (R&D
Systems®, EUA, cddigo #DY510-05), Interleucina —6 (IL-6) (R&D Systems®, EUA,
codigo #DY506-05), Interleucina — 10 (IL-10) (R&D Systems®, EUA, cédigo
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#DY522-05), utilizando método de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA
sanduiche) de acordo com as instrugdes do fabricante. As absorbéancias das amostras
foram determinadas usando leitor de microplacas ELISA (Biotek®, EUA) com
comprimento de onda de 450 nm. Densidades Opticas (D.O.) foram obtidas e a
concentragcdo de citocinas (pg/mL) de cada amostra foi calculada a partir da
interpolacdo dos valores de D.O. em uma curva padréo ajustada por uma equacgao
de quatro parametros logisticos.

2.6.4 Coloragdo com Hematoxilina e Eosina (HE) e Analises
Histomorfométricas

Amostras de tecido hepatico foram fixadas em formaldeido (P.A.) a 10%
por 24 h. Em seguida, foram acondicionadas em etanol 70%. Os fragmentos foram
processados e incluidos em parafina para corte em micrétomo. Cortes histologicos
de 5 um foram corados com hematoxilina e eosina (HE) no Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu
(FMVZ_Unesp). Apds coloracdo em HE, a analise morfoldgica foi realizada de
forma cega por meio do sistema de imagem computadorizado (Software KS-300,
versdo 3.0, Zeiss®, Alemanha), que recebe uma imagem de camera digital (CCD-
IRIS/RGB, Sony®, Japdo), acoplada ao microscépio (DMR, Leica®, Alemanha). O
software ImageJ (National Institutes of Health, EUA) foi usado para contagem do
namero de hepatocitos e para analise morfométrica de goticulas lipidicas. Para as
analises morfométricas, as fotomicrografias foram convertidas em escala cinza de
8 bits e invertidas em preto-branco para que as goticulas lipidicas aparecessem em
preto. Posteriormente, estruturas inter-hepatécitos (que ndo indicam caracteristicas
de goticulas lipidicas) foram removidas, seguido da andlise de particulas. Todas as
particulas com a circularidade entre 0,5 e 1,0 e o didmetro entre 0,1 e 50 um foram
contadas. O limite superior do tamanho de particula foi fixado em 50 um, para evitar
a contagem automatizada de grandes estruturas que ndo fossem goticulas lipidicas
(por exemplo, a veia central) (Piao et al., 2018). O numero total e o didmetro médio
de goticulas de gordura, além da fracdo de area (%) ocupada pelas goticulas
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lipidicas, foram considerados (Piao et al., 2018).

2.6.5 Deteccéao Histologica do Acumulo de Lipofuscina por Sudan Black

Para avaliacdo de acumulo de lipofuscina, residuos ndo digeriveis nos
lisossomos, os fragmentos do tecido hepatico foram fixados em formaldeido (P.A.)
a 10% por 24 h, desidratado em concentracGes progressivas de alcool e incluido em
parafina. Cortes histologicos de 5 um foram feitos no Departamento de Patologia
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu (FMVZ_Unesp)
com auxilio do micrétomo. Posteriormente, as laminas do tecido hepatico passaram
por processo de desparafinacéo (15 min em xilol I, 15 min em xilol Il, 5 min em
alcool absoluto I, 5 min em &lcool absoluto Il, 5 min em alcool absoluto I11, 5 min
em alcool 95% e 5 min em alcool 85%). Apos desparafinacdo, foram lavadas quatro
vezes em 4gua destilada e coradas em camera Umida com 500 pL de Sudan Black
0,3 % (Exodo Cientifica®, Brasil) por 30 min. Em seguida, foram lavadas em agua
destilada para retirar o excesso de corante, secadas por 30 min em temperatura
ambiente e contra coradas com hematoxilina de Harris por 3 min. Apos coloracéo,
as laminas foram montadas usando laminula e resina, e a anélise foi feita de forma
cega em microscépio éptico. As imagens foram capturadas por meio do sistema de
imagem computadorizado (Software KS-300, versdo 3.0, Zeiss®, Alemanha), que
recebe uma imagem de cadmera digital (CCD-IRIS/RGB, Sony®, Japdo), acoplada
ao microscopio (DMR, Leica®, Alemanha). As analises foram realizadas segundo a
metodologia de Yzydorczyk et al. (2017) e a &rea marcada para coloracdo de
lipofuscina foi quantificada usando o software ImageJ (National Institute of Health,
EUA). Os resultados foram apresentados como a razdo entre a area de lipofuscina e

a area total.

2.6.6 Andlise de Marcadores da Autofagia e Apoptose no Figado por
Western Blotting
Amostras do lobo esquerdo foram congeladas em nitrogénio liquido e

armazenadas em freezer a -80°C até o processamento. As amostras foram
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homogeneizadas para extracdo usando RIPA Lysis Buffer 1x (Millipore®, EUA) com
adicdo de inibidor de protease e fosfatase (Sigma-Aldrich Chemical Company®,
EUA). Posteriormente, foram centrifugados a 1.575 x g por 20 min a 4°C para
remover o material insoltvel. A determinacdo da concentracéo proteica foi realizada
pelo método de Bradford (Bradford, 1976) e, em seguida, as amostras foram
normalizadas. Aliquotas contendo 70 pg de proteinas totais de cada amostra foram
separadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). O peso molecular relativo das
bandas foi determinado de acordo com o padrdo de peso molecular marcado com
cores usando Kaleidoscope (Bio-Rad®, EUA), que foi colocado junto na corrida
eletroforética. Apoés a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana
de nitrocelulose (Millipore®, EUA). As ligacGes de proteinas ndo-especificas foram
bloqueadas pela incubacdo da membrana por 1 h a temperatura ambiente com 5%
de leite desnatado diluido em solugdo salina tamponada com tris e tween 20 (TBS-
T, Sigma-Aldrich Chemical Company®, EUA). Posteriormente, as membranas
foram incubadas por 16 h a 4°C com anticorpos primarios diluido em TBS-T: anti-
mTOR Ser/Thr (CellSignaling®, EUA, cddigo #2983, 1:1000), anti-AMPK alpha
(o) 1 (Abcam®, Reino Unido, cédigo #ab32047, 1:800), anti-Phospho-AMPKa-1,2
(Thermofisher®, EUA, cédigo #PA5-17831, 1:800), anti-Beclin-1 (BD Bioscience®,
EUA, codigo #612112, 1:800), anti-ATG-5 (Cell Signaling®, EUA, cddigo #12994,
1:1000), anti-ATG-7 (Cell Signaling®, EUA, cédigo #8558, 1:800), anti-LC3 A/B
(Cell Signaling®, EUA, codigo #12741, 1:800), anti-p62/SQSTML1 (Elabscience®,
EUA, codigo #70387, 1:800), anti-LAMP-2 (Cell Signaling®, EUA, codigo #49067,
1:500), anti-BCL-2 (CellSignaling®, EUA, cédigo #15071, 1:800), anti-FAS (Bd
Bioscience®, EUA, cddigo #610197, 1:800), anti-BAX (Elabscience®, EUA, codigo
#13814, 1:800), anti-caspase-3 clivada (Abcam®, Reino Unido, codigo #abh2302,
1:500) e B-actina (Cell Signaling®, EUA, codigo #3700, 1:1000). Apés lavagem em
TBS-T, as membranas foram incubadas por 90 min com um anticorpo secundario
conjugado com peroxidase de rabano (HRP) Anti-rabbit 1gG (Cell Signaling®,
EUA, codigo #7074, 1:10.000) ou Anti-mouse (Cell Signaling®, EUA, cédigo
#7076, 1:10.000), especifico para cada anticorpo priméario. Uma solugéo Stripping
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(Millipore®, EUA) foi utilizada (temperatura ambiente, 15 min de incubagéo) para
proteinas com peso molecular proximos ao da pB-actina (FAS e ATG-5) para
remover 0s anticorpos primarios e secundarios e examinar novamente as
membranas testadas. Todas as proteinas marcadas foram detectadas utilizando o kit
de reagentes de quimioluminescéncia aprimorada (ECL) (Bio-Rad®, EUA) e as
imagens das bandas foram capturadas usando uma camera CCD (sistema G: BOX,
Syngene®, Reino Unido). As densidades dpticas integradas (I0D) das bandas de
proteina-alvo foram mensuradas usando o software ImageJ (National Institute of
Health, EUA). Posteriormente, 0s niveis de expressdo de proteinas foram
normalizados pelos valores obtidos do controle interno (B-actina) e os resultados
expressos em fold change como media + desvio-padrao (DP).

2.7 Andlise Estatistica

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do especialista em
Bioestatistica do Escritério de Apoio a Pesquisa (EAP) da Faculdade de Medicina
de Botucatu, Unesp. Os dados foram apresentados como média + desvio padrao.
Apos o teste de normalidade usando Shapiro-Wilk, a comparacao entre 0s grupos
foi realizada utilizando ANOVA seguida do Teste de Comparacdes Multiplas de
Tukey. Caso os dados apresentassem uma distribuicdo assimétrica dos dados, 0s
valores eram comparados usando a Distribuicdo Gama, seguida do Teste de
Comparacdes Mdltiplas de Wald. Para todas as comparacdes, foi considerado um
limite minimo de confianca de 95% (p<0,05). Todas as analises foram feitas pelo

programa SAS for Windows, v.9.4.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracteristicas Gerais dos Grupos Experimentais

Ao realizarmos o TOTG aos 115 dias de vida, observamos que a glicemia
de jejum foi elevada no grupo FD/DP em comparacéo ao grupo FC/DP. Os grupos
FC/DHL, FD/DP e FD/DHL mostraram area sob a curva (ASC) aumentada, obtida
a partir dos dados glicémicos durante os 120 min do TOTG, em relacdo ao grupo
FC/DP, sendo que a ASC mais exacerbada foi no grupo FD/DHL em comparagéo
aos grupos advindos de maes ndo-diabéticas (controle). No dia 120 de vida pos-
natal, a prole feminina de ratas ndo-diabéticas ou diabéticas ndo diferiram em seu
peso corporal. As ratas FD/DP e FD/DHL apresentaram maiores concentragdes
séricas de colesterol total, triglicerideos e VLDL-colesterol quando comparadas as
das proles de ratas controle. Além disso, estas ratas apresentaram maiores indices

TyG em relacdo as filhas de ratas controles (Tabela 1).
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Tabela 1. Peso corporal e parametros bioquimicos de amostras de sangue da prole

feminina de ratas-mdes ndo-diabéticas (Controle - FC) ou Diabéticas (FD),

alimentadas com dieta hiperlipidica (DHL) ou ndo (DP), do desmame até o dia 120

de vida pds-natal.

Grupos
FC/DP FC/DHL FD/DP FD/DHL
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)
Glicemia em Jejum
(sangue total) 1080+9,2 1186+117 141.2+103* 120,6 +13.6
(mg/dL)

ASC 132171+ 166510+ 180833+ 194033 +
(Mg/dL*120 min) 618,0 1201 8* 1369,3* 1013 8**
Colesterol Total Sérico o1\ 45 5501+40 048+125% 780 15,0+

(mg/dL)
Trigliceri ari
iglicerideos Serico 0 0 139 302+102 670466 655110
(mg/dL)
VLDL-colesterol Sérico o, ¢ 64+20  134+13% 134+22%
(mg/dL)
TyG 72+05 75+03  85+01*  82+0.2%
Peso Corporal
2543+165 2663+119 2588+198 2632+85

(9)

Legenda: ASC, area sob a curva; VLDL, Lipoproteina de muito baixa densidade; TyG,

produto de triglicerideos e glicose em jejum.

Valores expressos como média + desvio padrao.
“p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; #p<0,05 - comparado ao grupo FC/DHL (ANOVA
seguida do Teste de Comparacdes Mdltiplas de Tukey).
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3.2 Peso Relativo do Figado e Concentragfes de Enzimas Hepaticas

Aos 120 dias de vida, os niveis sericos de AST foram reduzidos nas filhas
de ratas diabéticas (FD/DP e FD/DHL). Néo houve alteracdo nas concentragdes
séricas de ALT. O indice de Ritis foi menor nos grupos FD/DP e FD/DHL em
comparagdo ao das ratas FC. O peso relativo do figado néo diferiu entre os grupos

experimentais (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliacdo da funcdo hepatica no dia 120 de vida da prole feminina de
ratas-maes ndo-diabéticas (Controle - FC) ou Diabéticas (FD), alimentadas com

dieta hiperlipidica (DHL) ou ndo (DP), do desmame até o dia 120 de vida pds-natal.

Grupos

FC/DP FC/DHL FD/DP FD/DHL
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9)

PesoRelativoFigado 35,04  30+02  31+01 3003

(9/1009)
AST (U/L) 24839 232+54 19,2 +2,4* 16,9 +2,8**
ALT (U/L) 126+1,8 119+20 119+0,9 120+£15
indice de Ritis . »”
(AST/ALT) 20x04 2,0+0,6 16+0,3 14+0,3

Legenda: AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase.

Valores expressos como média + desvio padrao.

“p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; #p<0,05 - comparado ao grupo FC/DHL (ANOVA
seguida do Teste de Comparagdes Mdltiplas de Tukey).
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4.3 Analise Histomorfométrica Hepética

As andlises histomorfométricas de I&minas contendo cortes de tecido
hepatico, que foram coradas com hematoxilina e eosina (HE), mostraram que o
numero de hepatdcitos por area capturada foi maior nos grupos FC/DHL, FD/DP e
FD/DHL em relagéo ao grupo FC/DP e no grupo FD/DHL em comparagéo ao grupo
FC/DHL. Os animais FD/DHL apresentaram aumento no numero de goticulas de
gordura e maior porcentagem de area com goticulas quando comparados aos demais
grupos. Com relacdo ao diametro médio das goticulas lipidicas, ndo houve diferenca

entre os grupos experimentais (Figura 2).
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Figura 2. Fotomicrografias de tecido hepético corado com hematoxilina e eosina
(HE) no dia 120 de vida da prole feminina de ratas-mé&es ndo-diabéticas (Controle-
FC) ou Diabéticas (FD), alimentadas com dieta hiperlipidica (DHL) ou né&o (DP),
do desmame até o dia 120 de vida p6s-natal. A seta preta representa o hepatdcito e
a seta amarela representa pontos de goticulas lipidicas visualizadas como particulas
circulares ou ligeiramente elipticas. (A) Grupo FC/DP; (B) Grupo FC/DHL; (C)
Grupo FD/DP; (D) Grupo FD/DHL; (E) Contagem de hepatdcitos por area
capturada; (F) Contagem do numero de goticulas lipidicas; (G) Porcentagem da area
com goticulas lipidicas em relacdo & area total; (H) Diametro médio das goticulas
lipidicas.

Valores expressos como média + desvio padrdo (n=5 ratas/50 fotos/grupo).

*p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; #p<0,05 - comparado ao grupo FC/DHL; $p<0,05
- comparado ao grupo FD/DP (ANOVA seguida do Teste de Comparagdes Multiplas de
Tukey).
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3.4 Peroxidag&o Lipidica e Capacidade Antioxidante Hepatica

A Figura 3 mostra os marcadores de estresse oxidativo em homogenatos de
tecido hepatico. As ratas FD/DHL apresentaram maiores concentracdes de TBARS
em comparacao aos demais grupos e tiveram aumentada atividade da enzima SOD
em relacdo ao grupo FD/DP. Além disso, as ratas FD/DP e FD/DHL apresentaram
menores concentragdes de H20; e altas atividades de CAT comparadas aos grupos
controles. A atividade de GPx foi elevada no grupo FD/DP em comparagcdo com o
grupo FC/DP e diminuida no grupo FD/DHL em relacdo ao grupo FD/DP. Né&o

houve diferenca nas concentragdes de -SH entre 0s grupos experimentais.
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Figura 3. Marcadores de estresse oxidativo no figado [A - concentracdo de
Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS); B - atividade da
Superéxido Dismutase (SOD); C - concentracdo de Perdxido de Hidrogénio (H202);
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D - atividade de Glutationa Peroxidase (GPx); E - atividade da Catalase (CAT) e F
- concentracdo de grupos Tidis Reduzidos (-SH)], no dia 120 de vida da prole
feminina de ratas-mées n&o-diabéticas (Controle - FC) ou Diabéticas (FD),
alimentadas com dieta hiperlipidica (DHL) ou ndo (DP), do desmame até o dia 120
de vida pds-natal.

Valores expressos como média + desvio padrao (n = 9 animais/grupo).

“p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; #p<0,05 - comparado ao grupo FC/DHL; $p<0,05
- comparado ao grupo FD/DP (DistribuicAo Gama seguida do teste de comparacdes

multiplas de Wald).
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3.5 Biomarcadores da Inflamacao Hepatica

A Figura 4 apresenta as concentrac@es de citocinas no tecido hepatico. A
DHL causou aumento da concentracdo da citocina pré-inflamatéria TNF-a no
figado independentemente da origem materna. As concentracdes de IL-6 nas ratas
do grupo FD/DHL foram significativamente maiores do que em ratas dos grupos
FD/DP. As ratas FD/DHL também apresentaram aumento de IL-10 hepético quando

comparado ao seu grupo controle FC/DHL.

250 - S 600 -

150

TNF-a

100 4 ]

8" I
0 4

(pg/mL em 100 mg de figado)
1L-6
(pg/mL em 100 mg de figado)

®
=

FC/op FC/DHL Dop FD/DHI

@ FC/DP FC/DHL, n/op FD/DHL

200
1

}

100

IL-10

(pg/mL em 100 mg de figado)

50

0 e
rc/pp FC/DHL Fb/bpP FDHL

@

Figura 4. Concentrac@es de citocinas no figado [A - Fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a); B - Interleucina-6 (IL-6); e C - Interleucina-10 (IL-10)] no dia 120 de vida
da prole feminina de ratas-médes nao-diabéticas (Controle - FC) ou Diabéticas (FD),
alimentadas com dieta hiperlipidica (DHL) ou ndo (DP), do desmame até o dia 120
de vida pos-natal.

Valores expressos como media + desvio padréo (n = 9 animais/grupo).

“p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; #p<0,05 - comparado ao grupo FC/DHL; $p<0,05
- comparado ao grupo FD/DP (ANOVA seguida do Teste de ComparacGes Multiplas de
Tukey).
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3.6 Avaliacdo da Autofagia Hepatica da Prole em Idade Adulta

Para estudar a regulacdo da autofagia no figado, a expressdo de proteinas
envolvidas em varios estagios do processo autofagico foi analisada (Figura 5). A
expressao das proteinas mTOR e ATG-7 foram maiores e houve diminuicdo da
expressao proteica de p-AMPKa, razéo LC3-11/LC3-1 e LAMP-2 nas ratas FC/DHL
em comparacao as ratas FC/DP. Observamos aumento dos niveis de p-AMPKa,
elevacdo da razdo LC3-11/LC3-I, acimulo da proteina p62/SQSTM1 e menor
expressao proteica de LAMP-2 nos tecidos hepaticos de ratas FD/DP em relagédo ao
grupo FC/DP. Quanto a expressdo proteica das ratas FD/DHL, foi verificado
aumento da razdo LC3-11/LC3-1 e de LAMP-2 com relacéo as ratas FC/DHL. Houve
reducdo da expressdo proteica de p-AMPKao, razdo LC3-1I/LC3-l1 e de p62/
SQSTM1 e aumento de LAMP-2 nas ratas FD/DHL comparadas as das ratas
FD/DP. Entretanto, LAMP-2 foi reduzida no grupo FD/DHL com relagéo ao grupo
FC/DP. Nao houve diferenca significativa na expressdo das proteinas Beclin-1 e

ATG-5 em nenhum dos grupos experimentais.
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Figura 5. Expressdo proteica hepéatica de reguladores de autofagia no dia 120 de
vida da prole feminina de ratas-maes ndo-diabéticas (Controle - FC) ou Diabéticas
(FD), alimentadas com dieta hiperlipidica (DHL) ou ndo (DP), do desmame até o
dia 120 de vida pds-natal. (A) Western blotting com analise densitométrica de
proteinas envolvidas no controle da autofagia; Fold change de (B) mTOR; (C) p-
AMPKa; (D) AMPKa; (E) Beclin-1; (F) ATG-5; (G) ATG-7; (H) LC3-1I/LC3-I; ()
p62/SQSTM1; (J) LAMP-2.

Os valores indicam a quantifica¢do densitométrica normalizada pela f-actina e expressos
como média + desvio padrdo de pelo menos trés experimentos independentes (n = 6
animais/grupo).

“p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; #p<0,05 - comparado ao grupo FC/DHL; ®p<0,05
- comparado ao grupo FD/DP (Distribuicdo Gama seguida do teste de comparacOes
multiplas de Wald).
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3.7 Avaliacdo da Presenca de Lipofuscina nas Células Hepéticas

A lipofuscina sdo pigmentos com acumulo lipidios e proteinas oxidadas
intracelulares. A presenca deste pigmento foi analisada no figado aos 120 dias de
vida com a marcacao por Sudan black. Foi verificada que a porcentagem de area
marcada para lipofuscina foi maior nas células hepaticas nos grupos FC/DHL,
FD/DP e FD/DHL em comparacdo as do grupo FC/DP. As ratas FD/DHL

apresentaram menor area marcada com relagéo ao grupo FD/DP (Figura 6).
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Figura 6. Fotomicrografia do tecido hepatico corado com Sudan Black para
marcacgéo de lipofuscina (A, C, E, G) e deconvolucdo de cores usando o software
ImageJ (B, D, F, H) no dia 120 de vida da prole feminina de ratas-mé&es ndo-
diabéticas (Controle - FC) ou Diabéticas (FD), alimentadas com dieta hiperlipidica
(DHL) ou nédo (DP), do desmame até o dia 120 de vida pds-natal. A imagem de
“pilha” foi gerada a partir de grupos FC/DP (A e B), FC/DHL (C e D), FD/DP (E e
F) e FD/DHL (G e H) para quantificar a rea corada usando o software ImageJ. Os
resultados sdo apresentados como porcentagem da area marcada para coloracéo de
lipofuscina em relagdo a &rea total (I). Aumento: 40 Xx.

Valores expressos como média + desvio padrao (n=5 ratas/50 fotos/grupo).

*p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; $p<0,05 - comparado ao grupo FD/DP (ANOVA
seguida do Teste de Comparagdes Mdltiplas de Tukey).

73



Larissa Lopes da Cruz — Tese de Doutorado

3.8 Avaliacdo Marcadores de Apoptose nas Células Hepaticas

Como mostrado na Figura 7, a andlise da expressdo de proteinas
relacionadas a apoptose em homogenatos de figado revelou que as ratas FC/DHL
apresentaram diminuicdo da expressdo proteica de BCL-2 e aumento da razdo
BAX/BCL-2 em comparacdo ao grupo FC/DP. As ratas FD/DP tiveram expresséao
reduzida de BCL-2 e maior expressao de caspase-3 clivada em relacdo ao grupo
FC/DP. Contudo, quando as filhas de mdes diabéticas foram suplementadas com
DHL (FD/DHL), houve também reducdo da expressao de BCL-2 comparada ao
grupo FC/DP e FD/DP, aumento da razdo entre BAX e BCL-2 em relagdo as ratas
FC/DP e reduzida expresséo de caspase-3 clivada em comparagao ao grupo FD/DP.

N&o houve alteragdes na expresséo de FAS e BAX entre 0s grupos experimentais.
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Figura 7. Expressdo de proteinas envolvidos no processo de apoptose nas células
hepéaticas da prole feminina de ratas-médes ndo-diabéticas (Controle - FC) ou
Diabéticas (FD), alimentadas com dieta hiperlipidica (DHL) ou ndo (DP), do
desmame até o dia 120 de vida pos-natal. (A) Western blotting com anélise
densitométrica de proteinas envolvidas na morte celular por apoptose; Fold change
de (B) FAS; (C) BAX; (D) BCL-2; (E) BAX/BCL-2; (F) Caspase-3 clivada.

Os valores indicam a quantificacdo densitométrica normalizada pela f-actina e expressos
como média + desvio padrdo de pelo menos trés experimentos independentes (n = 6
animais/grupo).

“p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; ®p<0,05 - comparado ao grupo FD/DP

(DistribuicAo Gama seguida do teste de comparag6es maltiplas de Wald).
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5. DISCUSSAO

Trata-se de um estudo inédito, visto que ndo ha relatos sobre a associagédo
do diabete materno com uma dieta hiperlipidica (DHL) desde o desmame até a vida
adulta (120 dias de vida) de filhas de ratas diabéticas ou ndo-diabéticas (controle),
a fim de avaliar as modificagdes metabdlicas e a modulacéo da autofagia hepatica.
Neste estudo, a introducdo de uma DHL do desmame a idade adulta resultou em
alteracdo da homeostase da glicose na prole feminina de mées controles, reforcando
a importancia de uma alimentacéo saudavel. Além disso, houve comprometimento
da autofagia, um importante processo de degradacdo de organelas senescentes,
proteinas mal enoveladas e lipidios, e que desempenha um papel na patogénese da
MAFLD. Além disso, observamos que a alteracdo do mecanismo autofagico esta
associada a sinalizacdo AMPK e pode ser consequéncia da programacdo fetal
causada pelo diabete materno e/ou de uma alimentacdo inadequada. A teoria do
"modelo de multiplos hits™ é aceita para explicar o progresso de doencas hepaticas
(Bechmann et al., 2012; Eslam et al., 2020). Neste estudo, evidenciamos que a
exposicdo a um ambiente materno hiperglicémico durante os estagios cruciais de
desenvolvimento (periodo concepcao, embriofetal e amamentacao) representou o
primeiro hit e um novo desafio quando associado a ingestdo da DHL, do desmame
a idade adulta, representou o segundo hit com maiores danos para o figado, como o
aumento da deposicdo de lipidios hepaticos, presenca de estresse oxidativo e
elevacdo de citocinas inflamatorias.

Ao analisarmos o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), evidenciamos
que tanto o diabete materno quanto o consumo pos-natal de DHL foram
responsaveis pela presenca de diabete nos grupos FC/DHL, FD/DP e FD/DHL na
idade adulta, sendo a alteragcdo no metabolismo glicémico confirmada pelo aumento
de glicose circulante durante o TOTG. Anormalidades no organismo materno, como
diabete materno ou subnutri¢cdo, podem induzir adaptacdes no desenvolvimento
fetal, criando um ciclo vicioso de disfungdo metabdlica transmitida de uma geracéao
para outra, conforme apontado pelo conceito DOHaD (Barco et al., 2022a; Barco et

76



Larissa Lopes da Cruz — Tese de Doutorado

al., 2022b; Paula et al., 2022; da Cruz et al., 2023). O efeito € significativo mesmo
quando a hiperglicemia materna excede em apenas 20% em relagédo ao valor
glicémico do controle (Aerts e Van Assche, 2006). Além disso, a programacao fetal
induzida pela hiperglicemia materna resultou em resisténcia a insulina, confirmada
pelo indice TyG, que relaciona resisténcia a insulina com a distribuicéo e depositos
de gordura (Vasques et al., 2011).

Neste estudo, as descendentes de mées diabéticas apresentaram
hiperlipidemia, confirmados por concentracGes séricas aumentadas de colesterol
total, triglicerideos e VLDL-colesterol, corroborando outro estudo desenvolvido no
nosso laboratdrio (Paula et al., 2022). Quando os tecidos resistentes a insulina ndo
conseguem acelerar a captacdo de glicose, a glicose extra pode retornar ao figado,
onde aumenta a lipogénese de novo, gliconeogénese e glicogendlise hepatica. Dessa
forma, a glicose fornece o esqueleto de glicerol para a sintese de triglicerideos via
triose-fosfato ou aumenta as concentracdes de Acetil-CoA a partir da glicolise e,
consequentemente, entrada no ciclo do &cido citrico, em que o citrato formado a
partir da unido do Acetil-CoA com o oxalacetato, poderad ser desviado da rota
metabolica para a sintese de acidos graxos (Arab et al., 2018; Fink, 2018). Além
disso, a resisténcia a insulina no tecido adiposo pode aumentar o influxo de acidos
graxos para o figado (Fink, 2018). Dessa forma, o excesso de acidos graxos livres
podera ser oxidado nas mitocondrias, esterificados em triglicerideos para
armazenamento ou incorporados nas particulas de VLDL-colesterol secretadas na
corrente sanguinea (Lian et al., 2020). Considerando que a lipofagia (um tipo de
macroautofagia) tem uma importante funcéo na degradacdo de goticulas lipidicas
intracelulares (Singh et al., 2009), propomos que as alteracdes lipidicas também
estejam associadas a desregulagdo da autofagia hepética. Entretanto, ndo
observamos mudancgas no peso corporal e nem no peso relativo do figado,
mostrando que somente o peso corporal ndo reflete alteracfes no metabdlicas que
surgirdo posteriormente (Lomas-Soria et al., 2018). Além disso, o figado é o Gnico
6rgdo sélido que usa mecanismos regenerativos para garantir que a relagdo

figado/peso corporal seja equivalente para tentar manter a homeostase corporal
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(Michalopoulos e Bhushan, 2021).

Em nossa pesquisa, observamos reducédo da atividade enzimética da AST e
da razdo de Ritis nas filhas de ratas diabéticas. A diminui¢do da razéo de Ritis
(AST/ALT) em humanos (Niu e Zhou, 2021) e ratos (Mdllebner et al., 2022) esta
associada a resisténcia a insulina (Niu e Zhou, 2021) e esteato-hepatite (Sorbi et al.,
1999). Um padréo semelhante ao nosso estudo, com elevagdes das concentragdes
séricas de triglicerideos, colesterol, glicose e diminui¢do dos niveis de AST, foram
observados em humanos com esteatose hepatica moderada ou grave (Grasselli et
al., 2014). Além disso, as analises histomorfométricas hepaticas evidenciaram
presenca de acimulo lipidico e aumento no numero de hepatdcitos (na tentativa de
restaurar a funcéo hepatica). Entretanto, observamos microesteatose em filhas de
ratas diabéticas com 120 dias de idade, equivalente a 30 anos da idade humana
(Quinn, 2005). Entdo, sugerimos uma possivel transicdo para macroesteatose com
0 aumento da idade do animal e/ou periodo mais prolongado da administracdao da
DHL.

Espécies reativas de oxigénio (EROS) podem ser formadas durante a
oxidacdo de 4&cidos graxos, transporte de elétrons na cadeia respiratoria
mitocondrial, e reacBes que ocorrem no sistema citocromo P-450 (Devarajan et al.,
2019). Em resposta a EROS, enzimas hepéaticas desempenham a defesa
antioxidante (Bak et al., 2018), dentre elas SOD, CAT e GPx, que diferem no tipo
de reacdo catalisada (Cederberg et al., 2000). Neste estudo, houve aumento
significativo nas atividades de GPx e CAT nas fémeas adultas de ratas diabéticas
(FD/DP), sugerindo um mecanismo de defesa para driblar o estado de estresse
oxidativo apos a producgédo de peroxido de hidrogénio (H202) pela acdo enzimética
de SOD, reduzindo os niveis de H»O.. Em contrapartida, nossos resultados
mostraram que os niveis hepaticos de TBARS foram aumentados nas filhas adultas
de mées diabéticas que receberam DHL no periodo po6s-natal, indicando que o
figado dessas filhas foi vulneravel a peroxidacédo lipidica quando desafiado pelo
insulto adicional da dieta rica em gordura. Desta forma, destacamos que, apesar da

ativacdo dos agentes antioxidantes, caracterizados pelas atividades aumentadas de
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SOD e CAT e pelo consumo de GPx, os niveis do marcador de peroxidacao lipidica
(TBARS) ainda permaneceram elevados, indicando um quadro de estresse
oxidativo. O acumulo de EROS e lipidios peroxidados cria um ambiente adverso,
que promove inflamacdo no tecido hepéatico (Michalopoulos e Bhushan, 2021).
Nosso estudo demonstrou que a suplementagio com DHL promoveu um
desequilibrio de marcadores pré-inflamatérios/anti-inflamatorios a favor do
aumento na resposta pro-inflamatoria. Possivelmente, o excesso calorico induzido
pela DHL desencadeou a ativacdo da via NF-kB (de hepatocitos ou células de
Kupffer ou ambos), resultando na expressdo aumentada de citocinas pro-
inflamatorias TNF-a e IL-6, que também estdo relacionadas a resisténcia a insulina
(Zeng et al., 2015) e proliferacdo de hepatdcitos (Xu et al., 2020). Também
observamos elevacdo de IL-10 nos grupos FD/DHL. A IL-10 tem acdo anti-
inflamatoria, mas também tem sido associada a cicatriza¢do de tecidos danificados
por inflamagdo (Ouyang et al., 2011).

Dessa forma, a exposicdo a uma dieta rica em gordura ocasionou
intolerdncia a glicose, inflamacdo hepatica e aumento no nimero de hepatdcitos,
enquanto que a exposicdo ao diabete materno promoveu intoleréncia a glicose,
resisténcia a insulina, hiperlipidemia, aumento no nimero hepatdcitos e elevacéo na
atividade de enzimas antioxidantes hepéaticas em fémeas na idade adulta. Além
disso, as ratas adultas expostas a ambos insultos (diabete materno e dieta rica em
gordura) apresentaram caracteristicas fisiopatoldgicas tipicas do desenvolvimento
de MALFD, como hiperglicemia, resisténcia a insulina, hiperlipidemia, esteatose
hepatica, estresse oxidativo e inflamacéo (Geisler e Renquist, 2017; Yu et al., 2019).
Como a lipofagia € um mecanismo de defesa para prevencdo da MALFD
(Bechmann et al., 2012; Martinez-Lopez e Singh, 2015), investigamos as alteragdes
nas proteinas relacionadas a autofagia. Sugerimos que a autofagia hepatica da prole
feminina de ratas diabéticas foi estimulada na tentativa de proteger o 6rgdo contra
os danos causados pela hiperglicemia e evitar o acumulo lipidico, sendo
evidenciado nesta pesquisa pelo aumento da expressao proteica de p-AMPK. O
estresse metabolico resulta no declinio das razbes ATP:ADP, com subsequente
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elevagéo nas concentragdes de adenosina monofosfato (AMP) (Maiuri et al., 2007),
0 que estimula a atividade AMPK para promover as vias catabolicas com ativagdo
da autofagia e oxidacao de acidos graxos (Alers et al., 2012). Durante o processo
autofagico, a forma LC3-1 é conjugada com fosfatidiletanolamina e convertida em
LC3-II, permitindo o alongamento, fechamento e formacdo do autofagossomo
(Ardem, 2018; Xu et al., 2020). A diferenca nos niveis de LC3 entre as duas
condigBes (LC3 1 e LC3 1I) é um indicador do fluxo autofagico (Klionsky et al.,
2021), e outro método complementar para avaliacdo do fluxo é a quantificacdo de
proteina p62/SQSTML1, que esté envolvida no transporte de proteinas ubiquitinadas
destinadas a digestdo autofagica e é altamente degradado dentro do autolisossomo
(Petrovic et al., 2017; Klionsky et al., 2021). Dessa forma, é provavel que os niveis
aumentados da razdo LC3-II/LC3-1 e 0 acumulo de p62/SQSTM1 observados na
prole feminina de ratas diabéticas sejam atribuidos ao acimulo de autofagossomos
formados e bloqueio da degradacdo autofagica. Nossos resultados corroboram outro
estudo que verificou aumento da razdo de LC3-II/LC3-1 e p62/SQSTM1 no
pancreas fetal e placentas de mulheres com DMG (Avagliano et al., 2017).

Em contrapartida, nossos dados mostraram que a exposic¢éo a DHL reduziu
a autofagia hepatica. mTOR € uma via de deteccdo de excesso de nutrientes e regula
negativamente a autofagia (He e Klionsky, 2009; Yu et al., 2019). Nossos achados
se somaram a isso, ao demonstrarmos que essa proteina foi ativada pela DHL.
Também observamos que, independentemente da influéncia da hiperglicemia
materna, a ATG-7 foi maior nas fémeas expostas a DHL. A prole de ratas diabéticas
que receberam DHL ap06s o nascimento apresentou acimulo de goticulas lipidicas
no figado, sendo um indicativo de diminuigdo da autofagia, o que foi confirmado
pela menor fosforilagdo da AMPK e diminuicdo da conversdo de LC3-I para LC3-
I1. Evidéncias demonstram que roedores que receberam DHL por um curto periodo
de tempo tém aumento acentuado na autofagia hepatica devido a um mecanismo
adaptativo para reduzir a sobrecarga de gordura, enquanto ha sinais de supressao na
autofagia em roedores que recebem um DHL a longo prazo (Papackova et al., 2012;
Da Cruz et al., 2022), sendo a elevacéo cronica de Acetil-CoA um dos mecanismos
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responsaveis pela supressdo autofagica (Marifio et al., 2014). Essa relagcdo pode
aprisionar os hepatocitos em um ciclo nocivo no qual a autofagia reduzida promove
0 acumulo de lipidios, que entdo suprime ainda mais a funcdo autofagica,
aumentando a retencdo lipidica (Singh et al., 2009; Sathyanarayan et al., 2017).
Além disso, nossos resultados sdo consistentes com achados anteriores que indicam
reducdo da resposta autofagica na MAFLD humana (Czaja, 2016) e em modelos
usando camundongos (Tanaka et al., 2016; Reginato et al., 2016).

No processo de autofagia, o lisossomo é um dos componentes celulares mais
importante (Xu et al., 2020). Quando analisamos LAMP-2, uma proteina essencial
presente na membrana lisossomal e responsdvel pela etapa de fusdo dos
autofagossomos com os lisossomos (Cho et al., 2017; Zhang et al., 2021),
observamos que, tanto as fémeas provenientes do ambiente diabético (FD/DP)
quanto as alimentadas com DHL na vida pos-natal (FC/DHL e FD/DHL),
apresentaram diminuicdo de sua expressao proteica, demonstrando uma capacidade
reduzida de fusdo dos autofagossomos e lisossomos. Esses achados corroboram
estudos que verificaram que a exposicdo as dietas com alta concentracéo de lipidios
e a diversidade de graus de saturacdo dos &cidos graxos (saturados, mono e poli-
insaturados) pode afetar as propriedades fisico-quimicas das bicamadas lipidicas
(Hoefel et al., 2011; Lian et al., 2020), diminuindo a capacidade de fusdo entre
autofagossomos e lisossomos (Koga et al., 2010). Sendo assim, a composicao
lipidica de membranas lisossomais é relevante para ser investigada nos modelos
experimentais.

Nossa pesquisa mostrou um processo autofagico incorreto confirmado pelo
acimulo de lipofuscina. A lipofuscina é um polimero intracelular reticulado,
constituido por proteinas insoliveis e lipidios, formada principalmente pela
exposicdo a danos oxidativos nas macromoléculas (Jung et al., 2010; Xu et al.,
2020), que se acumula nos lisossomos da maioria das ceélulas, incluindo os
hepatocitos (Schmucker e Sachez, 2011). Entretanto, as enzimas lisossomais
(hidrolases acidas) ndo sao eficazes para degradar a lipofuscina. Consequentemente,

ha declinio da capacidade lisossomal para romper macromoléculas intracelulares e
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uma distribuicdo desequilibrada da disponibilidade de enzimas em lisossomos
saudaveis ndo carregados com lipofuscina (Xu et al., 2020), refletindo uma
autofagia incompleta e malsucedida (Klionsky et al., 2021). O acumulo de
lipofuscina leva a uma reducdo do turnover das mitocéndrias danificadas, o que
resulta em aumento de EROS e causa prejuizo adicional do processo de autofagia
pela diminuicdo da fung&o lisossomal (Xu et al., 2020). Assim, se o fluxo autofagico
for bloqueado devido a perda de fuséo entre autofagossomos e lisossomos, e/ou
aumento de ERQOS, esse comprometimento na autofagia podera contribuir para a
morte celular via autofagica (morte celular tipo II) ou, alternativamente,
contribuirdo para sinais pro-apoptéticos da morte celular tipo | (morte celular
apoptotica) (Maiuri et al., 2007; Ardem, 2018; Ajoolabady et al., 2021).
Sugerimos que as vias apoptdticas (mitocondriais) foram ativadas devido ao
comprometimento autofigico nas filhas de ratas-mées diabéticas (FD/DP),
conforme demonstrado pelo aumento da expressdao de caspase-3 clivada e
diminuicdo da expressdo de BCL-2. BCL-2 é uma proteina anti-apoptética e que
também regula a autofagia através da interacdo com Beclin-1 (Klionsky et al.,
2021). Na auséncia de BCL-2, as proteinas pré-apoptéticas podem liberar fatores
apoptogénicos, como o citocromo c, no citosol e promovem a ativacdo de caspases
(Mahdavi et al., 2018). Além disso, encontramos aumento da razdo BAX/BCL-2,
indicando que a via pro-apoptdtica foi acelerada no figado ap6s alimentacdo com
dieta rica em gordura (FC/DHL e FD/DHL). Tomados em conjunto, nossos
resultados apontam que o prejuizo da autofagia hepética pode levar a morte celular
devido a reacGes oxidativas intensas ocasionadas pelo acUmulo de lipidios,
organelas danificadas e/ou proteinas mal dobradas (Petrovi¢ et al., 2017). Um

esquema dos principais achados neste estudo € mostrado na Figura 8.

82



Larissa Lopes da Cruz — Tese de Doutorado
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Figura 8. Resumo ilustrativo dos principais resultados encontrados em filhas,
advindas de ratas diabéticas, alimentadas ou ndo com dieta hiperlipidica desde o
desmame até a vida adulta (120 dias de vida). Fémeas de mdes diabéticas
apresentaram ativacao da autofagia hepatica, com elevacdo de p-AMPK na idade
adulta. Entretanto, o mecanismo foi comprometido devido ao bloqueio do fluxo
autofagico, verificado pelo aumento de LC3-11/LC3-1, auséncia de degradacdo de
p62/SQSTM1 e diminuicdo de LAMP-2. Quando expostas a ambos insultos
(hiperglicemia materna e dieta inadequada pds-desmame), a prole feminina
apresentou comprometimento da resposta autofagica com diminuicéo de expresséo
de p-AMPK, LC3-1l/LC3-1 e LAMP-2, contribuindo para acumulo de goticulas
lipidicas, estresse oxidativo e inflamacdo hepatica. As alteracfes na autofagia ndo
foram capazes de restaurar a homeostase metabdlica na prole, levando ao
aparecimento do diabete e hiperlipidemia na idade adulta, contribuindo para maior
suscetibilidade a doenca hepética gordurosa associada a disfuncdo metabolica.
Além disso, a autofagia desregulada no figado da prole feminina adulta,

independentemente do tipo de dieta, levou ao acimulo de lipofuscina nos
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lisossomos e morte celular por apoptose (Fonte: do Autor).

De acordo com a base de dados analisada, este & o primeiro estudo que
explora a influéncia do diabete materno e de uma dieta rica em gordura na autofagia
hepética da prole feminina na vida adulta. Nossas descobertas fornecem insights
mais profundos sobre a relacdo da autofagia e apoptose na programacao fetal
ocasionada pelo diabete. Além disso, nossos achados mostraram que as filhas de
ratas diabéticas desafiadas a suplementacdo dietética com 30% kcal de gordura
depois do nascimento apresentaram hiperglicemia e MAFLD, o0 que sugere
potenciais implicagfes translacionais para a patologia humana. Ademais,
apontamos a autofagia como um importante alvo para que estudos envolvendo
drogas terapéuticas ou exercicios fisicos no tratamento das complicacdes hepaticas
relacionadas ao diabete sejam feitos.

Cabe destacar ha algumas limitacBes a serem apontadas: 1) Embora a
extensdo do acumulo de lipidios fosse avaliada em microfotografias coradas com
HE, poderia ter sido utilizado Oil-Red-0O; 2) a conversdo de LC3-11/LC3-1 ndo foi
estudada na presenca de inibidores lisossomicos (como cloroquina) para estudar a
influéncia do ambiente materno hiperglicémico, o que poderia fornecer mais
detalhes sobre o processo autofagico; 3) a andlise da ultraestrutura de
autofagossomos por microscopia eletrénica teria reforcado ainda mais os achados
apresentados neste estudo e 4) estudo do efeito do diabete materno na progénie com
relacdo a alteragdes epigenéticas na prole seria importante para entender se estas

modificacdes sdo progressivas.

5. CONCLUSAO

A programagcdo fetal causada pela hiperglicemia materna é determinante
para inducdo do diabete, resisténcia a insulina, hiperlipidemia e autofagia hepatica
desregulada em descendentes fémeas na idade adulta, independentemente do tipo

de dieta, 0 que causa morte celular por apoptose. Além disso, ambos 0s insultos
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(hiperglicemia materna e DHL pds-natal) causam comprometimento da autofagia
celular, contribuindo para a doenga hepatica gordurosa associada a disfuncdo
metabolica, com a presenca de acumulo lipidico no figado, estresse oxidativo e
inflamacdo. Nossos achados sdo de extrema importancia, uma vez que a alta
prevaléncia do diabete esta crescendo exponencialmente devido as escolhas atuais
de estilo de vida, como sedentarismo e a alta ingestdo calorica. Assim, a regulacdo
da autofagia € um importante alvo terapéutico para o diabete e suas complicacGes
hepaticas. Desta forma, prevenir e tratar o diabete da mée evitara a transmisséo do

diabete para seus descendentes.
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ANEXO 2. Aprovagdo CEUA - FMB/Unesp — Relacionado ao referido Projeto de pesquisa

Comizsic oe £3ca no Uso de Animals

Criads afraves do Portaris DAM n® 511 de 137122012

CERTIFICADO N° 1341/2019 - CEUA

Certificamos que o projeto intitulado: "Avaliacio da regulacio autofagica de ratas expostas a hiperglicemia materna intrautero e submetidas & dieta
apéds desmame”, conduzido pela Pesquisadora: Larissa Lopes da Cruz - Orientador: Profa. Dra. Débora Cristina Damasceno - Cootientador: Profa. Dra. Yuri Karen Sinzato -
Colaborador: Gustavo Tadeu Volpato, registrada com o n® 1341/2019, que envolve a producio, manutencio ou utilizacio de animais pertencentes 2o filo Chordata, subfilo
Ver {e xceto h ), para fins de pesquisa cientifica - encontra-se de acordo com oS preceitos da Lei n. 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n. 6.899, de 15 de
Julho de 2009, com as normas editadas pelo Consedho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina de Botucaty, em reuniBo ordinéria de 04 margo de 2020.

Finalidade { )Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizac3o 02/04/2023
Espécdie/Linhagem/Raca Sprague Dawley

N° de animais 54

Idade/Peso 120 dias - 250gramas
Sexo 08 Machos e 46 Fémeas
Origem Biotério

=

Sara Rosa Stanley Sampaio Profa. Associads Bertha Futlan Polegato
Secretaria da ComissSo de Etica no Uso de Animais Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais
Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP Faculdade de Medicina de Botucatu/UNES?P

Distrito Rudlio Jinsor, 5/n® — Botucaty - SP. CEP: 18.618-970 Fones: {14) 3880.18.80 - E-mad Secretaria: ceua@fmb.unesp.br

95



Larissa Lopes da Cruz — Tese de Doutorado

Apéndice

96



Larissa Lopes da Cruz — Tese de Doutorado

Quadro 1. Composicdo bromatolégica da dieta padrdo e dieta hiperlipidica.

Dieta
Composicgéo Padréo Hiperlipidica
Energia (Kcal/g) 4,0 4,9
Mistura (%/100 g) 74 3,6
Matéria Seca (%/100 g) 92,5 96,3
Minerais (% Matéria seca) 6,7 2,8
Proteina Crua (% Matéria seca) 25,8 26,8
Extrato Etério (% Matéria seca) 3,5 15,2
Fibra Crua (% Matéria seca) 43,6 45,4

As ratas filhas de maes controles e diabéticas receberam uma dieta padréo (28,5%
Kcal de proteina, 62,6% kcal de carboidrato, 8,7% kcal de gordura — racédo
comercial de rato, Purina®, Brasil) ou hiperlipidica (DHL) (23,4% kcal de proteina,
46,6% kcal de carboidratos, 30% kcal de gordura) do desmame a vida adulta (120
dias de vida pds-natal). A DHL foi preparada na Unidade de Pesquisa Experimental
(UNIPEX) da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB/UNESP). Foram
utilizados os seguintes ingredientes: farelo de soja, sorgo, casca de soja, amido de
milho, acucar refinado, banha de porco, minerais (ferro, biotina, vitamina B12,
vitamina D, vitamina B6, vitamina E, vitamina A, selénio e potassio), sal. Estes
ingredientes foram moidos, misturados e oferecidos na forma de pellets. Ap6s o
preparo, a racdo foi mantida sob refrigeracdo até o momento do consumo.

.,—" Ly F
“ *

Racdo hiperlipidica. Fonte: LAPGO
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