UFRRJ

INSTITUTO DE BIOLOGIA

PROGRAMA MULTICENTRICO DE POS-GRADUACAO EM
CIENCIAS FISIOLOGICAS

DISSERTACAO

EFEITO DO CONSUMO MATERNO DE DIETA HIPERLIPIDICA
SOBRE A FUNCAO CARDIACA DA PROLE JOVEM

SUELEN GUEDES ZECA

2015



AL RUR4
& [

p
D)
(&)

RO DADg
7
Nyr3q o

\BV\‘
Y

8
UFRRJ

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE BIOLOGIA

PROGRAMA MULTICENTRICO DE POS-GRADUACAO EM
CIENCIAS FISIOLOGICAS

EFEITO DO CONSUMO MATERNO DE DIETA HIPERLIPIDICA
SOBRE A FUNCAO CARDIACA DA PROLE JOVEM

SUELEN GUEDES ZECA

Sob a orientacéo da Professora

NORMA APARECIDA DOS SANTOS ALMEIDA

Dissertacdo submetida como requisito parcial
para obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias
Fisioldgicas, no Programa Multicéntrico de
Pds-Graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas.

Seropeédica, RJ

Fevereiro de 2015



612.397
Z42e
T

Zeca, Suelen Guedes, 1989-

Efeito do consumo materno de dieta hiperlipidica sobre a
funcdo cardiaca da prole jovem / Suelen Guedes Zeca. —
2015.

87 f.:il.

Orientador: Norma Aparecida dos Santos Almeida.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Curso de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Fisioldgicas, 2015.

Bibliografia: f. 61-87.

1. Lipidios — Disturbios do metabolismo - Teses. 2.
Lipidios na nutricdo — Teses. 3. Coracgdo - Doencas - Teses.
4. Influéncias pré-natais — Teses. 5. Obesidade — Teses. 6.
Rato como animal de laboratorio — Teses. I. Almeida,
Norma Aparecida dos Santos, 1976- Il. Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro. Curso de Pds-Graduacédo
em Ciéncias Fisioldgicas. Ill. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE BIOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

SUELEN GUEDES ZECA

Dissertagdo submetida como requisito parcial para obtengio do grau de Mestre em Ciéncias
Fisiolégicas, no Programa Multicéntrico de P6s-Graduagdo em Ciéncias Fisiologicas, area de
concentragdo em Fisiologia.

DISSERTACAO APROVADA EM: 27/02/2015.

w&_
Norifia Aparecida dos Santos Almeida. Ph.D. UFRRJ

(Orientadora)

WAL perte St | X

We%lington da Silva Cortes. Ph.D. UFRRJ

= e

Luciane Claudia Barcellos dos Santos Souza. Dr. UFRJ




DEDICATORIA

Dedico este trabalho a Sergio, minha fonte de forca
e inspiracdo, o melhor pai que ja existiu nesse
mundo e um anjo da guarda excepcional desde
2006. Te amo pra sempre.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a minha mée Marinalva por esse momento. Se eu cheguei até
aqui, foi gracas aos valores e a criacdo que vocé e meu pai sempre me deram. Essa conquista
é nossa! Muito obrigada pela dedicacéao diaria e amor incondicional, vocé é maravilhosa.

Agradeco também a minha irmézinha Suzy, que sempre esteve presente nos maiores
momentos da minha vida. Obrigada por ser minha metade, tdo diferente e tdo essencial.

Agradeco ao Jorge e a sogrinha Cida por me acolherem na familia como se eu fizesse
parte dela desde que nasci. Cada segundo com vocés é especial. Obrigada por cada histéria
compartilhada, por cada sorriso, pela cumplicidade e por todo o carinho.

V6 Nevinha, obrigada pelos beijos e abragos que sempre me ddo a sensacdo boa de
voltar a ser crianca. Tios Célio, Jaci e José, obrigada pelo apoio constante. Tia Preta, tio
Cicero, Fatima, Solom, Raquel e Doda, obrigada por entenderem minhas auséncias em
algumas confraternizac@es e aniversarios, todo o esforgo realmente vale a pena.

A todos os primos e primas, obrigada pelos momentos de risos altos e lembrancas
boas. Amo vocés. Agradeco em especial ao Dudu, que me ensinou, da forma mais dolorosa,
como a vida passa rapido. Muito obrigada por me fazer enxergar 0 quanto meus problemas
sd0 pequenos e por permitir que fizesse parte de seus Ultimos sorrisos. Nunca te esquecerei.

Aos maiores presentes que a UFRRJ me deu. Bianca, muito obrigada pelo ombro e
pelas palavras de conforto, pelas brincadeiras e companheirismo. Ao William, obrigada pelos
conselhos, pela paciéncia, por me fazer entender estatistica e por estar sempre ao meu lado.
Raphael, Danilo, Joice, Renata, Jaque, Felippe... Obrigada por fazerem parte da minha vida!

A minha mée cientifica Norma Almeida, por me ensinar tudo que sei fazer no
laboratério e no meio académico, desde usar uma pipeta e formatar um grafico até fazer
experimentos moleculares e escrever uma dissertacdo. Obrigada também pelas muitas risadas
e momentos de lazer entre congressos e deveres cotidianos.

Aos meus irmaos cientificos Débora, Natalia, Taina, Matheus e Luis, pela ajuda em
muitas etapas desse projeto. Obrigada pelos ouvidos amigos, pelo apoio, pelas risadas, pela
companhia durante o dia ou a noite, por cuidarem de mim e por aguentarem minhas variacoes
repentinas de humor. Sem vocés o mestrado teria sido menos leve e agradavel.

A todos os mestres do DCF, por terem me ensinado a amar a area das Ciéncias
Fisioldgicas desde o primeiro periodo da graduacdo em Medicina Veterinaria.

Aos alunos do DCF Bruno, Fonkas, Raquel N, Raquel T, Iracema, Robertinho,
Verbnica, Fernando, Raoni, Claudinho... Agradeco também aos funcionarios Franklin
Rezende e Antonio Vicente Conrado. Obrigada pela atengéo e por estarem sempre disposto a
ajudar. Cada um de vocés contribuiu um pouco na minha formacéo profissional e pessoal.

A Guil, que me acolheu em sua casa quando fui fazer as disciplinas na USP de
Ribeirdo Preto. Obrigada pelas conversas e gargalhadas interminaveis, pela cumplicidade,
pelos conselhos e dicas na area profissional e pessoal. VVocé foi incrivel!



Agradeco também a Nay e ao Procopio, pela étima companhia durante o Simpdsio na
USP. Meus dias passaram voando e foram muito mais agradaveis na companhia de vocés.

As professoras Carmem Pazos-Moura, Isis Hara e Tania Ortiga-Carvalho pela ajuda
intelectual e cientifica que contribuiu imensamente para meu crescimento e formacéo
profissional. Muito obrigada!

Aos professores Isis Hara, Carmem Pazos-Moura, Luciano Fernandes, Jodo Pedro
Werneck, Celso Caruso e aos pos-graduandos Ruy, Diego, Anderson Porto, Ju Franco, Isalira
e Gabriela. Seja me ensinando algo, emprestando equipamentos, trabalhando comigo ou
dando apoio moral, vocés foram fundamentais.

As amigas do LEM, Lorraine, Guinever, Camila C., Milla, Bartira, Lary, Aline C.,
Luana, Aline F., Luela, Ju Pena, e aos amigos Klauss, Guilherme e George. Muito obrigada
por tornarem a universidade e 0 ambiente de trabalho um lugar sempre tdo agradavel.

A Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro pelo imenso e continuo aprendizado.

A este Programa de Pds-Graduag&o, que me concedeu a oportunidade de crescer em
todas as areas da minha vida, muito além do que jamais havia imaginado.

As instituicdes de fomento CNPq e FAPERJ.

Aos membros da banca, obrigada por aceitarem o convite.



RESUMO

ZECA, Suelen. Efeito do consumo materno de dieta hiperlipidica sobre a fungao
cardiaca da prole jovem. 2015. 87 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Fisioldgicas).
Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Inimeras desordens metabolicas apresentam relacdo com a obesidade e tais alteracfes
podem levar a disfun¢des cardiometabdlicas. Estudos clinicos e epidemiol6gicos sugerem que
insultos ambientais, hormonais ou nutricionais em periodos criticos de desenvolvimento
podem acarretar o surgimento de doencas cronicas na vida adulta. Esse conceito é
denominado programacdo metabolica. O consumo materno de dietas obesogénicas pode
programar a prole para obesidade e alteracfes cardiometabolicas a longo prazo. Dados
anteriores do nosso grupo mostraram que, ao desmame, filhotes machos de ratas em dieta
hiperlipidica sdo obesos, hiperleptinémicos, apresentam excesso de hormdnios tireoideanos
(HT) na circulacdo e de catecolaminas na adrenal. Sabendo que tais horménios modulam o
sistema cardiovascular, neste trabalho investigamos se 0 consumo materno de dieta
hiperlipidica altera a expressao ventricular dos receptores para HT (TRa; e TRB; e do B1 -
adrenérgico (B1-AR), ao desmame, e a funcdo cardiaca e pressdo arterial da prole jovem de
ambos 0s sexos. Para isso, ratas Wistar consumiram dieta controle (9% lipideos, grupo C) ou
hiperlipidica (29% lipideos, grupo DH) por 7 semanas consecutivas antes do acasalamento, e
durante a gestacdo e lactacdo. Ao desmame, parte das proles foram eutanasiadas por puncao
cardiaca. Sangue, tecidos adiposos brancos, tecido adiposo marrom, coracdo, pulmdes e
figado foram coletados e pesados, os ventriculos foram homogeneizados para andlise da
expressao proteica dos receptores B1-AR, TRa; e TRB; pelo Western Blotting e a leptina
sérica foi avaliada através de radioimunoensaio. Os demais filhotes foram mantidos em
biotério com acesso ad libitum a dieta normolipidica até a realizacdo de analises funcionais
aos 30 dias de idade. Observamos que matrizes DH apresentaram menor ingestdao alimentar e
ndo desenvolveram obesidade nas semanas anteriores ao acasalamento. Durante a lactacéo, a
prole DH apresentou maior massa corporal a partir do 6° (machos) ou 9° (fémeas) dia de vida.
Ao desmame, a prole DH apresentou maior massa corporal, adiposidade e hiperleptinemia.
Houve aumento da massa ventricular de machos e fémeas da prole DH e, no entanto, o
aumento na massa atrial foi observado somente nas fémeas. A analise da massa pulmonar e
hepatica, medida indireta de avaliacdo da congestdo dos 6rgdos quando ha insuficiéncia
cardiaca, revelou que somente os machos da prole DH apresentavam aumento na massa
pulmonar, enquanto a massa hepatica aumentou em ambos 0s sexos. A expressao ventricular
do B1-AR foi superior nas fémeas da prole DH, enquanto a expressdo do TRa; estava maior
somente nos machos. Nao observamos alteragdes na expressao do TR, entre as proles. Aos
30 dias, a prole DH ndo apresentou variacdo no peso corporal em relacdo a prole C. Ao
analisar a funcéo cardiaca, a prole fémea apresentou prejuizo na fungéo sistolica (diminuicéo
da fracdo de ejecdo e aumento do volume sistdlico final) e os machos, embora apresentassem
diminuicdo na fracdo de ejecdo, parecem compensar a disfungdo sistélica com hipertrofia.
Nenhuma alteracdo foi observada na frequéncia cardiaca, conducdo elétrica, tonus simpatico
do coracéo ou pressdo arterial da prole DH. Nossos resultados demonstram que 0 consumo
materno de dieta hiperlipidica promove altera¢cdes precoces na funcdo cardiaca de ratos
independente do sexo do filhote, no entanto os resultados sugerem que machos e fémeas
apresentam mecanismos diferenciados no estabelecimento das disfungdes.



Palavras-chave: dieta hiperlipidica, programacgdo metabolica, funcédo cardiaca.



ABSTRACT

ZECA, Suelen. Effect of maternal high-fat diet on cardiac function of juvenile
offspring. 2015. 87 p. Dissertation (Master in Physiological Sciences). Institute of Biology,
Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Many metabolic disorders are linked to obesity and these changes can lead to
cardiometabolic issues. Clinical and epidemiological data suggest that environmental,
hormonal or nutritional insults in critical periods of development may cause chronic diseases
in adulthood. This concept is called metabolic programming. Maternal consumption of
obesogenic diets can result in offspring obesity and cardiometabolics long-term diseases.
Previous data from our group showed that, at weaning, male offspring from high-fat (HF) rats
are obese, hyperleptinemics, with excess thyroid hormone (TH) and increased adrenal
catecholamines. Knowing that such hormones modulate the cardiovascular system, this study
investigated whether maternal consumption of HF diet alters the ventricular expression of TH
receptors (TRa; and TRp;) and B1-adrenergic receptor (B1-AR), at weaning, and analyze the
cardiac function and blood pressure in young offspring of both sexes. Therefore, Wistar
female rats consumed control (9% lipids, group C) or high-fat diet (29% lipids, HF group) for
7 consecutive weeks before mating, pregnancy and lactation. At weaning, part of the offspring
was euthanized by cardiac puncture. Blood, white adipose tissue, brown adipose tissue, heart,
lungs and liver were collected and weighted. The ventricular expression of f1 -AR, TRa; and
TR, were analyzed by Western blotting and the serum leptin was measured by RIA analysis.
Another part of the puppies were kept in cages with ad libitum access to control diet until the
functional analysis at 30 days of age. We observed that HF matrices had lower food intake
and the same body weight than C matrices in the weeks before mating. During lactation, HF
offspring showed higher body mass from the 6" (male) or 9" (female) day of life. At
weaning, HF offspring had a higher body weight, adiposity and hyperleptinemia. There was
an increase in ventricle weight of male and female HF offspring, but the atrial weight
increased only in female HF offspring. Analysis of lung and liver weight are indirect
measures for evaluating if there is congestion in these organs, in consequence of heart failure.
This measure revealed that only in male HF there was an increase in lung weight, while the
liver weight increased in both sexes. The ventricular expression of 1 -AR was higher in
female HF offspring while TRay expression was increased only in male HF. The ventricular
expression of TRB; was not significantly changed. At 30 days, C and HF offspring showed
the same body weight. By analyzing cardiac function, the female HF offspring showed
impaired systolic function (lower ejection fraction and higher end-systolic volume). Male HF
also had lower ejection fraction but appear to compensate the systolic dysfunction with
ventricular hypertrophy. There were no alteration in heart rate, electrical conduction,
sympathetic tone neither blood pressure in the HF offspring. Taken together, the results
suggest that the maternal consumption of high-fat diet promotes early changes in cardiac
function in rats regardless of the offspring sex, but male and female seem to have different
mechanisms for the establishment of such dysfunction.

Key-words: high-fat diet, metabolic programming, cardiac function.
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média £ erro padrdo, teste-t student, p<0,05. Imagens acima dos graficos sdo referentes a
membrana de PVVDF que originou 0S dad0S..........cccueiiiiriiiininieieiese e 38

Figura 20: A) Expressdo proteica do receptor para hormonio tireoidiano, isoforma alfa 1
(TRa4) dos filhotes machos das proles C (n = 6) e DH (n = 6). O * indica que a expressao
proteica do TRay € maior nos machos da prole DH do que na prole C. B) Expressao proteica
do receptor para horménio tireoidiano, isoforma alfa 1 (TRay) dos filhotes fémeas das proles
C (n=5) e DH (n = 6). Dados expressos como média + erro padrao, teste t student, p<0,05.
Imagens acima dos graficos sdo referentes a membrana de PVDF que originou 0s

Figura 21: A) Expressdo proteica do receptor para horménio tireoidiano, isoforma beta 1
(TRp1) dos filhotes machos das proles C (n = 7) e DH (n = 7). B) Expressao proteica do
receptor para hormdnio tireoidiano, isoforma beta 1 (TRpB;) dos filhotes fémeas das proles C
(n=7) e DH (n = 7). Dados expressos como média + erro padrdo, teste-t student, p<0,05.
Imagens acima dos graficos sdo referentes a membrana de PVDF que originou 0s

Figura 22: Massa corporal (g) dos filhotes machos e fémeas das proles C e DH, aos 30 dias
de idade. O + indica que os filhotes machos da prole C apresentaram menor peso corporal
guando comparado aos filhotes fémeas do mesmo grupo. Machos C (n = 15), machos DH (n =
9), fémeas C (n = 15) e fémeas DH (n= 10). Dados expressos como meédia + erro padréo,
p<0,05. Teste two-way ANOVA seguido de pos-teste Sidak..........ccevvervrieriverinniesieennaiennnns 40
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Figura 23: Anélises referentes a geometria cardiaca do ventriculo esquerdo (VE). A)
Espessura do septo intraventricular em diastole (mm) de machos e fémeas das proles C e DH.
B) Espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo em sistole (mm) de machos e fémeas
das proles C e DH. C) Massa do VE (mg) dos filhotes jovens machos e fémeas das proles C e
DH. O * indica que os machos da prole DH apresentaram massa do VE 28% maior quando
comparados com os machos C. Machos C (n=9), machos DH (n=9), fémeas C (n=8), fémeas
DH (n=10). Dados expressos como média £ erro padrdo, p<0,05. Teste two-way ANOVA
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Figura 24: A) Area interna do ventriculo direito (VD) em diéstole (mm?). B) Area interna do
ventriculo esquerdo (VE) em diéstole (mm?). O * indica que os filhotes machos da prole DH
apresentaram area do VE 10% maior quando comparados com os filhotes machos da prole C.
C) Volume diastdlico final do VE (uL) de filhotes machos e fémeas das proles C e DH.
Machos C (n=9), machos DH (n=9), fémeas C (n=8), fémeas DH (n=10). Dados expressos
como média * erro padrdo, teste two-way ANOVA, seguido de pos-teste

Figura 25: Valores referentes a funcéo sistélica de ratos jovens, apds avaliacdo das imagens
do ECO pelo método de Simpson. A) Fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (%) de filhotes
machos e fémeas das proles C e DH. O * indica que a fracdo de ejecdo estava reduzida nos
filhotes machos e fémeas da prole DH. O + indica que os machos da prole C apresentam
menor fracdo de ejecdo quando comparadas com as fémeas da prole C; B) Volume de ejecéo
do VE (uL) de machos e fémeas das proles C e DH. C) Percentual de encurtamento da area do
VE (%) de machos e fémeas das proles C e DH. D) Volume sistdlico final do VE (uL) de
filhotes machos e fémeas das proles C e DH. O * indica que as fémeas da prole DH
apresentaram aumento de 33% no volume sistolico final do VE quando comparadas as fémeas
da prole C. Machos C (n=9), machos DH (n=9), fémeas C (n=8), fémeas DH (n=10). Dados
expressos como média * erro padrdo, p<0,05. Teste two-way ANOVA, seguido de pos-teste

Figura 26: Andlise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca das proles C e DH,
machos e fémeas, aos 30 dias de idade. A) Andlise espectral na faixa de baixa frequéncia
(LF); B) Analise espectral na faixa de alta frequéncia (HF); C) Relacéo dos espectros de baixa
e alta frequéncia (LF/HF). Machos C (n=9), machos DH (n=9), fémeas C (n=10), fémeas DH
(n=10). Dados expressos como média + erro padrdo, p<0,05. Teste two-way ANOVA,
SEQUIAO 0B POS-TESIE TUKEBY......eeiiieie ittt ettt ettt et sttt et esaeereenne e 46
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1 INTRODUCAO

A maior disponibilidade de alimentos altamente caléricos associada ao menor gasto
energético (sedentarismo) tem causado mudancas no perfil corporal da populacdo mundial. O
alto indice de desnutricdo tem sido rapidamente substituido por grande prevaléncia de
obesidade, incluindo adultos e infantes.

Nesse contexto, o alto indice de massa corporea em mulheres momentos antes da
gestacdo e/ou um excesso no ganho de peso gestacional tém sido frequentemente associados a
um aumento no risco de complicacdes obstétricas. Além disso, a obesidade materna também
tem sido associada ao maior risco de defeitos congénitos, disfuncdes metabdlicas, obesidade e
maiores chances de desenvolvimento de complicagdes cardiovasculares na prole.

Estudos clinicos e epidemioldgicos sugerem forte correlacdo entre eventos ocorridos
durante as fases iniciais de desenvolvimento e o surgimento de doengas crbnicas na vida
adulta. A gestacdo e a lactacdo sdo periodos de intenso crescimento, replicacdo e
diferenciacdo celular e por isso sédo considerados periodos criticos de desenvolvimento.
Insultos ambientais, hormonais ou nutricionais durante a vida intrauterina e neonatal, podem
resultar em disturbios permanentes na idade adulta, sendo esse conceito denominado
programacdo metabdlica ou plasticidade do desenvolvimento. Neste contexto, o estudo do
impacto da obesidade materna sobre o desenvolvimento de doencas crénicas torna-se muito
relevante.

O desenvolvimento de modelos experimentais de programacdo possibilitou grande
avanco na determinacdo de mecanismos fisiologicos e moleculares envolvidos na origem de
diversas doengas metabdlicas cronicas caracteristicas da idade adulta. Evidéncias de estudos
em roedores, coelhos e babuinos sugerem que as fungdes cardiovasculares e metabolicas da
prole sdo comprometidas de forma persistente quando expostas a obesidade materna.
Algumas das consequéncias ja observadas e descritas sdo: aumento de adiposidade,
intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, resisténcia aos efeitos anorexigénicos da leptina e
aumento da atividade simpatica.

Ha indicios de que filhotes machos e fémeas sofram os efeitos da programacao
metabdlica de forma distinta. A maioria dos estudos em animais, no entanto, leva em conta
somente a prole macho, devido a maior facilidade no manejo diario e menores flutuacGes
hormonais ao longo do experimento. Pouco se conhece acerca das consequéncias da
programacdo em filhotes de ambos os sexos, principalmente filhotes jovens.

Dados da literatura mostram correlacdo entre o fornecimento de dieta hiperlipidica as
matrizes e o desenvolvimento de fibrose cardiaca em fetos de ambos os sexos, hipertrofia
cardiaca em machos aos dois meses de idade, hipertensdo na prole macho e fémea aos 30 e 90
dias de idade e disfuncdo endotelial na prole macho aos sete meses de idade. Um estudo
recente do nosso grupo mostrou que filhotes machos apresentam, ao desmame, maior
contetdo de catecolaminas na adrenal e aumento dos niveis sericos de T3 total e T4 livre.
Sabendo que tais horménios sdo importantes reguladores da funcdo cardiovascular e que o
aumento sérico destes esta ligado a disfuncBes cardiovasculares, o presente trabalho visa
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investigar possiveis impactos precoces na funcdo cardiaca da prole de ratas em dieta
hiperlipidica, e se os filhotes machos e fémeas respondem de forma diferente &s mesmas
condi¢des adversas durante os periodos criticos de programacao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Obesidade: A Epidemia do Século XXI

A obesidade e o sobrepeso sdo definidos como o acimulo de tecido adiposo de forma
anormal ou excessiva, que representa um risco para a sade do individuo (ORGANIZAGCAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2015). O tecido adiposo é um 6rgdo que, além de adipdcitos, €
composto por outros tipos celulares, como fibroblastos, pré-adipécitos, células endoteliais e
do sistema imune (CRISTANCHO & LAZAR, 2011). Além da capacidade de reservatorio
energético, o 6rgdo também apresenta outras propriedades metabdlicas e enddcrinas
importantes na homeostase energética. O aumento de massa adiposa resulta em incremento
dos niveis séricos de adipocitocinas, como leptina e resistina, e reducdo de adiponectina
(AHIMA et al., 2005), substancias que exercem suas acdes de forma autdcrina, paracrina e
endocrina (MARSEGLIA et al., 2015).

2.1.1. Cenario mundial da obesidade

Com o aumento das redes de fast food e alteragdes no estilo de vida urbano, observou-
se mudangas no perfil corporal da populacdo mundial. A maior disponibilidade de alimentos
altamente caloricos para a populacdo, associado ao menor gasto energético (sedentarismo)
pode ser a causa primaria do aumento dos indices da obesidade mundial, bem como aumento
de co-morbidades associadas a esta patologia (GRUNDY, 1998; BELL et. al., 2005).
Mudangas ambientais, idade, fatores genéticos e efeitos hormonais também influenciam a
susceptibilidade de cada individuo ao ganho ou perda de peso (ROSSNER, 2002).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), desde 1997, indica a obesidade como um
problema de satde publica. O ultimo relatorio da Federacdo Mundial de Obesidade, em 2012,
mostrou que existem cerca de 475 milhdes de adultos obesos, sendo quase o dobro o nimero
de individuos em sobrepeso, indicando que cerca de 1,5 bilh6es de adultos no mundo
encontram-se fora do peso ideal. Dentre os jovens, mais de 200 milhdes de criancas
encontram-se em sobrepeso, 0 que faz desta geracao a primeira a possuir menor estimativa de
vida do que seus pais (INTERNATIONAL OBESITY TASKFORCE, 2012).

Nos Estados Unidos da América, um dos paises com maiores indices de sobrepeso e
obesidade, a prevaléncia de individuos obesos € alta: um terco dos adultos e 17% de criancas
sdo obesos (OGDEN et al.,, 2012b). No entanto, gracas aos programas publicos de
conscientizacdo dos riscos da obesidade no pais, tais niveis permanecem inalterados desde
2003-04 (FLEGAL et al., 2012; OGDEN et al., 2012a; OGDEN et al., 2014).

Ja no Brasil, os dados do IBGE nédo sdo confortantes: o peso dos brasileiros vem
aumentando nos Gltimos anos, em todas as regides. Em 2008-09, o excesso de peso atingia
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uma em cada trés criangas de cinco a nove anos, sendo 0s meninos os mais afetados. Dentre a
populacdo de adolescentes, 0 excesso de peso atingia 21,5% e a obesidade foi verificada em
um quarto dos casos em ambos 0s sexos, demonstrando que 0 sobrepeso aumentou seis vezes
em homens e trés em mulheres dos 10 aos 19 anos, em 34 anos (1974-75 até 2008-09). A
Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF) também observou aumento continuo do excesso de
peso e obesidade na populacdo de 20 anos ou mais. O sobrepeso quase triplicou entre homens
(de 18,5% em 1974-75 para 50,1% em 2008-09) e aumentou em menor propor¢do entre as
mulheres (de 28,7% para 48%, neste mesmo periodo). Com esses dados, percebemos que a
obesidade no Brasil cresceu mais de quatro e duas vezes entre homens e mulheres,
respectivamente (PESQUISA DE ORCAMENTOS FAMILIARES, 2010).

2.2. Obesidade e o Sistema Cardiovascular

A sindrome metabolica é caracterizada por uma associacdo de fatores que levam ao
surgimento de doencas cardiovasculares, e a obesidade € um desses fatores. Uma gama de
desordens metabolicas tem sido relacionada com a obesidade (CROWLEY et al., 2002;
WALLS et al., 2012; KALIL & HAYNES, 2012; KONSTANTINIDES et al., 2006). Grande
parte dessas alteracbes pode levar a disfuncdes cardiometabdlicas, como dislipidemias,
resisténcia a insulina, diabetes mellitus, mudancas no metabolismo glicidico e
hiperinsulinemia (ROMERO-CORRAL et al., 2010; KONSTANTINIDES et al., 2006; HU et
al., 2003).

As dislipidemias mais frequentes em individuos obesos sdo caracterizadas pelo
aumento dos niveis séricos de triglicerideos e acidos graxos livres, acompanhado de reducao
dos niveis do colesterol HDL (high density lipoprotein) com disfuncdo das proteinas que
compdem o HDL e concentragdo serica normal ou levemente elevada do colesterol LDL (low
density lipoprotein) (FRANSSEN et al., 2011). A concentracdo plasmatica de apolipoproteina
(apo) B também esta aumentada na obesidade, em parte devido a superproducdo hepética de
lipoproteinas que contém a apo B (FRANSSEN et al., 2011; WANG & PENG, 2011).
Particulas remanescentes de quilomicrons e VLDL (very low density lipoprotein) estdo
envolvidos no desenvolvimento da aterosclerose (CASTRO & ERKELENS, 1998) e, nesse
contexto, diversos trabalhos propdem associacdo entre os niveis de colesterol e lipoproteinas
ricas em triglicerideos com a presenca de aterosclerose coronaria (PATSCH et al., 1992;
ENGELBERG, 1983; SIMONS et al., 1987; GRUNDY, 2002), cerebral (RYU et al., 1992) e
periférica (SENTI et al., 1992). Ademais, o consumo de uma Unica refei¢do rica em lipideos
(VOGEL et al.,, 1997) ou infusdo de lipoproteinas artificiais ricas em triglicerideos
(LUNDMAN et al., 1997) sdo capazes de reduzir a reatividade vascular de modo endotélio-
dependente e -independente. Esse fenémeno pode ser atribuido ao aumento dos niveis de
acidos graxos livres gerados pela acdo da lipoproteina lipase, pois levam ao comprometimento
da vasodilatacdo dependente do endotélio (STEINBERG et al., 1997). Outros mecanismos
pelos quais a obesidade pode levar a aterosclerose compreendem a ativacdo pos-prandial de
leucdcitos residentes que liberam diversos mediadores inflamatérios e aumentam o risco de
acumulo e ruptura das placas de ateroma (KLOP et al., 2012; VAN DER WAL et al., 1999),
geracdo de estresse oxidativo e producdo de citocinas (VAN OOSTROM et al., 2004;
ALIPOUR et al., 2008).



Uma das caracteristicas principais na patogénese da sindrome metabdlica é a
resisténcia insulinica (CERSOSIMO & DE FRONZO, 2006; REAVEN, 1998) e a obesidade,
sendo o aumento da adiposidade visceral apontado como a causa primaria do
desenvolvimento dessa resisténcia (DE FRONZO & FERRANNINI, 1991; HAFFNER et al.,
1988). A resisténcia insulinica é caracterizada pela hiperinsulinemia compensatéria, que é a
maior disfuncdo metabdlica associada ao estagio inicial do diabetes mellitus, ou diabetes do
tipo 2. O aumento da concentracdo plasmatica de insulina pode levar a disfuncGes metabdlicas
em diversos tecidos, dentre eles 0s vasos sanguineos e o cora¢do (RUIGE et al., 1998). Sendo
assim, a resisténcia insulinica € uma das causas da disfuncdo endotelial associada a sindrome
metabolica (FORNONI & RAIJ, 2005), visto que promove redugdo do 6xido nitrico (NO)
derivado do endotélio (CERSOSIMO & DE FRONZO, 2006; ROBERTS et al., 2000).
AlteracOes da funcdo vasomotora observadas em individuos diabéticos podem ser causadas
por diversos fatores que limitam a disponibilidade do NO, dentre eles: (1) a reducdo da sintese
de NO, por reducédo da expresséo proteica da enzima NO sintase endotelial (BOURGOIN et
al., 2008); (2) a reducéo da liberagdo do NO e (3) o consumo exagerado de NO em tecidos
que apresentam alta quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS),
que sdo geralmente produzidos por perturbacées celulares no metabolismo glicidico e lipidico
(CERSOSIMO & DE FRONZO, 2006; ERDEI et al., 2006; GALILI et al., 2007; ROBERTS
et al., 2005, 2006).

Além das acBes no metabolismo da glicose, a insulina tem importantes agdes
hemodinamicas. Estudos em humanos, cdes e ratos mostraram que a insulina gera
vasodilatacdo periférica e promove o recrutamento capilar, de forma a aumentar o aporte
sanguineo em tecidos especificos (BARON & CLARK, 1997; LIANG et al., 1982; PITRE et
al., 1996; RATTIGAN et al., 1997). Esses efeitos sdo mediados pelo NO (STEINBERG et al.,
1994) e sdo considerados fisiologicamente fundamentais na acdo da insulina sobre o
metabolismo da glicose, ao aumentar o aporte de glicose a tecidos menos perfundidos
anteriormente, como o musculo esquelético (BARON & CLARK,1997). Quando ha
resisténcia a insulina em individuos obesos ou diabéticos, tal vasodilatacdo € comprometida
(BARON, 1996; VINCENT et al., 2003).

No coracdo, a cascata de sinalizacdo da insulina é responsavel pelo controle da
preferéncia cardiaca ao substrato energético glicidico. A insulina é capaz de estimular a
captacdo de glicose no miocardio, acelerar a glicolise, promover a oxidacdo da glicose e a
sintese de glicogénio (ABEL et al., 1999; SOLTYS et al., 2002; DEPRE et al., 1998; BELKE
et al., 2001; LAUGHLIN et al., 1992). No diabetes, ha alteracdo na preferéncia de substratos
e, ao invés do carboidrato, o coracdo usa acidos graxos de forma excessiva (HAFNNER et al.,
2000). Modelos de animais diabéticos tem apresentado hipertrofia do ventriculo esquerdo
(HAFNNER et al., 2000), devido a sobrecarga de pressdo, associada ao maior uso de acidos
graxos ndo esterificados, acimulo de triglicerideos e aumento da producdo de compostos
toxicos intermediarios que, juntamente com a hiperglicemia, contribuem para 0 aumento da
formacdo de ROS (RITCHIE & DELBRIDGE, 2006), desacoplamento mitocondrial, reducéo
da sintese de ATP e consequente apoptose celular (BERTRAND et al., 2008). Esse processo é
conhecido como lipotoxicidade (BORISOV et al., 2008).

A hipertensdo possui forte correlacdo com a obesidade, mais precisamente 0 aumento
da adiposidade visceral (KANAI et al., 1990; MATHIEU et al., 2009) e estima-se que 65 a
78% dos casos de hipertensdo possam ser atribuidos a obesidade (GARRISON et al., 1987). A
descoberta de que o tecido adiposo, além do figado, é fonte de angiotensinogénio tem
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contribuido para afirmar que o sistema renina-angiotensina esta relacionado com a
hipertensdo em individuos obesos (RUBIO-RUIZ et al., 2014). A renina produzida pelos rins
permite transformacdo do angiotensinogénio em angiotensina | e, ap6s acdo da enzima
conversora de angiotensina, hd formagdo da angiotensina IlI, um potente vasoconstritor
(SKEGGS et al., 1954). O receptor para angiotensina Il do tipo AT-1 estad expresso em
adipdcitos, e sua cascata de sinalizagdo é importante na diferenciacdo de pré-adipdcitos em
adipocitos (PAUSOVA, 2006). No entanto, ao interferir na diferenciagdo de pré-adipdcitos, a
angiotensina Il pode contribuir para a formacdo de adip6citos maiores e com disfuncgdes.
Esses adipdcitos passam a produzir maior expressdo de angiotensinogénio, de leptina, de
espécies reativas de oxigénio e de citocinas pro-inflamatérias (FURUKAWA et al., 2004),
indicando um ciclo vicioso entre o tecido adiposo e a hipertensdo associada a obesidade
(DESPRES & LEMIEUX, 2006; GUO et al., 2004).

Além disso, 0s reservatorios adiposos com adipécitos maiores sdo infiltrados por
macréfagos, e ambos os tipos celulares se comunicam. A liberacdo de acidos graxos livres
pelos adipdcitos leva a producao do fator de necrose tumoral o (TNF-a) pelos macrofagos,
que, por sua vez, induzem a producdo de interleucina-6 (IL-6) nas células adiposas
(SUGANAMI et al., 2005). A presenca de IL-6 parece ser um dos mecanismos pelos quais a
hipertensdo se instala, visto que LEE e colaboradores (2004) observaram menor resposta
hipertensora em camundongos knockout para IL-6.

Individuos obesos apresentam alta expressdo do RNA mensageiro (RNAm) para
leptina no tecido adiposo, bem como hiperleptinemia, condicdo que tem sido associada ao
maior risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares (WALLACE et al., 2001).
Apesar da alta concentracdo serica de leptina ndo ha reducdo da adiposidade, provavelmente
devido a resisténcia hipotalamica aos efeitos anorexigénicos deste horménio. A resisténcia a
leptina tem sido atribuida a multiplos fatores, incluindo problemas no transporte da leptina
pela barreira hemato-encefalica (BANKS et al., 2002), reducdo do conteudo hipotalamico de
proteinas que realizam retro-alimentacdo negativa na via de sinalizacdo da leptina, inflamacéo
crénica, estresse oxidativo no reticulo endoplasmaético e autofagia (MYERS et al., 2012;
JUNG & KIM, 2013).

2.3. Leptina e o Sistema Cardiovascular

A leptina (do grego leptos, que significa magro) € uma proteina de 16 kDa, 167
residuos de aminoécidos e foi identificada em 1995 como produto do gene ob, em
camundongos (FRIEDMAN, 2009). Embora sua maior producdo ocorra no tecido adiposo
branco, a leptina também é produzida e secretada por diversos 6rgdos (LIMA & CURI, 2012).

O receptor da leptina (ObR) foi identificado como um receptor da familia da classe |
das citocinas, expresso em varios nucleos cerebrais e tecidos periféricos (TARTAGLIA et al.,
1995). O RNAm do ObR apresenta diversos splicings alternativos (ObRa-f), sendo o ObR-b a
isoforma mais longa, a Unica que apresenta um dominio citoplasmatico de 302 aminoécidos,
incluindo diversas areas de interacdo com outras proteinas (LEE et al., 1996).



A leptina tem sua acdo classica no sistema nervoso central, onde é responsavel pela
regulacdo da ingestdo alimentar e do balanco energético corporal. Ela age diretamente sobre
duas populacBes de neurdnios no nucleo arqueado hipotalamico: (1) os neurdnios que co-
expressam proopiomelanocortina (POMC) e cocaine-amphetamine regulated transcript
(CART) e (2) neurbnios que co-expressam o peptideo relacionado ao gene agouti (AgRP) e
neuropeptideo Y (NPY) (FRIEDMAN, 2000; XU et al., 2011). Este hormdnio estimula a
expressdo de POMC/CART (fatores anorexigénicos) e inibe a expressdo de AgRP/NPY
(fatores orexigénicos), garantindo assim a redugdo do consumo alimentar e o aumento do
gasto energético (LIMA & CURI, 2012). Dessa forma, a leptina age sobre a homeostase
energética.

SATOH e colaboradores (1997a) demonstraram que a leptina age em neurdnios
localizados no nucleo hipotaldmico ventro-medial (VMH), estimulando o aumento da acéo do
sistema nervoso simpético no organismo (SATOH et al., 1997b; 1999). A ativacdo simpatica
no coracdo leva a fosforilagcdo de proteinas que aumentam a forca de contracdo, a velocidade
de relaxamento e a frequéncia cardiaca (ZHAO et al., 1994; SIMMERMAN & JONES, 1998;
XIAO, 2000), além de aumentar o risco de hipertensdo arterial (BRAVO et al., 2006). A
leptina tambem influencia a atividade parassimpatica, inibindo-a de forma (1) direta: a
interacdo deste horménio sobre o receptor ObR-b leva a hiperpolarizacdo dos neurdnios no
nacleo dorsal motor do vago (DMV) (WILLIAMS et al., 2007; LI et al., 2007); (2) e indireta,
por acdo estimulatoria em neurdnios glutamatérgicos do nudcleo do trato solitario, que
realizam sinapses inibitorias com neurdnios no DMV (WILLIAMS et al., 2007).

Além dos efeitos indiretos sobre o sistema cardiovascular, a leptina também apresenta
efeitos diretos. PURDHAM e colaboradores (2004) observaram que cardiomidcitos
expressam os receptores para leptina Ob-Ra, Ob-Rb e Ob-Re, apresentando diferentes padrées
de expressdo entre as camaras cardiacas e de acordo com o género. Além disso, foi
demonstrado que ha expressdo do RNAm da propria leptina em cardiomidcitos, sugerindo que
este horménio pode agir de forma paracrina e autdcrina no coracdo (PURDHAM et al., 2004).

Em cultura de cardiomidcitos, a leptina é capaz de promover hiperplasia tanto pela via
IRS/PI3K/Akt (substrato do receptor de insulina/ proteina fosfatidilinositol 3 quinase/
proteina quinase serina/treonina), quanto pela SHP2/MAPK (proteina tirosina fosfatase-2
contendo o dominio SH2/ proteina quinase ativada por mitdgeno), principalmente pela
ativacdo da ERK1/2 (do inglés, “extracellular signal-related kinase”) (TAJMIR et al., 2004).
Também foi descrito que a leptina leva a hipertrofia cardiaca in vitro, possivelmente via
ativacdo da MAPK (RAJAPUROHITAM et al., 2003, 2006), e, in vivo, a hipertrofia teve
correlacdo direta com a up-regulation do receptor ObR-b (MATSUI et al., 2012). Além disso,
o0 tratamento com anticorpo contra 0 ObR ou a administracdo de um oligodesoxinucleotideo
antisense diretamente contra 0 RNAm da leptina, em ratos submetidos a ligacdo da artéria
coronaria, foi capaz de atenuar a hipertrofia, a disfuncdo ventricular esquerda (PURDHAM et
al., 2008) e reduzir a severidade da insuficiéncia cardiaca (MORO et al., 2011), indicando a
participacdo da leptina no remodelamento cardiaco.

O remodelamento cardiaco compreende mudancas fenotipicas nos midcitos e na
matriz extracelular, resultando muitas vezes em fibrose cardiaca (HAYDEN et al., 2006;
PANCHAL et al., 2011; SCHRAM & SWEENEY, 2011). MARTINEZ-MARTINEZ e
colaboradores (2014) observaram que a leptina produzida no coracdo pode participar de
alteracdes cardiacas associadas a obesidade ao induzir a producéo de colageno via aumento no
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estresse oxidativo mediado pela ativacdo da mTOR (do inglés, “mammalian target of
rapamycin”), com participacdo da galectina-3. O aumento do estresse oxidativo mediado pela
alta concentracdo de leptina pode prejudicar a contratilidade dos cardiomidcitos (REN et al.,
2010) por aumento da atividade da 6xido nitrico sintase (NOS) (NICKOLA et al., 2000).

O metabolismo cardiaco também é modulado pela leptina. A leptina é capaz de
diminuir a sensibilidade da carnitina-palmitoiltransferase-1 em relagéo a enzima malonil-CoA
em animais alimentados com dieta hiperlipidica, estimulando a oxidacao de &cidos graxos, via
ativacdo da IRS/PI3K/Akt, e exercendo importante papel na adaptacdo do metabolismo
cardiaco em diferentes situagdes de oferta nutricional (GUZMAN-RUIZ et al., 2010). Alem
disso, foi demonstrado que camundongos geneticamente modificados que superexpressam
acetil coA- sintase somente no coracdo, apresentando um fendtipo de severa lipotoxicidade
cardiaca, quando sdo tratados com adeno-virus contendo DNAc para leptina possuem a
funcdo sistolica preservada, sugerindo que a leptina também possa exercer papel
cardioprotetor contra o acumulo de lipideos (LEE et al., 2004).

Corroborando com esses dados, acimulo de triglicerideos, lipotoxicidade cardiaca e
consequente disfuncdo miocardica tem sido observados em modelos experimentais de
obesidade, inclusive em camundongos ob/ob e db/db, que ndo possuem a via de sinalizagdo da
leptina funcional (CHRISTOFFERSEN et al., 2003; VAN DER BERGH et al., 2008;
CARLEY & SEVERSON, 2005; BELKE & SEVERSON, 2012). De forma semelhante, o
acumulo intramiocéardico de triglicerideos € comum em pacientes obesos com insuficiéncia
cardiaca ndo isquémica (SHARMA et al., 2004).

Além das acOes sobre o coracdo, a leptina também exerce efeitos sobre os vasos
sanguineos, diretamente sobre as células endoteliais e musculares. Ja foi descrito que a leptina
¢ capaz de induzir proliferacdo, diferenciacdo e ativacdo de células hematopoiéticas
(GAINSFORD et al., 1996), promover angiogénese (BOULOUMIE et al., 1998; SIERRA-
HONIGMANN et al., 1998) e aumentar respostas pro-inflamatérias (LOFFREDA et al.,
1998). A atividade da NADPH oxidase de fagocitos € aumentada em individuos obesos,
estando positivamente correlacionada com o nivel sérico de leptina. Essa acdo estimulatoria
da leptina sobre a NADPH oxidase parece ser via PI3K e proteina quinase C (PKC), e
prejudica a funcdo endotelial por aumentar a degradacdo de NO devido ao aumento do
estresse oxidativo (BOULOUMIE et al., 1999; FORTUNO et al., 2010). A leptina também
estimula a producdo de endotelina-1 (ET-1) (JUAN et al., 2008), e 0 excesso do horménio
promove calcificacdo vascular (LIU et al.,, 2014; PARHAMI et al.,, 2001), agregacao
plaquetaria e trombose arterial (KONSTANTINIDES et al., 2006).

A hiperleptinemia promove o estresse oxidativo sistémico e intrarrenal, reduz a
bioatividade do NO, estimula a reabsorcdo de sédio (BELTOWSKI et al, 2004,
KONUKOGLU et al., 2006), diminui a vasodilatacdo dependente do endotélio (KUNDSON
et al., 2008) e potencializa os efeitos da angiotensina Il na pressao arterial (WANG et al.,
2013).

Na obesidade, os niveis séricos de leptina estdo aumentados e, como altas
concentracdes deste hormonio representam um fator de risco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, é plausivel que a hiperleptinemia seja uma das principais causas de
incidéncia de doencas cardiovasculares em individuos obesos (WALLACE et al., 2001).



2.4.  Programagédo Metabdlica

Diversos pesquisadores nos anos 60 e 70 comecaram a observar que, em diferentes
espécies de mamiferos (como ratos, camundongos, porquinho-da-india e suinos), a redugdo de
calorias ingeridas ou o menor aporte de proteinas fornecido para a fémea durante a gestacao e
a lactacdo afetava o crescimento e a capacidade cognitiva da prole (ROEDER & CHOW,
1972; McCANCE, 1976). No entanto, a teoria da origem do desenvolvimento da saude e
doenca (teoria conhecida pela sigla DOHaD, do inglés “developmental origins of health and
disease™) s6 foi popularizada no inicio da década de 90, com as observacdes epidemioldgicas
de David Barker. O pesquisador dizia que 0 modelo de doenca degenerativa em adultos, além
de incluir a interagdo genética e ambiental na vida adulta, também deveria levar em conta a
programacao que o individuo sofreu durante a vida fetal e a infancia (BARKER, 1990).

O conceito atual de programacdo do individuo sugere que alteracbes de origem
ambiental, hormonal ou nutricional durante momentos anteriores a concepcao, e durante a
gestacdo e lactacdo poderiam modular individualmente o desenvolvimento, gerando disturbios
estruturais e funcionais que podem se tornar permanentes e predispor o individuo a maiores
riscos de desenvolvimento de doengas crénicas e degenerativas na fase adulta. Esses periodos
compreendem os periodos criticos de programacgédo (LUCAS, 1994), pois séo fases de intenso
crescimento, replicacdo e diferenciacdo celular, onde ha formacdo e maturacdo da maioria dos
orgaos e sistemas (SIMMONS, 2005).

Com base em estudos epidemiologicos surgiu a hipdtese do ‘fendtipo poupador’ (em
inglés, thrifty phenotype) (HALES & BARKER, 1992), proposto especificamente para
individuos onde o baixo peso ao nascimento foi caracterizado por adaptacfes precoces a um
ambiente intrauterino adverso, para otimizar o uso do suprimento escasso de nutrientes e
garantir a sobrevivéncia. Essas adaptacOes favoreciam o desenvolvimento de certos orgaos,
em detrimento de outros, levando a alteracGes permanentes no metabolismo dos tecidos. O
desenvolvimento comprometido durante a gestacdo e a lactacdo em consequéncia da
desnutricdo materna foi capaz de alterar de forma irremediavel o nimero de células, sendo o
tecido afetado de acordo com o tempo que o insulto permaneceu (McCANCE, 1976;
WIDDOWSON, 1976).

Diversos estudos epidemiologicos mostram estreita relacdo entre o baixo peso ao
nascimento e o desenvolvimento da sindrome metabdlica, bem como de seus componentes na
idade adulta: diabetes do tipo 2, resisténcia a insulina, adiposidade abdominal, obesidade,
dislipidemias, doencas cardiovasculares (como hipertensdo) e maior risco de infarto do
miocéardio (HALES & BARKER, 1992; PHILLIPS, 1998; FORSEN et al., 1999; GODFREY
& BARKER, 2001; GLUCKMAN & HANSON, 2004; LAITINEN et al., 2004). SICHIERI e
colaboradores (2000) mostraram que mulheres que apresentavam baixa estatura, um sinal de
subnutricdo na infancia, possuiam maior risco de desenvolver obesidade e adiposidade
abdominal sem que esse fato estivesse relacionado a quantidade ou ao valor nutricional do
alimento ingerido na fase adulta.

Além disso, a susceptibilidade a doencas cronicas na vida adulta é diferente entre
machos e fémeas. No contexto DOHaD, a exposi¢do as mesmas condi¢fes intrauterinas e
neonatais podem alterar permanentemente e de forma diferente a fisiologia de machos e
fémeas em termos do tempo do insulto, inicio e severidade das consequéncias, muitas vezes
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com longa laténcia (GABORY et al., 2009; BALE, 2011; VAN ABEELEN et al., 2011,
WADDELL & McCARTHY, 2012; BARKER, 1992; WALKER & HO, 2012). Sendo assim,
é importante o estudo de ambos 0s sexos no contexto da programacéo metabdlica.

2.4.1. Modelos de programacéo metabdlica

Insultos de natureza ambiental podem programar os filhotes para alteracGes na fase
adulta. Dentre eles, um dos insultos mais estudados é a exposicdo a fumaca do cigarro ou a
nicotina. A exposicdo ao fumo durante a gestacdo tem sido relacionada ao menor peso ao
nascimento, maior prevaléncia de morte subita em neonatos e complicagcdes no crescimento
da crianga, incluindo redugéo da massa corporal, comprimento e circunferéncia craniana aos
trés meses de idade (HEGAARD et al., 2006; FENERCIOGLU et al., 2009). Quando a
exposicdo a fumaca de cigarro ocorre durante a lactacdo, ha reducdo do contetdo de lipideos
totais no leite durante os primeiros seis meses de lactacdo e menor concentragdo de
interleucina-1 no colostro quando comparado com mdaes nao fumantes (ZANARDO et al.,
2005).

O componente mais estudado do cigarro € a nicotina, uma substancia alcaloide
produzida pelas folhas da erva do tabaco. Quando inalada, a nicotina é rapidamente
transportada através da barreira hemato-encefalica e através das membranas celulares
(ROSEMBERG, 2002). A nicotina é capaz de atravessar a placenta durante a gestacéo (DI
FRANZA & LEW, 1995) e também atingir o leite materno durante a lactacdo (LAUBERG et
al., 2004), podendo programar a prole para obesidade na fase adulta (GAO et al., 2005;
HOLLOWAY et al., 2005; SOMM et al., 2008).

WILLIAMS & KANAGASABAI (1984) mostraram que a exposicao fetal a nicotina
aumentou a adiposidade fetal no penultimo dia da gestacdo. Em roedores, a exposicéo in utero
a nicotina até o 10° dia de lactacdo programa a prole para maior peso corporal aos 35 dias de
idade (NEWMAN et al., 1999). Nos filhotes machos, esse efeito foi transitorio, enquanto que
nas fémeas o maior peso corporal persistiu até a fase adulta (CHEN & KELLY, 2005).
Quando as matrizes foram expostas a nicotina momentos antes do acasalamento e durante a
gestacdo e a lactacdo, além do maior peso corporal e adiposidade na fase adulta (GAO et al.,
2005), a prole também apresentou resisténcia a insulina, intolerancia a glicose e ao frio,
reducdo da atividade fisica espontanea e aumento do risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (BRUIN et al., 2007; SOMM et al., 2008, 2009). Além de alteracGes
metabolicas, a prole de ratas expostas a nicotina também apresentou hiperleptinemia e
hipotireoidismo primario neonatal que posteriormente levou ao sobrepeso, maior adiposidade
visceral, hipertrofia de adipdcitos, resisténcia a insulina e a leptina e hipotireoidismo
secundario na fase adulta (OLIVEIRA et al., 2009; DE OLIVEIRA et al, 2010).

Outra situacdo de alteracdo do ambiente intrauterino é a reducdo da oxigenacao fetal
(OKAMURA et al., 1992; ROSS, 2011; GREENBERGER, 1985; SOOTHILL et al., 1995).
Sob tal condi¢do, os animais sofrem remodelamento do sistema cardiovascular, podendo
apresentar crescimento hipertrofico na aorta, disfuncdo ventricular esquerda e hiperinervacéo
simpatica em artérias perifericas (CAMM et al, 2010; ROUWET et al., 2002) na fase adulta.
KANE e colaboradores (2013) submeteram ratas gestantes a concentracdes de normoxia
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(21%) ou hipoxia leve (13%) em camara, entre os dias 6 e 20 de gestacdo. Foi observado que,
aos quatro meses de idade, a prole macho submetida a condigdo de hipdxia fetal apresentou
aumento da estimulacdo simpatica cardiaca e da resposta baroreflexa, e esses efeitos foram
revertidos quando a matriz foi suplementada com vitamina C durante 0 mesmo periodo de
exposicao a hipoxia.

Dentre os trabalhos que promovem mudangas hormonais do ambiente intrauterino, 0s
glicocorticoides tem sido bastante estudados. Durante a gestacdo normal, o feto é protegido da
exposicdo ao excesso de glicocorticoides materno pela barreira placentaria (BURTON &
WADDELL, 1994; HOLMES et al., 2006; LINDSAY et al., 1996; MARK et al., 2009). No
entanto, glicocorticoides sintéticos, como a dexametasona, ndo sdo reconhecidos pela barreira
placentéria e possuem livre acesso ao feto em desenvolvimento, o que promove restricdo do
crescimento fetal e predispbe o individuo ao aumento da pressao sistolica (BENEDIKTSSON
et al., 1993; ZULKAFLI et al., 2013), intolerancia a glicose (NYIRENDA et al., 1998) e
complicagbes cognitivas e comportamentais (HOLMES et al., 2006; KLEINHAUS et al.,
2010) na fase adulta.

A obesidade materna e o ganho de peso excessivo durante a gestacdo constituem a
causa mais comum de risco obstétrico e tem implicagdes diretas ndo somente em termos de
morbidade e mortalidade materna e perinatal (HESLEHURST et al., 2008; NELSON et al.,
2010, POSTON et al., 2011), como também em perspectivas de satde publica a longo-prazo,
ao aumentar o risco do desenvolvimento de obesidade na proxima geragdo (MINGRONE et
al., 2008; OKEN et al., 2009; NORMAN & REYNOLDS, 2011).

Diversos trabalhos sugerem correlagdo entre a exposi¢cdo a obesidade materna nos
periodos intrauterinos e perinatal e a obesidade com aumento do risco de doencas
cardiovasculares em criangcas (DRAKE & REYNOLDS, 2010; POSTON, 2012; O’REILLY
& REYNOLDS, 2013).

Essas observacdes tém sido confirmadas por modelos de programacdo em animais,
como primatas ndo humanos e roedores. FAN e colaboradores (2013) forneceram dieta
hiperlipidica a macacas japonesas (Macaca fuscata) durante a gestacdo e a lactacédo,
desmamando os filhotes aos 8 meses de idade. Cinco meses ap6s o desmame, os filhotes
apresentaram crescimento anormal da camada intima arterial e prejuizo na vasodilatacdo
arterial (FAN et al., 2013). Em modelo de obesidade materna em camundongos, induzida por
dieta rica em acucares e lipideos, foi observado o surgimento de disfuncGes cardiacas
(reducdo da velocidade de relaxamento e sobrecarga simpatica) sem alteracdo do peso
corporal ou dislipidemias na prole macho aos trés meses de idade (BLACKMORE et al.,
2014).

No entanto, outro trabalho utilizando o modelo de obesidade materna em
camundongos, observou aumento do consumo energético e aumento do peso corporal (mais
proeminente nos filhotes machos), aumento de adiposidade visceral e das concentracdes
séricas de triglicerideos, leptina e insulina, hipertensdo com aumento da reatividade vascular a
noradrenalina e menor relaxamento induzido pela acetilcolina, além de menor atividade
locomotora noturna (SAMUELSSON et al., 2008). A hipertensdo associada ao aumento da
adiposidade visceral e a hiperleptinemia também foi descrita em outros modelos, sugerindo
que a hipertensdo possa ser efeito da acdo central da leptina nos centros hipotalamicos
relacionados ao sistema nervoso simpatico (RAHMOUNI et al., 2005).
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Em ratos jovens programados pela obesidade materna SAMUELSSON e
colaboradores (2010) n&o observaram alteragcdes no peso corporal. No entanto, foi observado
aumento do componente autondmico simpatico na regulacdo da pressdo arterial e da resposta
hipertensora aos 30 dias de idade. Essas alteracdes permaneceram até a fase adulta, aos 90
dias de idade, e foram acompanhadas por maior sensibilidade ao reflexo baroreceptor
(SAMUELSSON et al.,, 2010). Esses dados sugerem que a obesidade materna e suas
‘perturbagdes’ metabdlicas influenciam diretamente o desenvolvimento da hipertensédo na
prole, independente da obesidade do filhote.

Em outros trabalhos, no entanto, foi observado aumento de peso corporal e
adiposidade na prole de ratas obesas (KHAN et al, 2004; TAYLOR et al., 2004,
SRINIVASAN et al.,, 2006; NIVOIT et al., 2009; FRANCO et al.,, 2012). NIVOIT e
colaboradores (2009) observaram aumento progressivo do peso corporal dos filhotes e, ao
desmame, machos e fémeas apresentaram maior peso corporal que a prole controle, e
hiperfagia. Aos 3 meses, os filhotes machos apresentaram intolerancia a glicose e aos 10
meses apresentaram hiperinsulinemia. Ao final do 12° més, machos e fémeas da prole de ratas
obesas apresentaram aumento na adiposidade (NIVOIT et al., 2009). O fornecimento de dieta
hiperlipidica em ratas da linhagem Sprague-Dawley nao alterou o peso ou tamanho dos fetos
(SRINIVASAN et al., 2006). No entanto, aos 30 dias os filhotes da prole de ratas obesas eram
mais pesados que os filhotes controle. Aos 40 dias apresentaram hiperinsulinemia, que
caracteriza o estagio inicial da diabetes do tipo 2, confirmado pela hiperglicemia e resisténcia
insulinica aos 3 meses de idade, que progrediu para instalacdo da obesidade e dislipidemias,
aos 4 meses (SRINIVASAN et al., 2006).

A obesidade materna também € capaz de comprometer a funcdo vasodilatadora
dependente do endotélio de grandes artérias na prole adulta de ambos os sexos e provocar
hipertensdo arterial aos 6 meses de idade (KHAN et al.,, 2004; TAYLOR et al., 2004).
Interessantemente, respostas adaptativas previnem o comprometimento vasoativo e a reducgéo
da frequéncia cardiaca na prole de ratas submetidas a dieta hiperlipidica caso o filhote
permaneca sobre a mesma dieta materna apds o desmame, porém 0 mesmo nao ocorre com o
desenvolvimento da hipertensdo (KHAN et al., 2004).

Um dos hormdnios mais estudados na programacao por insulto hormonal é a leptina,
presente em alta concentracdo em individuos obesos. A concentracdo sérica de leptina em
roedores, normalmente, possui variagdes desde a lactacdo até a vida adulta, sendo alta nos
primeiros dias de lactacdo e reduzindo até chegar valores baixos uma semana apds 0 desmame
(ELIAS et al., 1998; YURA et al., 2005; KIRK et al., 2009). O tempo e a duragdo precisa do
pico variam entre 0 8° e 21° dia de lactacdo, dependendo da metodologia adotada e de acordo
com a espécie em estudo, sendo relacionado com o desenvolvimento dos centros orexigénicos
e anorexigénicos que influenciam na sensibilidade da leptina durante toda a vida (YURA et
al., 2005).

Um achado comum entre a maioria dos trabalhos de programacdo neonatal pela
hiperleptinemia € a resisténcia hipotalamica a leptina (TOSTE et al., 2006b; TREVENZOLI
et al., 2007; FEREZOU-VIALA et al., 2007; VICKERS et al., 2008; FRANCO et al., 2012;
SAMUELSSON et al., 2013). TREVENZOLI e colaboradores (2007) demonstraram que ratos
tratados com injecGes diarias de leptina recombinante, do 1° ao 10° dia de lactacdo,
apresentaram aumento do peso corporal, adiposidade, aumento da frequéncia cardiaca e do
conteldo de catecolaminas na adrenal aos 150 dias de idade. No entanto, poucos sdo 0s
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estudos sobre os efeitos da hiperleptinemia na prole jovem. SAMUELSSON e colaboradores
(2013) observaram que o tratamento com leptina entre 0 9° e 0 15° dia de lactacdo acarretou
em resisténcia central a este horménio nos ndcleos relacionados ao comportamento alimentar,
tanto aos 30 quanto aos 90 dias de idade, e foi acompanhado pela auséncia da reducdo do
consumo alimentar e do peso corporal. Além das alteracdes observadas na homeostase
energética, os animais desenvolveram hipertensdo precoce, aumento do ténus simpatico sobre
0 coragao, remodelamento cardiaco e alteracdes da funcgéo sistlica em filhotes fémeas aos 30
dias de idade, persistindo até a fase adulta. Além disso, também foi observado
comprometimento da contratilidade cardiaca nos filhotes machos na fase adulta. Esses dados
indicam alteracBes de forma sexo-especifico em filhotes submetidos a hiperleptinemia
neonatal (SAMUELSSON et al., 2013).

Outra forma de alterar a disponibilidade de nutrientes aos filhotes no periodo neonatal
consiste em reduzir o nimero de filhotes da ninhada, para estimular a superalimentacdo dos
filhotes. HABBOUT e colaboradores (2013) reduziram para trés o numero de filhotes em
ninhadas de camundongos da linhagem C57BL/6 ao nascimento, mantendo durante toda a
lactacdo, recebendo ragdo padréo pdés-desmame. Ao desmame (21 dias de idade), os animais
apresentaram aumento na expressao de diversos genes relacionados a composicao da matriz
extracelular, aumento na expressdo cardiaca do RNAm para apelina e da expressao proteica
do seu receptor, APJ. A apelina é uma adipocitocina que possui potente atividade inotropica
(BERRY et al., 2004), e também participa na formagéo dos cardiomidcitos e desenvolvimento
cardiaco (SCOTT et al., 2007). Aos sete meses de idade, os filhotes de ninhadas reduzidas
apresentaram maior adiposidade, hipercolesterolemia, hiperinsulinemia e hiperleptinemia. No
miocardio, foi observado aumento da atividade das enzimas superoxido dismutase e catalase,
indicando aumento do estresse oxidativo (HABBOUT et al., 2013). Esses animais tambem
apresentaram fracdo de ejecdo e percentual de encurtamento do ventriculo esquerdo
reduzidos, com aumento da deposicéo de colageno, possivel resisténcia ventricular a leptina e
hipertenséo arterial (HABBOUT et al., 2013).

2.4.2. Programacao por modificacdo da dieta materna

BARKER e colaboradores demonstraram relacdo entre baixo peso ao nascimento e
aumento do risco de hipertenséo, obesidade, resisténcia insulinica e dislipidemias da prole na
vida adulta (BARKER et al., 1989, 1990; OSMOND et al., 1990). A partir dessas observacoes
iniciais, a importancia da nutricdo materna, em particular o efeito da subnutricdo materna
gerando bebés com baixo peso ao nascimento, foram intensamente estudados em casos de
exposicdo a fome. Os casos mais estudados foram aqueles que ocorreram durante a Grande
Fome do Inverno Holandés (em inglés, Dutch Hunger Winter), entre 1944-1945 (RAVELLI
et al., 1976, 1999; ROSEBOOM et al., 1999, 2001). Na experimentacdo animal, existem
diversos trabalhos que investigam o efeito do consumo materno de dieta pobre em proteinas
durante a gestacdo e a lactacdo na vida adulta da prole (EDWARDS &McMILLEN, 2002;
MICKE et al., 2010; TODD et al., 2009; SNOECK et al., 1990; DESAI et al., 1996;
BELLINGER et al., 2004; FERNANDEZ-TWINN et al., 2005; RODFORD et al., 2008).

Em vacas, a reducdo da quantidade de proteina consumida entre o inicio e 0 meio da
gestacdo leva ao crescimento poOs-natal acelerado nos bezerros machos, do desmame em
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diante, enquanto os filhotes fémeas apresentam crescimento reduzido pés-natal a partir do
inicio da idade reprodutiva (MICKE et al., 2010). Em ovelhas, uma condicdo de subnutri¢ao
materna global antes e pouco depois da concepgéo, gerou filhotes mais pesados aos 10 meses
de idade (idade p6s-puberdade), com intolerancia a glicose e leve aumento da insulina sérica,
mais aparente na prole fémea (TODD et al., 2009). Outro modelo de desnutricdo materna em
ovelhas, desta vez com reducgéo global de nutrientes durante os 60 dias antes da concepcao,
resultou em aumento da pressdo arterial em fetos de ambos os sexos ao final da gestacéo e
esse efeito da restricdo antes da concepgdo ndo é revertido pela disponibilidade de nutrientes
durante a gestacdo (EDWARDS &McMILLEN, 2002).

Em roedores, a alimentacdo de ratas gestantes com dieta isocal6rica pobre em proteina
(5 a 8% de caseina) gera filhotes 15 a 20% mais leves que os filhotes do grupo controle ao
nascimento (SNOECK et al., 1990; DESAI et al., 1996). A manutencdo da dieta pobre em
caseina durante a lactacdo aumenta ainda mais a diferenca de peso corporal, além de limitar
permanentemente o crescimento do filhote (DESAI et al., 1996). Tais filhotes apresentaram
maior preferéncia por dietas hiperlipidicas em detrimento das dietas ricas em proteinas e
carboidratos, aos 3 meses de idade e, apesar do maior consumo de dieta hiperlipidica por
filhotes machos e fémeas, somente as fémeas apresentaram aumento do consumo energetico e
maior adiposidade (BELLINGER et al., 2004). Além disso, outros trabalhos indicam que uma
dieta materna pobre em proteinas pode levar a alteracfes no teste de tolerancia a glicose em
filhotes machos e fémeas em idade senil (PETRY et al., 2001; FERNANDEZ-TWINN et al.,
2005), reducgéo da resposta vasodilatadora do endotélio em vasos de resisténcia, em filhotes
machos e fémeas aos 120 dias de idade, com remodelamento vascular observado pela redugéo
de masculo liso arterial (RODFORD et al., 2008).

Além da mudanca do ambiente intrauterino como importante fator de programacao
metabolica, alguns trabalhos tém proposto a participacdo do status nutricional e fisiologico
paterno no momento da concepcao. Estudos em humanos demonstraram que o aumento do
indice de massa corporal (IMC) paterno esté associado a reducdo da motilidade espermatica
(HAMMOUD et al., 2009), maiores incidéncias de anormalidades espermaticas (KORT et al.,
2006) e fragmentacdo do DNA (CHAVARRO et al., 2011). Em camundongos, ja foram
observados aumento na expressao de diversos genes relacionados com a biossintese hepatica
de lipideos e colesterol da prole ao desmame em resposta a dieta paterna pobre em proteinas
(CARONE et al., 2010), e reducdo da concentracdo sérica de glicose na prole macho e fémea
na 10? semana de idade em resposta ao jejum paterno antes do acasalamento (ANDERSON et
al., 2006). Nesse contexto, WATKINS & SINCLAIR (2014) forneceram dieta pobre em
proteinas a camundongos durante sete semanas antes do acasalamento e observaram que
somente os filhotes machos da prole apresentaram maior peso ao nascimento, que persistiu até
o final do desmame. Na fase adulta, os filhotes machos apresentaram menores valores de
pressdes sistolica, diastélica e média, aumento da frequéncia cardiaca, intolerancia a glicose e
menor resposta vasoconstritora a fenilefrina, enquanto as fémeas apresentaram apenas
intolerancia a glicose e disfuncéo vasoconstritora. Esses dados indicam que a nutricdo paterna
também é relevante no desenvolvimento de doencas crbnicas a longo-prazo.

A manipulacdo da dieta materna também pode ocorrer no sentido oposto a restri¢do de
nutrientes ao feto. A administracdo de dietas somente hiperlipidicas (LIANG et al., 2009;
GUBERMAN et al., 2013; GHOSH et al., 2001; BRINGHENT]I et al., 2013), hiperglicidicas
(SAMUELSSON et al., 2013b) ou ricas em acucar e lipideos (SAMUELSSON et al., 2008;
FERNANDEZ-TWINN et al., 2012) promove a exposi¢do da prole ao ambiente com excesso
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de nutrientes e pode programa-la para obesidade tardia (LIANG et al., 2009; BRINGHENTI
et al., 2013; SAMUELSSON et al., 2013Db).

Em camundongos, o fornecimento materno de dieta hiperlipidica antes do
acasalamento e durante a gestacédo e lactagdo ndo promove alteragdo de peso ao nascimento
(LIANG et al., 2009; ELAHI et al., 2009; BRINGHENT!I et al., 2013). No entanto, os filhotes
apresentam maior peso corporal, hiperinsulinemia, hiperglicemia, intolerdncia a glicose na
fase adulta, tanto filhotes fémeas (LIANG et al., 2009) quanto machos (BRINGHENTI et al.,
2013). Além disso, os animais podem apresentar na fase adulta hipercolesterolemia (ELAHI
et al., 2009) e hipertenséo arterial (LIANG et al., 2009; ELAHI et al., 2009; BRINGHENT]I et
al., 2013).

O consumo materno de dieta rica em aglcares (high-sucrose) antes da concep¢édo e
durante a gestacdo e lactacdo, em camundongos, levou a hiperfagia da prole macho e fémea
aos 30 dias de idade, mas somente a prole fémea apresentou maior peso corporal, observado
na 62 semana de idade. Aos 3 meses, a prole fémea mostrou aumento de adiposidade e
intolerancia a glicose. Além disso, a prole macho e fémea apresentou aumento da atividade
simpatica cardiaca, maior contetdo renal de noradrenalina e hipertensdo arterial aos 3 meses
de idade (SAMUELSSON et al., 2013b).

Ja o consumo materno de dietas ricas em lipideos e agucares, em camundongos, pode
levar a consequéncias mais devastadoras. J& foram observados aumento da concentragéo
sérica de insulina acompanhado de resisténcia insulinica, aumento do estresse oxidativo
cardiaco e hipertrofia cardiaca em filhotes machos aos 2 meses de idade, sem alteracdo da
massa corporal (FERNANDEZ-TWINN et al., 2012). Aos 3 meses de idade, a prole macho e
fémea apresentou dislipidemia, hiperinsulinemia e hiperleptinemia, comprometimento da
vasodilatacdo e hipertensdo que se estendeu até os 6 meses de idade, sendo os machos mais
prejudicados (SAMUELSSON et al., 2008). Adicionalmente, BLACKMORE e colaboradores
(2014) observaram que a exposicdo a obesidade materna pelo fornecimento de dieta rica em
acucar e lipideos ndo alterou a massa corporal dos filhotes, mas provocou hipertrofia
ventricular esquerda (observada na 3% e 8 ® semanas de idade). Aos trés meses de idade,
embora a hipertrofia ndo tenha sido mais observada, houve reducdo da pressdo desenvolvida
no ventriculo esquerdo e da velocidade de relaxamento, bem como na predominancia de
respostas simpaticas no coracdo (BLACKMORE et al., 2014). Esses dados sugerem que 0
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares ocorre na prole de matrizes obesas mesmo que
ndo seja observada alteracdo de peso corporal dos filhotes.

Dentre os modelos de programacdo por modificacdo da dieta materna descritos, nosso
grupo estuda a prole de ratas da linhagem Wistar submetidas a dieta hiperlipidica, por 8
semanas antes da concepc¢do e durante toda a gestacdo e lactacdo. Ja foi descrito que, ao
desmame, a prole macho desenvolve obesidade, hiperleptinemia e comprometimento da
ativacdo da via de sinalizacdo da leptina no nlcleo arqueado indicando resisténcia central ao
horménio (FRANCO et al., 2012). Essas alteracbes foram acompanhadas por aumento do
conteudo de catecolaminas na medula adrenal e aumento dos niveis séricos de T3 total e T4
livre (FRANCO et al., 2012), importantes hormdnios reguladores do sistema cardiovascular.

O sistema simpato-adrenérgico é um componente de adaptacdo fisioldgica a situacdes
adversas, agindo sobre diversos 6rgdos e sistemas. E um sistema fundamental para a
modulagdo da funcdo cardiovascular, e seus efeitos sdo mediados por receptores do tipo a- €
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B-adrenéergicos (SKOMEDAL et al, 1997). No coracao, a isoforma p1-adrenérgica (B1-AR) é
a mais abundante (BUXTON & BRUNTON, 1985).

A andlise funcional de camundongos knockout para o receptor B1-AR indica a
importancia da isoforma no desenvolvimento cardiaco, bem como no inotropismo e
cronotropismo positivos observados apos liberacdo de catecolaminas (ROHRER et al., 1996).
O B1-AR é acoplado a proteina G estimulatdria (Gs) e ativa a proteina quinase A (PKA), que
promove amplificacdo da sinalizacdo adrenérgica por meio da ativacdo de canais de célcio
tipo L e receptores de rianodina (RyR), a fosfolamban (PLB), a subunidade inibitéria da
troponina (Tpl) e a proteina C ligadora de miosina (MyBP-C). A fosforilagdo dessas proteinas
leva ao aumento da forca de contragdo, aumento da velocidade de relaxamento e aumento da
frequéncia cardiaca (ZHAO et al., 1994; SIMMERMAN & JONES, 1998; XIAO, 2000).

A superexpressdo do B1-AR pode acarretar em hipertrofia dos cardiomidcitos, fibrose
miocardica, comprometimento da contratilidade, fracdo de ejecdo e funcdo sistélica, podendo
levar a insuficiéncia cardiaca (ENGELHARDT et al., 1999, 2002; KUDEJ et al., 1997;
LEOPOLDO et al., 2010; WOO & XIAO, 2012). Além disso, a estimulagdo cronica do B1-
AR ativa a apoptose de cardiomiocitos (AKHTER et al., 1997). Muitas dessas alteracfes sao
observadas em pacientes obesos e em modelos de obesidade por fornecimento de dieta
obesogénica ou programacdo metabdlica (RIDER et al., 2012; LEOPOLDO et al., 2010;
SAMUELSSON et al., 2010).

Os hormonios tireoideanos (HT) promovem diversos efeitos sobre o sistema
cardiovascular (KLEIN, 1990). No coracdo, esses efeitos sdo mediados pelos receptores
nucleares TRay e TRB1, sendo a isoforma oy predominantemente expressa (SWANSON et al.,
2003). A acdo do HT sobre seus receptores nucleares estimulam o incremento da expressao
génica da cadeia pesada de miosina do tipo alfa (a-MHC) em detrimento da isoforma beta (j3-
MHC) (GUSTAFSON et al., 1986), aumento da expressio dos canais de Ca*? do tipo-L e do
receptor RyR e SERCA-2 (bomba de Ca** do reticulo sarcoplasmatico) (KLEIN & OJAMAA,
2001). A triiodotironina (T3) torna as células cardiacas mais responsivas a acdo de
catecolaminas, por estimular a sintese de receptores ;- adrenérgicos (KLEIN & OJAMAA,
2001), agindo indiretamente sobre a fosforilacdo dos canais de calcio tipo L, RyR e PLB.
Desta forma o HT promove aumento nas velocidades de contracdo e de relaxamento do
miocéardio, aumenta a forca desenvolvida durante a contracdo e consequentemente aumento
do débito cardiaco (KLEIN & OJAMAA, 2001).

Sabendo da importéncia de tais hormdnios para o correto funcionamento do sistema
cardiovascular e, principalmente, do coracdo, o objetivo deste estudo é avaliar a analise da
expressdo cardiaca de TRoy, TRP 1 e PBi-AR na prole ao desmame e observar se ha
desenvolvimento precoce de alteracBes na fungdo cardiaca e na pressdo arterial na prole aos
30 dias de idade. Além disso, o trabalho também visa demonstrar se 0 consumo materno de
dieta hiperlipidica é capaz de promover alteracdes de forma sexo-especifica na prole.
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3 OBJETIVOS

3.1.  Objetivo Geral

Investigar o efeito do consumo materno de dieta hiperlipidica sobre a fungdo cardiaca
da prole jovem de ratos machos e fémeas, avaliando a expressdo ventricular de receptores
para HT e catecolaminas ao desmame e o desenvolvimento precoce de alteracGes na funcéo
cardiaca e na pressdo arterial da prole aos 30 dias de idade.

3.2.  Objetivos Especificos

- Avaliar a evolucdo da massa corporal e a ingestdo alimentar das matrizes durante as
semanas que antecedem o acasalamento;

- Avaliar a evolucdo da massa corporal das proles do nascimento ao desmame (21 dias
de idade);

- Avaliar a massa dos seguintes 6rgdos das proles ao desmame: dos reservatorios de
tecido adiposo branco visceral (retroperitoneal e perigonadal), do tecido adiposo branco
subcutaneo inguinal, e do tecido adiposo marrom, do coracdo (atrios e ventriculos), pulmdes,
e figado;

- Dosar a leptina sérica das proles ao desmame (21 dias de idade);

- Avaliar o padrdo de expressdao dos receptores Bl-adrenérgico (B1AR), e das
isoformas alfa e beta do receptor tireoideano (TRa; e TRp;, respectivamente) no ventriculo
das proles aos desmame;

- Avaliar a massa corporal da prole jovem aos 30 dias de idade;

- Avaliar a funcdo cardiaca através de analises ecocardiogréficas, eletrocardiograficas
na prole jovem;

- Avaliar a variabilidade da frequéncia cardiaca;

- Avaliar a pressao arterial sistélica, diastolica e média da prole jovem.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Todos os animais destinados ao desenvolvimento deste projeto foram acondicionados
em biotério com temperatura (23+2 °C) e fotoperiodo (7:00-19:00h) controlados, recebendo
racdo e agua ad libitum durante todo o periodo experimental. O cuidado com os animais
seguiu os principios do Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, apds a devida
aprovacio pelo Comité de Etica Institucional (Protocolo IBCCF- 114, UFRJ).

4.2.  Desenho Experimental

O desenho experimental utilizado no experimento foi descrito anteriormente por
FRANCO e colaboradores (2012). Ratas Wistar obtidas no Biotério Central da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, pesando entre 200-230 g e com 60 dias de idade, foram divididas
nos seguintes grupos experimentais: (1) Grupo Controle (C), que recebeu dieta normolipidica;
e (2) Grupo Dieta Hiperlipidica (DH), que recebeu dieta hiperlipidica.

Ao final da sétima semana, as matrizes de ambos os grupos foram acasaladas com
machos ndo-obesos e permaneceram sob as respectivas dietas durante todo o periodo de
gestacdo e lactacdo das ninhadas.

Os filhotes das matrizes que receberam racdo normolipidica formaram a prole
Controle (C) e os filhotes das matrizes que receberam racao hiperlipidica deram origem a
prole Dieta Hiperlipidica (DH). Ao nascimento, foram selecionados seis filhotes por ninhada,
mantendo a mesma proporcao de 3 machos e 3 fémeas, quando possivel, conforme a figura 1.

Dieta Controle Dieta Hiperlipidica Isocalérica

(9% lipideos) (29% lipideos)
(&g s
|
x
oFagaiod ayagaded
Prole Controle (C) Prole Dieta Hiperlipidica (DH)

Figura 1: Representacdo esquematica da separacdo das proles a serem analisadas. As matrizes em dieta controle
originaram a prole denominada Controle (C), enquanto as matrizes em dieta hiperlipidica originaram a prole
Dieta Hiperlipidica (DH).
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Ao desmame, todos os filhotes foram pesados. Em seguida, em cada ninhada, um ou
dois filhotes de cada sexo foram anestesiados e eutanasiados por punc¢do cardiaca. O sangue
retirado foi centrifugado a 3000 x g por 15 minutos, a 4°C, e armazenado para posterior
dosagem de leptina sérica.

O coragdo foi retirado, 4atrios e ventriculos foram separados e pesados
individualmente. Em seguida, foram armazenados a -80°C para posteriores analises
moleculares. Outros 6rgdos também foram retirados e pesados, dentre eles os tecidos adiposos
brancos retroperitoneal, inguinal e perigonadal; tecido adiposo marrom; pulmdes e figado. A
tibia foi dissecada e seu comprimento foi mensurado. A raz8o entre a massa dos 6rgéos em
miligramas (mg) e o comprimento da tibia em centimetros (cm) foi utilizada para
normalizacdo das massas entre os diferentes grupos experimentais. A razdo entre a massa do
coracdo e o comprimento da tibia foi utilizada como indice de hipertrofia cardiaca.

O restante das proles C e DH foi separado em gaiolas de acordo com o sexo e recebeu
somente racdo normolipidica. Aos 30 dias de idade, os animais foram submetidos as analises
funcionais: ecocardiograma (ECO), eletrocardiograma (ECG) e medida de pressdo através do
método de tail-cuff. O desenho experimental esté representado na figura 2.

Acasalamento

v
é?g | Dieta Controle (C) ou Hip erlipidica (DH)

7 semanas T Gestacio Lactacio
(60 dias) -
L2 G&s
S e T o
&fgolsP SOMENTE Dieta Controle
Nascimento Desmaime Analises
(o) (214) funcionais

(30d)

Figura 2: Representacdo esquematica do desenho experimental, adaptado de FRANCO e colaboradores (2012).
Ratas Wistar de 60 dias foram submetidas a dieta normolipidica (Grupo C) ou dieta hiperlipidica (Grupo DH)
por 7 semanas antes do acasalamento e durante toda a gestagdo e lactacdo das ninhadas. Os filhotes machos e
fémeas foram separados ao desmame e parte das proles foi mantida em biotério, com acesso ad libitum a racdo
normolipidica. Aos 30 dias de idade, os filhotes foram submetidos a avaliagbes funcionais do sistema
cardiovascular.

4.3. Fase 1: Aquisicao das Matrizes, Evolucdo da Massa Corporal e Ingestédo
Alimentar

Para aquisicdo das matrizes, foram adquiridas 49 ratas da linhagem Wistar do Biotério
Central. Estas foram alocadas em gaiolas individuais e distribuidas aleatoriamente em dois
grupos:

1- Grupo Controle (C): 24 fémeas que receberam dieta normolipidica e;

2- Grupo Dieta Hiperlipidica (DH): 25 fémeas que receberam dieta hiperlipidica.
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A racdo hiperlipidica foi preparada no proprio laboratério e as proporches e
ingredientes estdo descritos na tabela 1.

A evolucdo da massa corporal dos grupos C e DH foram avaliadas semanalmente e a
ingestdo alimentar foi mensurada duas vezes por semana até a sétima semana. Ao final da
sétima semana, as matrizes foram acasaladas com machos ndo-obesos, na proporcdo de duas
fémeas para um macho. A confirmacdo da concepcdo ocorreu apds visualizacdo do plug
vaginal, e a fémea foi considerada gravida e separada do macho. As matrizes C e DH
permaneceram com as respectivas dietas durante todo o periodo de gestacdo e lactacéo,
conforme ilustrado na figura 3.

Tabela 1: Composigao da dieta hiperlipidica purificada 5400 cal/kg (Prag Solugdes®).

Produto (p/p) Calorias Calorias (%0)
Amido de milho 13,05 522 9,67
Caseina 18,70 748 13,85
Amido Dextranizado 13,20 528 9,78
Sacarose 10,00 400 7,41
Oleo de soja 4,00 360 6,67
Celulose Microcristalina 5,00 0 0,00
MIX Mineral AIN 93 G 3,50 0 0,00
MIX Vitaminas AIN 93 1,00 40 0,74
L-Cistina 0,30 12 0,22
Cloreto de Colina 0,25 0 0,00
Banha 31,00 2790 51,66
Total 100,0 5400 100,0
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Acasalamento

é?g Dieta Controle (C) ou Hip erlipidica (DH)

e 7 semanas Gestacio ) Lactaciio
(60 dias) Nascimento

Figura 3: Representagdo esquematica da etapa de obtencdo das matrizes. Ratas Wistar de 60 dias foram
divididas em grupos e receberam dieta normolipidica (Grupo C) ou hiperlipidica (Grupo DH) por sete semanas
antes do acasalamento e durante toda a gestacéo e lactacdo das ninhadas.

4.4. Fase 2: Acompanhamento da Prole do Nascimento ao Desmame
4.4.1. Evolugédo da massa corporal dos filhotes até o desmame

Ao nascimento, foram selecionados seis filhotes por ninhada, mantendo a mesma
proporgdo e machos e fémeas. Dessa forma, cada ninhada possuia trés filhotes fémeas e trés
filhotes machos sempre que possivel.

A evolugdo da massa corporal de cada filhote foi avaliada a cada trés dias, do
nascimento (dia zero) até o desmame (dia 21).

4.4.2. Avaliacdo do peso dos tecidos adiposos brancos e marrom, coragdo, pulmao e
figado aos 21 dias

Ao desmame, todos os filhotes foram pesados e, em cada ninhada, um filhote de cada
sexo foi anestesiado com uma solucédo de cloridrato de dextrocetamina (Ketamin®, Cristalia)
e cloridrato de xilasina (Xilasin®, Syntec), por via intraperitoneal, nas doses de 50-100 mg/kg
e 1-5 mg/kg, respectivamente. Logo em seguida, os filhotes foram eutanasiados por puncao
cardiaca. O sangue retirado foi centrifugado a 3000 x g por 15 minutos, a 4°C, e armazenado a
-20°C para posterior dosagem de leptina sérica.

O coracdo dos filhotes foi retirado e lavado em salina (NaCl 0,9%) para a remocéo de
sangue e coagulos. Em seguida, atrios e ventriculos foram separados, pesados e armazenados
a -80°C para posteriores analises moleculares. O apice cardiaco foi armazenado em -80°C para
posterior analise da expressdo proteica dos receptores Pl-adrenérgico (B1-AR) e das
isoformas alfa e beta dos receptores de horménio tireoideano (TRay e TR, respectivamente).
Outros orgdos também foram retirados e pesados: tecidos adiposos branco retroperitoneal,
inguinal e perigonadal; tecido adiposo marrom; pulmdes e figado. A tibia foi dissecada e seu
comprimento foi mensurado. A razdo entre a massa dos 6rgdos em miligramas (mg) e o
comprimento da tibia em centimetros (cm) foi utilizada para normalizacdo das massas entre 0s
diferentes grupos experimentais. A razdo entre a massa do coracdo e 0 comprimento da tibia
foi utilizada como indice de hipertrofia cardiaca.
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4.4.3. Dosagem de leptina sérica

A dosagem de leptina seérica das proles foi realizada através da técnica de
Radioimuniensaio (RIA), utilizando o kit comercial RIA kit Rat Leptin Millipore® (Cat. #RL-
83R).

4.4.4. Analise da expressao proteica dos receptores p1-adrenérgico, TRa; e TRf;

Para analise da expressao proteica foi utilizado um protocolo adaptado ao descrito por
TOLMACHOV e colaboradores (2006). A extracdo de proteina total foi obtida apds
homogeneizacdo de cerca de 70 mg do apice cardiaco em 250uL de solucdo gelada de tampéo
Hepes 50 mM, contendo MgCl, (1 mM), EDTA (10 mM), 1% de Triton X e 10% do Coquetel
de inibidores de proteases (Complete, Roche®, Germany) , pH 6,4. A homogeneizacéo foi
feita com auxilio do homogeneizador potter, até que ndo houvessem fragmentos visiveis. O
homogenato foi posteriormente centrifugado a 16100 x g por 30 minutos, a 4°C, e o
sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C. A concentracao proteica de cada amostra foi
determinada utilizando o Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific®).

Cada poco recebeu 20 pg de proteina do extrato total para fracionamento em gel de
poliacrilamida 15% contendo 10% de SDS, a 150 V, durante cerca de uma hora e meia a trés
horas, em sistema umido (Biorad®) com o tampdo Tris (25 mM), Glicina (250 mM) e 0,1%
SDS, pH 8,3. Apos a eletroforese, as amostras foram transferidas para uma membrana de
PVDF (Polyvinylidene Difluoride), em sistema Gimido (Biorad®) com o tamp&o Tris (48 mM),
Glicina (39 mM) e 20% Metanol, pH 8,3, a 0,25 A durante uma hora e trinta minutos.

Em seguida, a membrana contendo as amostras proteicas foi bloqueada em tampéo
Tris (20 mM), NaCl (137 mM) e Tween (0,1%) (Tampdo TBS-T) contendo 5% de leite
desnatado (Molico®), durante duas horas, a 25°C. Apés o bloqueio, a membrana foi incubada
overnight em temperatura de 4°C, na presenca de anticorpo policlonal para B1AR, TRa e
TRB. Todos os anticorpos primarios foram diluidos em TBS-T contendo 5% de leite
desnatado (Molico®), e as diluices padronizadas estdo descritas na tabela 2. Apds sete
lavagens, de cinco minutos cada, com TBS-T, a membrana foi incubada a 25°C durante trés
horas, na presenca do anticorpo secundario especifico para cada anticorpo primario (Tabela 2)
diluido em tamp&o TBS-T acrescido de 5% de leite desnatado (Molico®). Posteriormente, a
membrana foi lavada novamente com TBS-T por sete vezes, de cinco minutos cada lavagem.

A revelacdo foi realizada utilizando-se 0 método de luminescéncia ndo radioativa de
deteccdo de antigenos especificos imobilizados com o reagente ECL (do inglés, “enhanced
chemioluminescence”) (Western Blotting System, Amersham Biosciences®) ou pelo
SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Prod #34095, Thermo Scientific®),
quando necessario, segundo protocolo do fabricante. Os hibridos foram fotografados pelo
aparelho ImageQuant™ LAS 4000 versdo 1.2 (GE HealthCare®, Buckinghamshire, UK) e a
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analise densitométrica utilizando-se o Software ImageQuant TL versdo 8.1 (GE HealthCare®,
Buckinghamshire, UK).

A membrana foi posteriormente corada com Ponceau (0,5% vermelho de Ponceau e
1% de acido acético), a fim de utilizar o carregamento de proteinas como controle interno, em
seguida foi digitalizada e suas bandas analisadas.

Tabela 2: Condicdes padronizadas para a realizacdo da técnica de Western Blotting. 'Santa Cruz
Biotechnology®; 2Invitrogen®.

Anticorno Diluicdo Anticorpo
riméripo Padronizada secundario e
P (1° Ac) diluicdo
1 _ Anti-rabbit HRP*
B1-AR 1:1.000 1:90.000
1 _ Anti-goat HRP?
TRoy 1:200 1:7.000
1 _ Anti-goat HRP?
TRP: 1:200 1:7.000

4.5. Fase 3: Avaliacdo Funcional da Prole aos 30 Dias de Idade

Apos o desmame, os filhotes das proles C e DH que permaneceram no biotério foram
sexados, separados em gaiolas contendo de 3 a 4 animais e receberam somente dieta
normolipidica. Aos 30 dias de idade, os animais foram submetidos a analises
ecocardiogréaficas, eletrocardiograficas e a pressao arterial foi aferida, através do método de
tail-cuff (Figura 4).

ECO
ECG
Desmame Pressao
Ve . - I
§\i> | SOMENTE Dieta Normolipidica (Proles C e DH) |
Ty—
é y |
gu 214 3‘:‘, a

Figura 4: Representacdo esquematica do desenho experimental ap6s desmame. Os filhotes machos e fémeas
foram separados. Uma parte dos filhotes foi eutanasiada aos 21 dias, enquanto o restante foi mantido em
biotério, com acesso ad libitum & racdo normolipidica (proles C e DH). Aos 30 dias de idade, os filhotes machos
e fémeas de ambas as proles foram submetidos a avaliagdes funcionais do sistema cardiovascular.
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4.5.1. Ecocardiograma (ECO)

Aos 30 dias de idade, durante o fotoperiodo claro (entre 08 e 12 h), os animais das
proles C e DH foram submetidos & anestesia inalatéria de isofluorano (Isoforine®, Cristélia),
na concentracdo de 4% e em fluxo de 1L/min de oxigénio. Apds o estabelecimento de um
bom plano anestésico, verificados pela auséncia de reflexos motores e protetores, 0s animais
foram tricotomizados na regido toracica ventral e posteriormente examinados com o aparelho
Vevo 770® High-Resolution Imaging System (Visual Sonics, Canadé), com transdutor de 30
MHz.

A andlise da geometria cardiaca foi realizada a partir do modo M bidimensional, para
mensuracao das dimensdes do septo intraventricular em diastole (mm), a dimensdo da parede
posterior do VE em sistole (mm), massa do VE (mg) e também foram obtidas as areas interna
dos ventriculos direito e esquerdo em diastole (mm?), ao nivel dos musculos papilares e o
valor do volume diastoélico final do ventriculo esquerdo (uL).

Além disso, atraveés do Método de Simpson foi possivel avaliar a funcéo sistélica do
ventriculo esquerdo. As medidas da fragcéo de ejecédo (%), da porcentagem de encurtamento da
area do VE (%) e do volume de ejecdo (uL) foram obtidas, aléem do volume sistolico final
(UL). Todos os parametros avaliados estdo de acordo com os padrdes da Sociedade Européia
de Cardiologia (LANG et al., 2006).

4.5.2. Avaliacgao eletrocardiografica

ApoOs a realizacdo do ecocardiograma, enquanto 0s animais ainda estavam
anestesiados, fios condutores de eletricidade foram implantados no espago subcutéaneo do
animal, proximo as regides axilares direita e esquerda, e na virilha esquerda, a fim de servir
como eletrodos.

Os registros eletrocardiograficos foram realizados em animais ndo anestesiados e em
fotoperiodo escuro (entre 23 e 05 h), com o objetivo de evitar o efeito de anestésicos sobre a
eletrofisiologia cardiaca e de avaliar o animal durante sua fase ativa.

Os eletrodos foram conectados a um amplificador diferencial e os registros foram
adquiridos digitalmente (amostragem de 1000 pontos por segundo) usando uma interface
analdgica-digital da AD Instruments® conectados ao amplificador PowerLab 4/30 (Dunedin,
NZ) e com auxilio do software LabChart Pro® versdo 7.2 da mesma firma (adaptado de
PEREIRA-JUNIOR et al., 2006). Os impulsos elétricos foram adquiridos em frequéncia entre
1000 - 0,3 Hz e amplitude com resolucdo de 16 bits. Apds a conexdo dos eletrodos, os 5
minutos iniciais foram descartados devido a estabilizacdo do animal. Registros de 3 minutos
foram analisados com a finalidade de obter os seguintes parametros: frequéncia cardiaca e
duracdo das ondas P e T, do complexo QRS e dos intervalos PR e QT, utilizando-se o
software LabChart Pro® versao 7.2 (AD Instruments®, Dunedin, NZ).

24



A Figura 5-A representa o registro de um rato controle aos 30 dias de idade. A
primeira deflexdo é positiva e representa a despolarizacdo do atrio (onda P, seta vermelha,
figura 5-B), seguida por um longo intervalo (segmento PR, trago vermelho, figura 5-B). O
segmento PR corresponde ao retardo do impulso elétrico dos atrios para os ventriculos,
promovido pelo nodo éatrio-ventricular. A soma entre a duracdo da onda p e o segmento PR
corresponde ao intervalo PR. Em seguida, ocorrem deflexdes positivas e negativas (complexo
QRS), que representa a despolarizacdo ventricular. A ultima deflexdo positiva observada
corresponde a onda T (seta preta, figura 5-B), que representa a repolarizacdo ventricular. O
intervalo QT (trago preto, figura 5-B) indica a duracdo do potencial de acdo ventricular
(adaptado de ALMEIDA et al., 2009). O registro foi obtido na Derivacao I.

Figura 5: A) Representacdo de um registro obtido de um rato controle aos 30 dias de idade. B) Imagem
ampliada do interior da regido marcada em vermelho na figura A, onde é possivel a visualizacdo da onda P (seta
vermelha) e da onda T (seta preta), referentes a despolarizacdo atrial e a repolarizagdo ventricular,
respectivamente. O segmento PR (traco vermelho) indica o periodo entre a despolarizagao atrial e a ventricular
(complexo QRS, conjunto de deflexdes positivas e negativas de grande amplitude) e o intervalo QT (traco preto),
que compreende o periodo da duragdo do potencial de acédo ventricular.

4.5.3. Variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)

Durante o eletrocardiograma, foram realizados registros de 6 minutos com o objetivo
de analisar a variabilidade da frequéncia cardiaca. Apds a detec¢do dos picos da onda R e
ajuste do valor minimo de amplitude, foram produzidos tacogramas que continham todas as
flutuacbes do intervalo R-R durante os 360 segundos analisados, utilizando-se o software
LabChart Pro® versdo 7.2 (AD Instruments®, Dunedin, NZ).

O processamento dos sinais de variabilidade de frequéncia cardiaca foi realizado com
0 auxilio do software Acgknowledge (Biopac Systems Inc., EUA). Para a analise espectral da
VFC, no dominio da frequéncia, os tacogramas foram redimensionados para intervalos iguais
e a tendéncia linear foi removida. O espectro de poténcia foi obtido com uma decomposigédo
baseada no método de Fourier (periodograma de Welch, 512 pontos, 50% de sobreposicao e
janela Hamming). Dessa forma, trés bandas de frequéncia foram determinadas: a de muito
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baixa frequéncia (VLF: 0,02 a 0,2 Hz), a de baixa frequéncia (LF: 0,2 a 0,75 Hz) e de alta
frequéncia (HF: 0,75 a 3,5 Hz) e a poténcia foi estimada como a integral da area sob a curva
de dispersdo do espectro de frequéncia (MARTINS et al., 2011).

4.5.4. Avaliagdo da pressao arterial

Apos a realizacdo do eletrocardiograma, a pressao arterial dos animais foi aferida pelo
método de plestimografia de cauda (tail-cuff), escolhido por ser um método ndo invasivo. O
animal foi contido em caixa de acrilico cilindrica vazada (para permitir a respiracdo do animal
e a externalizacdo somente da cauda) e inserido em uma caixa escura. O cuff e o sensor foram
inseridos na cauda do animal e, a cada minuto, era insuflado e desinsufla automaticamente,
detectando o aparecimento e o desaparecimento da onda de pulso na artéria caudal,
determinando assim as medidas dos parametros. Apos 10 minutos de adaptacdo a caixa, as
pressdes arteriais sistolica, distélica e média foram mensuradas por quatro vezes, sendo
considerada a média dessas medidas a presséo do animal. Foi utilizado o plestimografo LE
5002 Storage Pressure Meter® (Panlab - Harvard Apparatus, Barcelona, Espanha).

4.6. Analise Estatistica

Para avaliar se os dados seguem a distribuicdo normal, foi feito o teste de normalidade
Shapiro - Wik com o Software Past versdo 3.4  (disponivel em
http://folk.uio.no/ohammer/past/).

Para a identificacdo de dados com grande dispersdo (outliers), foi feito o teste de
Grubbs. Em seguida, foram utilizados teste t de Student ndo-pareado (até dois grupos) e
ANOVA bi-variada (mais de dois grupos, duas variaveis) quando os dados apresentaram
distribuicdo normal, seguido de poés teste de Sidak (pesos) ou Tukey (analises funcionais). Os
testes ndo-parameétricos de Kruskall-Wallis (mais de 2 grupos) e Mann-Whitney (até dois
grupos) foram realizados para os valores que nao apresentaram distribuicdo normal. Estas
analises estatisticas foram realizadas com o Software GraphPad Prism® versdo 6 (GraphPad
Software Inc., San Diego, USA).

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média, sendo diferenca
significativa quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1. Fase 1: Aquisicdo das Matrizes, Evolucdo da Massa Corporal e Ingestao
Alimentar

Para investigar se o consumo de dieta hiperlipidica alteraria a massa corporal ou a
ingestdo alimentar das fémeas, as ratas e a diferenca entre a quantidade inicial e final de racéo
fornecida foram pesadas duas vezes na semana.

Ao avaliar a massa corporal, observamos que as fémeas C e DH ndo apresentaram
alteracdes significativas na massa corporal durante as cinco primeiras semanas de tratamento.
Na penaltima semana antes do acasalamento, as matrizes DH apresentaram leve aumento de
massa corporal, cerca de 4%, quando comparadas ao grupo C (Grupo C=263,5 + 2,7g; Grupo
DH= 274,8 + 2,7g). No entanto, essa diferenca ndo perdurou para a semana seguinte (72
semana), a ultima semana antes do acasalamento das matrizes (Figura 6).
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Figura 6: Evolucdo do ganho de massa corporal (g) das matrizes dos grupos C e DH ao longo das semanas antes
do acasalamento. Ratas Wistar foram separadas nos grupos C (n=24) e DH (n=25). O * indica que na 62 semana
apo6s o inicio do fornecimento de dieta hiperlipidica, as matrizes DH apresentaram cerca de 4% mais massa
corporal em relacdo as matrizes C. Dados expressos como média + erro padrdo da média, * = p<0,05. Teste two-
way ANOVA, seguido de pds-teste Sidak.

Ao avaliar a ingestdo alimentar das matrizes, observamos que nas duas primeiras
semanas de fornecimento da dieta, o grupo DH apresentou reducdo em torno de 30% na
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ingestdo alimentar quando comparada a ingestdo do grupo C (1%emana: C= 21,7 £ 0,5
g/animal/dia; DH= 15,6 + 0,5 g/animal/dia; 22 semana: C= 22,5 * 0,3 g/animal/dia; DH= 15,7
+ 0,4 g/animal/dia). Da terceira a sétima semana de tratamento, essa ingestdo reduziu ainda
mais, e as fémeas DH apresentaram ingestdo alimentar cerca de 35% menor em relagdo as
matrizes do grupo C (3%emana: C= 22,4 + 0,4 g/animal/dia; DH= 14,7 = 0,2 g/animal/dia; 42
semana: C= 22,2 £ 0,4 g/animal/dia; DH= 14,5 + 0,4 g/animal/dia; 5% semana: C= 21,8 £ 0,4
g/animal/dia; DH= 14,4 + 0,5 g/animal/dia; 6% semana: C= 21,6 £ 0,3 g/animal/dia; DH= 14,1
+ 0,3 g/animal/dia) (Figura 7).
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Figura 7: Ingestdo alimentar (g/animal/dia) das matrizes dos grupos C e DH ao longo das semanas antes do
acasalamento. Ratas Wistar foram separadas nos grupos C (n=24) e DH (n=25). O * indica que durante as
semanas que antecederam o coito, as matrizes DH apresentaram menor ingestdo de racdo quando comparadas as
matrizes C, em cerca de 30% nas duas primeiras semenas e 35% nas semanas subsequentes. Dados expressos
como média * erro padrdo da média, * = p<0,05. Teste two-way ANOVA, seguido de pos-teste Sidak.

5.2. Fase 2: Acompanhamento da Prole do Nascimento ao Desmame

Ao nascimento, os filhotes das matrizes do grupo C formaram a prole C e os filhotes
das matrizes do grupo DH formaram a prole DH, conforme ilustrado anteriormente na figura
1. Ao nascimento, a fim de evitar ninhadas de tamanhos heterogéneos, foram selecionados
aleatoriamente seis filhotes por ninhada, tentando manter, quando possivel, a mesma
proporcao entre machos e fémeas.

Das 24 matrizes que iniciaram o tratamento no grupo C, somente 16 ninhadas foram
obtidas, dando origem a um total de 96 filhotes, sendo 49 machos e 47 fémeas. Durante a
lactacdo, dois filhotes machos morreram ou foram descartados por apresentarem discrepancia
no crescimento em compara¢do ao restante da ninhada (baixo peso). Dessa forma, ao
desmame existiam 47 filhotes machos e 47 filhotes fémeas, advindos das matrizes do grupo
C.
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Em relagdo as 25 matrizes do grupo DH, somente 10 ninhadas foram obtidas, dando
origem ao numero total de 60 filhotes, sendo 29 filhotes machos e 31 filhotes fémeas. Nao
houve perda no grupo experimental durante a lacta¢do, portanto, o nimero de filhotes ao
desmame permaneceu inalterado.

Para a realizacdo dos ensaios funcionais e moleculares, foi utilizado somente um
filhote de cada sexo por ninhada. Dessa forma, ao desmame, foi priorizada a permanéncia de
pelo menos um filhote macho e um filhote fémea de cada ninhada para realizacdo das anélises
funcionais. Um ou dois filhotes de cada sexo, por ninhada foram sacrificados aos 21 dias para
coleta de sangue, pesagem de tecidos adiposos, do coracdo, pulmédo e figado, restando, no
minimo, um filhote macho e um filhote fémea de cada ninhada em biotério, até os 30 dias de
idade. Sendo assim, 0 niUmero maximo de animais em cada experimento funcional foi de 16
filhotes machos e 16 filhotes fémeas, na prole C, e 10 filhote machos e 10 fémeas da prole
DH.

5.2.1. Evolugéo da massa corporal dos filhotes até o desmame

Para investigar se 0 consumo materno de dieta hiperlipidica € capaz de alterar o ganho
de massa corporal dos filhotes, a cada trés dias a massa corporal de todos os filhotes foi
avaliada, desde o dia do nascimento até o desmame, aos 21 dias de idade. A evolugédo da
massa corporal dos 94 filhotes da prole C (47 machos e 47 fémeas) e dos 60 filhotes da prole
DH (29 machos e 31 fémeas) encontra-se na figura 8.

Observamos que os filhotes machos da prole DH apresentaram, a partir do 6° dia pds-
natal, aumento de massa corporal quando comparado aos filhotes machos da prole C. Esse
aumento foi de aproximadamente 15% no 6° e 9° dia, chegando até 23% no ultimo dia da
lactacdo (0 dia: Machos C= 6,7 £ 0,1g; DH= 6,7 = 0,1g; 3° dia: C= 10,9 + 0,29; DH=11,8 +
0,3g; 6° dia: C= 16,3 + 0,3g; DH= 18,8 £ 0,4¢g; 9° dia: C= 23,6 + 0,3g; DH= 26,6 + 0,4¢g; 12°
dia: C= 30,2 + 0,4g; DH= 36,5 = 0,3g; 15° dia: C= 38,1 + 0,4g; DH= 46,0 £ 0,4g; 18° dia: C=
46,0 + 0,59; DH= 56,1 + 0,4g; 21° dia: C= 55,9 + 0,7g; DH= 68,7 + 0,8g). Os filhotes fémeas
da prole DH também apresentaram maior massa corporal quando comparados aos controles.
O aumento foi aparente a partir do 9° dia pos-natal (13% mais pesadas do que a prole C) e se
estendeu até o Gltimo dia da lactacdo, com 18% mais massa corporal do que as fémeas da
prole C (0 dia: Fémeas C= 6,4 + 0,1g; DH= 6,4 + 0,1g; 3° dia: C= 10,6 = 0,29; DH= 11,3 £
0,3g; 6° dia: C= 16,7 = 0,3g; DH=17,7 £ 0,2g; 9° dia: C= 22,7 £ 0,3g; DH= 25,7 + 0,3g; 12°
dia: C=29,8 + 0,3g; DH= 35,6 + 0,3g; 15° dia: C= 37,4 £ 0,5¢g; DH= 44,4 £+ 0,4¢; 18° dia: C=
45,8 + 0,6g; DH= 53,6 + 0,4g; 21° dia: C=54,9 + 0,7g; DH= 65,0 + 0,5Q).

Em nenhum momento da lactacdo os filhotes machos e fémeas da prole C
apresentaram diferenca significativa de massa corporal. No entanto, na prole DH, os filhotes
machos apresentaram aumento de 5% de massa corporal ao 18° dia p6s-natal, em relacdo as
fémeas, permanecendo mais pesados nessa mesma proporc¢do, até o ultimo dia de lactacdo.

Esses dados indicam que o consumo materno de dieta hiperlipidica induz aumento de
massa corporal na prole, e que, adicionalmente, os filhotes machos ganham mais massa
corporal do que as fémeas.
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Figura 8: Evolucdo da massa corporal (g) dos filhotes machos e fémeas das proles C e DH, durante todo o
periodo de lactacdo. O * indica que a prole macho DH (n=29) apresentou maior massa corporal a partir do 6° dia
de idade em relacdo a prole macho C (n=47); o + indica que a prole fémea DH (n=31) apresentou maior massa
corporal do que a prole fémea C (n=47) a partir do 9° dia de idade; o # indica que machos e fémeas da prole DH
apresentaram leve diferenga de massa corporal a partir do 18° dia de idade, sendo os machos DH mais pesados.
Dados expressos como média + erro padrao, sendo diferenca estatistica quando p<0,05. Teste two-way ANOVA
seguido de pos-teste Sidak.

5.2.2. Avaliacdo do peso dos tecidos adiposos brancos e marrom, coracdo, pulmao e
figado aos 21 dias

Aos 21 dias de idade, um animal de cada sexo, em cada ninhada, foi eutanasiado para
coleta de sangue e tecidos. Para avaliar se 0 aumento de massa corporal ao desmame era
advinda de maior adiposidade, foram pesados reservatorios de tecidos adiposos viscerais
(tecidos adiposos brancos retroperitoneal e perigonadal) e de tecidos adiposos subcutaneos
(tecido adiposo branco inguinal e tecido adiposo marrom).

Ao avaliarmos o reservatério de tecido adiposo branco retroperitoneal, vimos que 0s
filhotes machos da prole DH apresentaram aumento desse reservatério em 1,51x, comparados
aos filhotes machos da prole C. Quanto aos filhotes fémeas, observamos que a prole DH
apresentou maior acimulo em relacéo a prole controle, 1,23x. Os filhotes machos e fémeas da
prole C ndo apresentaram diferencas entre si de quantidade de massa adiposa, porém 0s
filhotes machos da prole DH apresentaram maior acimulo desse reservatério adiposo quando
comparado aos filhotes fémeas, em 32% (Macho C= 0,008673 + 0,00055 mg/cm; macho DH=
0,021810 + 0,00076 mg/cm; fémea C= 0,007296 + 0,00046 mg/cm; fémea DH= 0,016470 £
0,00048 mg/cm) (Figura 9).

Outro reservatério de tecido adiposo visceral avaliado foi o perigonadal (Figura 10).
Observamos que os machos da prole DH apresentaram aumento de 1,27x em relacdo aos
machos controles. As fémeas da prole DH também apresentaram aumento, de 1,32x, em
relacdo as fémeas da prole C. Ndo foram observadas alteracdes significativas de massa
adiposa no tecido perigonadal entre machos e fémeas da prole C. No entanto, os machos da
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prole DH apresentaram maior acimulo do tecido, em 44%, quando comparados as fémeas da
mesma prole (Macho C= 0,008387 + 0,00048 mg/cm; macho DH= 0,01905 + 0,00108
mg/cm; fémea C=0,005719 £ 0,00056 mg/cm; fémea DH= 0,01327 £ 0,00141 mg/cm).

Esses dados indicam que o consumo materno de dieta hiperlipidica promove maior
acumulo de massa adiposa no reservatério visceral e que, adicionalmente, o acimulo de

massa adiposa destes reservatorios é superior em filhotes machos, quando comparados aos
filhotes fémeas.
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Figura 9: Massa do reservatério de tecido adiposo retroperitoneal (g) corrigida pelo comprimento da tibia (cm).
O * indica que machos e fémeas da prole DH apresentaram maior quantidade de tecido adiposo retroperitoneal
em relacdo aos respectivos controles; o + indica que os filhotes machos da prole DH apresentaram maior
quantidade deste tecido adiposo quando comparados aos filhotes fémeas da mesma prole. Machos C (n = 12),
machos DH (n = 8), fémeas C (h = 15) e fémeas DH (n= 9). Dados expressos como média + erro padréo, p<0,05.
Teste two-way ANOVA seguido de pds-teste Sidak.
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Figura 10: Massa do tecido adiposo perigonadal (g) corrigida pelo comprimento da tibia (cm). O * indica que
machos e fémeas da prole DH apresentaram maior massa deste tecido adiposo em relacdo aos respectivos
controles; o + indica que os filhotes machos da prole DH apresentaram maior quantidade de tecido adiposo
perigonadal quando comparados aos filhotes fémeas da mesma prole. Machos C (n = 14), machos DH (n = 8),
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fémeas C (n = 16) e fémeas DH (n= 9). Dados expressos como média + erro padrdo, p<0,05. Teste two-way
ANOVA seguido de pds-teste Sidak.

A massa adiposa do compartimento subcutaneo também foi avaliada. O reservatério
de tecido adiposo branco inguinal apresentou aumento de 1,11x em machos da prole DH
quando comparados com a prole de machos C. De forma semelhante, as fémeas da prole DH
apresentaram 1,02x mais massa no reservatério inguinal do que as fémeas da prole C. Os
filhotes machos e fémeas da prole C ndo apresentaram diferencas entre si, bem como os
filhotes machos e fémeas da prole DH néo apresentaram diferencas. Dessa forma, ndo foram
observadas alteracBes sexo-especifico nesse reservatdrio adiposo (Macho C= 0,04326 *
0,00273 mg/cm; macho DH=0,09136 + 0,0035 mg/cm; fémea C=0,04678 + 0,00172 mg/cm;
fémea DH=0,09440 + 0,00268 mg/cm) (Figura 11).

Além dos tecidos adiposos brancos, o tecido adiposo marrom (TAM) também foi
avaliado. Houve aumento de 27% na massa do TAM nos filhotes machos da prole DH em
comparacdo aos machos da prole C, enquanto que os filhotes fémeas da prole DH
apresentaram aumento de 25% em relagédo as fémeas C. Os filhotes machos e fémeas da prole
C ndo apresentaram diferencas significativas entre si e 0 mesmo ocorreu entre os filhotes
machos e fémeas da prole DH. Sendo assim, a alteracdo observada na massa do tecido
adiposo marrom ocorre por causa da mudanca na dieta materna, sem interferéncia do sexo do
filhote (Macho C= 0,01369 + 0,00053 mg/cm; macho DH= 0,01735 £ 0,00079 mg/cm; fémea
C=0,01330 + 0,00039 mg/cm; fémea DH= 0,01664 + 0,00021 mg/cm) (Figura 12).
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Figura 11: Massa do tecido adiposo inguinal (g) corrigida pelo comprimento da tibia (cm). O * indica que
machos e fémeas da prole DH apresentaram maior massa deste tecido adiposo em relacdo aos respectivos
controles. Machos C (n = 13), machos DH (n = 7), fémeas C (n = 15) e fémeas DH (n= 9). Dados expressos
como média + erro padrdo, p<0,05. Teste two-way ANOVA seguido de pés-teste Sidak.
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Figura 12: Massa do tecido adiposo marrom (g) corrigida pelo comprimento da tibia (cm). O * indica que
machos e fémeas da prole DH apresentaram maior massa deste tecido adiposo em relagdo aos respectivos
controles. Machos C (n = 14), machos DH (n = 8), fémeas C (nh = 15) e fémeas DH (n= 9). Dados expressos
como média + erro padrdo, p<0,05. Teste two-way ANOVA seguido de pos-teste Sidak.

Ao investigar possiveis alteracdes que a dieta hiperlipidica materna possa exercer
sobre o coracdo, o 6rgao foi retirado e pesado. A massa do coracdo (mg) corrigida pelo
comprimento da tibia (cm) foi utilizada como indice de hipertrofia cardiaca. Observamos que,
em relacdo a massa total do coracdo, os filhotes machos da prole DH possuiam massa superior
aos filhotes machos da prole C (23,4%) e que, os filhotes fémeas da prole DH apresentaram
aumento idéntico de 23,4% na massa total do coracdo ao comparar com as fémeas C (Macho
C=0,0141 £ 0,00038 mg/cm; macho DH= 0,01741 £ 0,00057 mg/cm; fémea C= 0,01310 £
0,00018 mg/cm; fémea DH= 0,01617 + 0,00045 mg/cm) (Figura 13). Alteracdes sexo-
especificas entre os filhotes da prole C e os filhotes da prole DH nédo foram observadas.
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Figura 13: Massa do coracdo (g) corrigida pelo comprimento da tibia (cm). O * indica que os filhotes machos e
fémeas da prole DH apresentam maior massa cardiaca, quando comparado aos filhotes da prole C. Machos C (n
= 13), machos DH (n = 8), fémeas C (n = 16) e fémeas DH (n = 9). Dados expressos como média + erro padrao,
p<0,05. Teste two-way ANOVA seguido de pos-teste Sidak.

33



Ao pesar separadamente as camaras cardiacas, evidenciamos que os machos das proles
C e DH ndo apresentaram diferencas significativas na massa atrial. Ao compararmos 0s
filhotes fémeas, entretanto, vimos que os filhotes da prole DH apresentaram aumento de
massa do atrio em 25%. N&o foram observadas diferencas entre os filhotes machos e fémeas
da prole C. Apesar do aumento da massa atrial dos filhotes fémeas da prole DH, néo
houveram diferencas significativas entre os filhotes machos e fémeas neste parametro. Tais
dados indicam que a alteragdo na massa atrial decorrente da alteracdo da dieta hiperlipidica
afeta somente a prole fémea, sendo portanto uma alteracdo sexo-especifica (Macho C=
0,0008857 + 0,0000065 mg/cm; macho DH= 0,00097 + 0,0000062 mg/cm; fémea C=
0,0008165 + 0,0000022 mg/cm; fémea DH= 0,001023 + 0,0000051 mg/cm) (Figura 14).

A massa total do ventriculo foi maior em machos da prole DH, 24,3%, quando
comparados a prole C. Ja as fémeas da prole DH apresentaram aumento de 23,7% em
comparacdo as fémeas da prole C. Machos e fémeas da prole C ndo apresentaram diferencas
significativas entre si, bem como os filhotes da prole DH, indicando que a dieta hiperlipidica
materna altera a massa total do ventriculo da prole independente do sexo do filhote (Macho
C=0,01322 + 0,00034 mg/cm; macho DH= 0,01643 * 0,00055 mg/cm; fémea C= 0,01225 +
0,00017 mg/cm; fémea DH= 0,01515 + 0,00044 mg/cm) (Figura 15).
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Figura 14: Massa do atrio (g) corrigida pelo comprimento da tibia (cm). O * indica que os filhotes fémeas da
prole DH apresentaram maior massa atrial em relacdo a prole C. Machos C (n = 13), machos DH (n = 8), fémeas
C (n = 16) e fémeas DH (n = 9). Dados expressos como média + erro padrdo, p<0,05. Teste two-way ANOVA
seguido de pos-teste Sidak.
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Figura 15: Massa do ventriculo (g) corrigida pelo comprimento da tibia (cm). O * indica que machos e fémeas
da prole DH apresentaram maior massa ventricular em relagdo aos respectivos controles. Machos C (n = 13),
machos DH (n = 8), fémeas C (n = 16) e fémeas DH (n = 9). Dados expressos como média * erro padrao,
p<0,05. Teste two-way ANOVA seguido de pos-teste Sidak.

A analise da massa dos pulmdes e do figado pode ser utilizada como parametro
indireto de avaliacdo da congestdo pulmonar e hepética, respectivamente, em casos de
insuficiéncia cardiaca (KIRIAZIS et al., 2002). Dessa forma, para avaliar se existe congestao
no pulmao devido as alteracfes de massa cardiaca encontrada, a massa do pulméo também foi
mensurada. Somente os machos da prole DH apresentaram aumento de massa pulmonar
quando comparados aos filhotes machos da prole C, em 11% (Figura 16). As fémeas das
proles C e DH ndo apresentaram alteracGes na massa pulmonar, e diferencas significativas
ndo foram observadas entre machos e fémeas de mesma prole (C ou DH) (Macho C= 0,02649
+ 0,00066 mg/cm; macho DH= 0,02951 + 0,00093 mg/cm; fémea C= 0,02479 + 0,00056
mg/cm; fémea DH= 0,02732 £+ 0,00086 mg/cm). Esse dado indica que esse parametro foi
alterado pelo consumo materno de dieta hiperlipidica, e de forma sexo-especifico.

Ao investigarmos se existe congestdo no figado devido as alteragcdes de massa cardiaca
encontrada, observamos que 0s machos da prole DH apresentaram aumento de 22% na massa
hepéatica ao comparar com 0s controles, e que as fémeas da prole DH apresentaram aumento
de 26% em relacdo as fémeas da prole C. Machos e fémeas da prole C ndo apresentaram
diferenca entre si e, apesar do percentual de aumento de massa do figado ser levemente
inferior nos machos em relacdo as fémeas da prole DH, diferencas estatisticamente
significativas ndo foram observadas (Macho C= 0,1113 + 0,00274 mg/cm; macho DH=
0,1360 * 0,00627 mg/cm; fémea C= 0,1067 £ 0,00299 mg/cm; fémea DH= 0,1350 + 0,00316
mg/cm) (Figura 17).
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Figura 16: Massa do pulmao (g) corrigida pelo comprimento da tibia (cm). O * indica que somente os filhotes
machos da prole DH apresentaram maior massa do pulmao em relacdo aos machos da prole C. Machos C (n =
13), machos DH (n = 8), fémeas C (n = 16) e fémeas DH (n = 9). Dados expressos como média +* erro padrao,
p<0,05. Teste two-way ANOVA seguido de pos-teste Sidak.
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Figura 17: Massa do figado (g) corrigida pelo comprimento da tibia (cm). O * indica que machos e fémeas da
prole DH apresentaram maior massa do tecido hepatico em relagéo aos respectivos controles. Machos C (n = 13),
machos DH (n = 8), fémeas C (n = 16) e fémeas DH (n= 9). Dados expressos como média + erro padréo, p<0,05.
Teste two-way ANOVA seguido de pds-teste Sidak.

5.2.3. Dosagem de leptina sérica

Para verificar se o aumento de tecido adiposo branco refletia sobre a concentracdo
sérica de leptina, foi feito RIA a partir do soro coletado de ambas as proles aos 21 dias (Figura
18). Os filhotes machos da prole DH apresentaram aumento de 53% na concentracdo de
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leptina sérica quando comparados aos filhotes da prole C, enquanto as fémeas apresentaram
aumento de 74% quando comparadas as fémeas da prole C, caracterizando hiperleptinemia na
prole DH. N&o foram observadas diferencas significativas na concentracdo de leptina sérica
entre filhotes machos e fémeas da prole C, nem entre os filhotes de ambos os sexos da prole
DH (Macho C= 4,38 + 0,61 ng/mL; macho DH= 6,71 + 0,62 ng/mL; fémea C= 4,09 + 0,22
ng/mL; fémea DH= 7,13 + 0,19 ng/mL). A variacéo intraensaio foi de 0,51.

Dessa forma, observamos que o aumento do horménio na corrente sanguinea foi
alterado de acordo com a manipulacdo da dieta materna, de forma independente do sexo do
filhote.

MACHOS FEMEAS

Figura 18: Concentracgdo de leptina sérica (ng/mL) dos filhotes machos e fémeas das proles C e DH, aos 21 dias
de idade. O * indica que os filhotes machos e fémeas da prole DH apresentaram maior quantidade de leptina no
sangue, quando comparado aos seus respectivos controles. Machos C (n = 8), machos DH (n = 8), fémeas C (n =
14) e fémeas DH (n= 9). Dados expressos como média + erro padrdo, p<0,05. Two-way ANOVA seguido de
pos-teste Sidak.

5.2.4. Analise da expressdo proteica dos receptores p1-AR, TRa; e TRf;

Tendo em vista que dados anteriores indicavam que os filhotes machos da prole DH
apresentavam, ao desmame, maior contetdo de catecolaminas adrenais e aumento dos niveis
séricos de T3 total e T, livre, fomos investigar como estaria a expressao ventricular de
receptores relacionados ao sistema simpato-adrenérgico e aos horménios tireoideanos. Dessa
forma, foram realizadas anélises da expressao proteica dos seguintes receptores: f1-AR, TRy
e TRp,, a partir de amostras do ventriculo coletado aos 21 dias de idade de um filhote de cada
sexo, das proles C e DH.
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Ao avaliar a expressdo do receptor f1-adrenérgico, observamos que os filhotes machos
da prole DH nédo apresentaram alteracdo na expressao cardiaca deste receptor em relacdo aos
filhotes da prole C (Figura 19-A). Entretanto, os filhotes fémeas da prole DH apresentaram
expressao cardiaca de B1-AR 93% superior quando comparados aos filhotes fémeas da prole
C (Macho C= 1,00 + 0,07; macho DH= 1,19 + 0,09; fémea C= 1,00 + 0,26; fémea DH= 1,93
+ 0,18) (Figura 19-B). Dessa forma, a expressdo ventricular do receptor B1-AR foi fortemente
modulada pela manipulacéo da dieta materna nos filhotes fémeas.

Ao avaliar a expressao de receptores para HT, percebemos que os filhotes machos da
prole DH possuiam aumento expressivo, de 1,85X, na expressdo proteica da isoforma oy do
receptor para hormdnio tireoideano (TRa;) quando comparados aos filhotes machos da prole
C (Figura 20-A). Os filhotes fémeas das proles C e DH nédo apresentaram qualquer diferenca
entre si na expressdo proteica do TRa; (Macho C= 1,00 + 0,20; macho DH= 2,85 + 0,05;
fémea C= 1,00 * 0,15; fémea DH= 0,55 + 0,17) (Figura 20-B). O consumo materno de dieta
hiperlipidica, portanto, foi capaz de alterar a expressao ventricular do TRa; apenas na prole
macho.

Em relacdo a isoforma B; do receptor para hormoénio tireoideano (TRp;), nédo
observamos alteragdo na expresséo proteica entre 0s machos da prole C e DH (Figura 21-A).
A expressdo proteica do TRpB; também néo teve sua expressdo alterada nos filhotes fémeas da
prole C e DH (Macho C= 1,00 = 0,07; macho DH= 1,00 £ 0,22; fémea C= 1,00 £ 0,10; fémea
DH= 1,03 + 0,16) (Figura 21-B), sugerindo que esse receptor ndo foi modulado pelo tipo de
dieta materna no ventriculo da prole.
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Figura 19: A) Expresséao proteica do receptor B1-adrenérgico (B1-AR) dos filhotes machos das proles C (n =7)
e DH (n = 7). B) Expressdo proteica do receptor 1-adrenérgico (B1-AR) dos filhotes fémeas das proles C (n = 6)
e DH (n = 6). O * indica que a expressdo proteica do B1AR é maior nos filhotes fémeas da prole DH do que na
prole C. Dados expressos como média * erro padrdo, teste-t student, p<0,05. Imagens acima dos gréficos sao
referentes & membrana de PVDF que originou os dados.
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Figura 20: A) Expressdo proteica do receptor para horménio tireoideano, isoforma alfa 1 (TRa;) dos filhotes
machos das proles C (n = 6) e DH (n = 6). O * indica que a expressdo proteica do TRa; é maior nos machos da
prole DH do que na prole C. B) Expressdo proteica do receptor para horménio tireoideano, isoforma alfa 1
(TRay) dos filhotes fémeas das proles C (n = 5) e DH (n = 6). Dados expressos como média * erro padrao, teste t
student, p<0,05. Imagens acima dos gréaficos séo referentes a membrana de PVDF que originou os dados.
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Figura 21: A) Expressdo proteica do receptor para horménio tireoideano, isoforma beta 1 (TRB;) dos filhotes
machos das proles C (n = 7) e DH (n = 7). B) Expressdo proteica do receptor para horménio tireoideano,
isoforma beta 1 (TRpB;) dos filhotes fémeas das proles C (n = 7) e DH (n = 7). Dados expressos como média +
erro padréo, teste-t student, p<0,05. Imagens acima dos gréficos sdo referentes & membrana de PVDF que
originou os dados.
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5.3. Fase 3: Avaliacdo Funcional da Prole aos 30 Dias de Idade

Ao compararmos a massa corporal da prole aos 30 dias de idade, observamos que 0s
filhotes machos da prole DH ndo apresentaram diferencas significativas quando comparados
aos filhotes da prole C. As fémeas das proles C e DH também néo apresentaram diferencas na
massa corporal entre si. As fémeas da prole C apresentaram cerca de 10% mais massa
corporal do que os machos da mesma prole, enquanto que nenhuma alteracdo foi observada
quanto ao ganho de massa corporal dos filhotes machos e fémeas da prole DH (Macho C=
96,6 £+ 1,99; macho DH= 107 + 4,8g; fémea C= 109 + 2,7g; fémea DH= 108 * 2,3g) (Figura
22). Dessa forma, a evolucdo de peso corporal ndo foi alterada pelo consumo de dieta
hiperlipidica materna, e nem foi alterada de forma sexo-especifica.
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Figura 22: Massa corporal (g) dos filhotes machos e fémeas das proles C e DH, aos 30 dias de idade. O + indica
que os filhotes machos da prole C apresentaram menor peso corporal quando comparado aos filhotes fémeas do
mesmo grupo. Machos C (n = 15), machos DH (n = 9), fémeas C (n = 15) e fémeas DH (n= 10). Dados
expressos como média * erro padrdo, p<0,05. Teste two-way ANOVA seguido de pds-teste Sidak.

A fim de investigar se 0 consumo materno de dieta hiperlipidica é capaz de provocar
modificagdes na funcdo cardiaca da prole, os animais foram submetidos a analises
ecocardiograficas e eletrocardiograficas, além da afericdo da pressdo arterial pelo método nédo
invasivo de tail cuff. Tais analises funcionais foram realizadas com a parcela das proles C e
DH que foi mantida em biotério com acesso ad libitum a dgua e racdo normolipidica, ap6s o
desmame. Sendo assim, o nimero maximo de animais por experimento foi de 30 filhotes da
prole C (15 machos e 15 fémeas) e 19 filhotes da prole DH (9 machos e 10 fémeas).
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5.3.1. Ecocardiograma

Os parametros analisados no ecocardiograma referentes a geometria cardiaca foram: a
espessura do septo intraventricular em diastole (mm), a dimensdo da parede posterior do
ventriculo esquerdo em sistole (mm), a massa do ventriculo esquerdo (mg) e as areas internas
do ventriculo direito e esquerdo em diéstole (mm?).

Quanto a espessura do septo intraventricular, os filhotes machos das proles C e DH
ndo apresentaram diferencas entre si. O mesmo foi observado entre as fémeas das proles C e
DH. AlteragBes da espessura do septo intraventricular também néo foram observadas entre os
filhotes machos e fémeas das proles C e DH (Macho C= 1,1 = 0,05 mm; macho DH=1,2 +
0,07 mm; fémea C= 1,1 + 0,03 mm; fémea DH= 1,2 £ 0,06 mm) (Figura 23-A).

Ao avaliarmos a dimensdo da parede posterior do VE em sistole observamos que
filhotes machos ndo apresentavam diferencas significativas entre si. As fémeas das proles C e
DH também ndo apresentaram diferencas em tal parametro. Ao analisar machos e fémeas da
mesma prole, tanto para a prole C quanto para a prole DH, ndo foram observadas quaisquer
alteraces significativas (Macho C= 1,4 + 0,07 mm; macho DH= 1,6 £ 0,07 mm; fémea C=
1,5+ 0,1 mm; fémea DH= 1,6 £ 0,1 mm) (Figura 23-B).

A andlise ecocardiografica, além de possibilitar a avaliacdo da fungéo sistolica do
ventriculo esquerdo, também permite avaliar a massa da camara. Ao estudar a massa do
ventriculo esquerdo nas imagens ecocardiograficas, os jovens machos da prole DH
apresentaram aumento de 28% em comparac¢do com os machos da prole C. Os filhotes fémeas
ndo apresentaram diferencas de massa ventricular entre as proles C e DH. Diferengas
significativas tambem ndo foram observadas entre machos e fémeas da mesma prole, sendo
esta a prole C ou a DH (Macho C= 346,6 + 18,6 mg; macho DH= 443,3 £ 22,1 mg; fémea C=
398,9 + 16,3 mg; fémea DH= 454,8 + 33,3 mg) (Figura 23-C).

As areas internas dos ventriculos direito (mm?) e esquerdo (mm?) em diéstole e o
volume diastélico final (uL) também foram avaliados. Ao investigar a area que os ventriculos
apresentam em diastole, vimos que a area do ventriculo direito ndo é alterada entre os filhotes
machos, nem entre os filhotes fémeas ao comparar as proles C e DH (Macho C=24,4 + 1,2
mm?; macho DH= 27,0 + 0,5 mm?; fémea C= 24,1 + 0,8 mm?; fémea DH= 25,9 + 0,5 mm?).
Tal parametro ndo apresentou alteragcdes entre machos e fémeas da mesma prole, sendo a
prole C ou a DH (Figura 24-A).

Quanto a analise da area do ventriculo esquerdo, os filhotes machos da prole DH
apresentaram area aumentada em 10% em relacdo aos machos da prole C, enquanto os
filhotes fémeas das proles C e DH ndo apresentaram diferencas entre si. A area do VE em
diastole também ndo apresentou alteragcdes entre machos e fémeas da prole C, nem entre
machos e fémeas da prole DH (Macho C= 23,0 + 0,9 mm?; macho DH= 25,4 + 0,4 mm?’;
fémea C= 24,2 + 0,3 mm?; fémea DH= 24,7 + 0,7 mm?) (Figura 24-B).

De acordo com os dados referentes a geometria cardiaca, observamos que o consumo
materno de dieta hiperlipidica provocou alteracdes na estrutura cardiaca nos machos jovens da
prole DH, que apresentaram maior massa ventricular e aumento da area do VE em diastole,
sugerindo hipertrofia ventricular excéntrica.
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O volume diastolico final do ventriculo esquerdo foi analisado pelo método de
Simpson. N&do foram observadas alteragbes estatisticamente diferentes entre os filhotes
machos das proles C e DH, nem tampouco entre as fémeas das proles C e DH. Ao comparar
0s jovens machos e fémeas da mesma prole entre si, ndo foram observadas alteracdes entre as
proles estudadas (Macho C= 205 + 15,1 pL; macho DH= 209 + 9,1 pL; fémea C= 210 £ 7,3
pL; fémea DH= 208 + 9,6 pL) (Figura 24-C). Tais dados indicam que o volume diastolico
final n&o foi alterado pela dieta materna e nem pelo sexo do filhote.
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Figura 23: Anélises referentes a geometria cardiaca do ventriculo esquerdo (VE). A) Espessura do septo
intraventricular em diastole (mm) de machos e fémeas das proles C e DH. B) Espessura da parede posterior do
ventriculo esquerdo em sistole (mm) de machos e fémeas das proles C e DH. C) Massa do VE (mg) dos filhotes
jovens machos e fémeas das proles C e DH. O * indica que os machos da prole DH apresentaram massa do VE
28% maior quando comparados com 0s machos C. Machos C (n=9), machos DH (n=9), fémeas C (n=8), fémeas
DH (n=10). Dados expressos como média + erro padrdo, p<0,05. Teste two-way ANOVA seguido de pds-teste
Tukey.
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Figura 24: A) Area interna do ventriculo direito (VD) em distole (mm?). B) Area interna do ventriculo
esquerdo (VE) em diéstole (mm?). O * indica que os filhotes machos da prole DH apresentaram rea do VE 10%
maior quando comparados com os filhotes machos da prole C. C) Volume diastélico final do VE (uL) de filhotes
machos e fémeas das proles C e DH. Machos C (n=9), machos DH (n=9), fémeas C (n=8), fémeas DH (n=10).
Dados expressos como média + erro padrdo, teste two-way ANOVA, seguido de pés-teste Tukey.

A funcéo sistdlica do ventriculo esquerdo foi avaliada a partir de analises no modo
bidimensional do ECO, utilizando o método de Simpson. Os parametros obtidos da funcao
sistélica do VE foram: a fracdo de ejecdo (%), o volume de ejecdo (uL), o percentual de
encurtamento da area (%) e o volume sistélico final (uL).

Ao analisar a fracdo de ejecdo dos machos jovens da prole DH, observamos que estes
apresentaram fracdo de ejecdo 5% reduzida quando comparada aos machos da prole C. Os
filhotes fémeas da prole DH também apresentaram reducdo da fracdo de ejecdo do VE, em
média de 9%. Ao comparar filhotes machos e fémeas da mesma prole, observamos que na
prole C, os filhotes fémeas possuem maior fracdo de ejecdo que os filhotes machos (4%). Ao
comparar os machos e fémeas da prole DH, ndo foi observada diferenca significativa na
fracdo de ejecdo (Macho C= 68,7 + 1,3%; macho DH= 63,8 + 0,5%; fémea C= 73,0 + 1,1%;
fémea DH= 64,0 + 0,9%) (Figura 25-A). O consumo materno de dieta hiperlipidica causou
prejuizos na fracdo de ejecdo da prole de ambos 0s sexos, sendo as fémeas mais afetadas.

Ao analisarmos o volume de sangue ejetado pelo VE dos filhotes machos nao
houveram diferencas estatisticas entre as proles C e DH. Nos filhotes fémeas, o0 mesmo foi
observado: os valores do volume de sangue ejetado foram semelhantes entre as proles Ce DH.
Filhotes machos e fémeas da prole C ndo apresentaram diferencas significativas nesse
parametro. Alteracfes entre machos e fémeas da prole DH também ndo foram observadas
(Macho C= 141,5 £ 11,4 pL; macho DH= 133,5 £ 5,9 pL; fémea C= 153,7 + 6,9 uL; fémea
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DH= 133,3 + 6,2 pL) (Figura 25-B), indicando que tal pardmetro ndo é afetado pela dieta
materna ou pelo sexo do filhote.
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Figura 25: Valores referentes a funcdo sistélica de ratos jovens, apés avaliacdo das imagens do ECO pelo
método de Simpson. A) Fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (%) de filhotes machos e fémeas das proles C e
DH. O * indica que a fracdo de ejecéo estava reduzida nos filhotes machos e fémeas da prole DH. O + indica que
0s machos da prole C apresentam menor fracdo de ejecdo quando comparadas com as fémeas da prole C; B)
Volume de ejecdo do VE (uL) de machos e fémeas das proles C e DH. C) Percentual de encurtamento da area do
VE (%) de machos e fémeas das proles C e DH. D) Volume sistdlico final do VE (uL) de filhotes machos e
fémeas das proles C e DH. O * indica que as fémeas da prole DH apresentaram aumento de 33% no volume
sistdlico final do VE quando comparadas as fémeas da prole C. Machos C (n=9), machos DH (n=9), fémeas C
(n=8), fémeas DH (n=10). Dados expressos como média + erro padrdo, p<0,05. Teste two-way ANOVA,
seguido de pos-teste Tukey.

O percentual de encurtamento do ventriculo esquerdo também foi avaliado. Em
relacdo aos filhotes machos, ndo observamos diferencas estatisticas entre as proles C e DH.
Em relacdo aos filhotes fémeas da prole DH, observamos que as diferencas ndo foram
significativamente diferente. Ao compararmos filhotes machos e fémeas de ambas as proles,
nenhuma alteracdo foi observada (Macho C= 64,5 + 4,8%; macho DH= 57,0 + 3,4%; fémea
C=65,0 £ 2,2%; fémea DH= 59,5 + 3,0%) (Figura 25-C).

Ao analisarmos o volume sistélico final, observamos que os filhotes machos das
proles C e DH ndo apresentaram alteragdes. No entanto, as fémeas da prole DH apresentaram
aumento de 33% no volume sistélico em relacdo as fémeas da prole C. Ao comparar jovens
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machos e fémeas da mesma prole, ndo observamos alteragGes tanto na prole C quanto na prole
DH (Macho C= 63,8 + 4,8 uL; macho DH= 75,8 + 3,4 uL; fémea C= 56,3 + 2,2 pL; fémea
DH= 74,9 + 4,2 uL) (Figura 25-D).

Os dados ecocardiograficos realizados, aos 30 dias de idade da prole, indicam que o
consumo materno de dieta hiperlipidica promove prejuizo da fungdo sistdlica, sobretudo na
prole fémea.

5.3.2. Avaliacéo eletrocardiogréafica

Além da frequéncia cardiaca foram realizadas avaliacbes temporais do registro
eletrocardiogréafico. Avaliamos a duracdo das ondas P e T, do complexo QRS e dos intervalos
PR e QT.

Observamos que os machos jovens da prole DH néo apresentaram diferenca estatistica
em nenhum dos par@metros eletrocardiograficos analisados, em relagdo aos machos da prole
C. As fémeas das proles C e DH também ndo apresentaram diferencas entre si nos parametros
avaliados. Ao comparar 0s jovens machos e fémeas da mesma prole entre si, tanto a prole C
quanto a DH ndo apresentaram diferencas significativas aos 30 dias de idade nos parametros
analisados (Tabela 3).

Dessa forma, observamos que o consumo materno de dieta hiperlipidica ndo foi capaz
de promover quaisquer alteracfes na frequéncia cardiaca e na conducéo elétrica do coracgéo de
ratos jovens, independente do sexo do filhote.

Tabela 3: Parametros eletrocardiograficos das proles C e DH. FC = frequéncia cardiaca. bpm= batimentos por
segundo. ms= milissegundos. Dados expressos como média + erro padrdo, n= ndmero de animais. Teste two-
way ANOVA, seguida de pds teste Sidak.

MACHOS FEMEAS

Parametro

C(h=9 DH(n=7) C (n=10) DH (n=6)
FC (bpm) 475,6 £ 8,2 473,4+738 487,876 486,8 £ 14,2
Onda P (ms) 15,7+0,4 16,0 £0,3 16,4 £0,6 16,0+0,4
Intervalo PR (ms) 41,6 +0,5 41,7+0,6 41,1+0,6 42,9+0,7
Complexo QRS (ms) 12,7+0,7 125+0,6 11,8+0,4 11,7+0,6
Intervalo QT (ms) 40,7+1,0 379+19 40,1+1,2 40,614
Onda T (ms) 27,7+0,6 26,017 281+14 289+16
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5.3.3. Variabilidade da frequéncia cardiaca

A fim de avaliar se 0 consumo materno de dieta hiperlipidica é capaz de alterar a
modulacdo autonémica sobre o coracdo, foi realizada a analise da variabilidade da frequéncia
cardiaca. A analise espectral nos permitiu analisar ondas de baixa frequéncia (LF: 0,2 a 0,75
Hz) e de alta frequéncia (HF: 0,75 a 3,5 Hz), correspondentes as atividades simpatica e
parassimpética, respectivamente. A razdo LF/HF foi utilizada para andlise do balanco
simpato-vagal sobre o coragdo, visto que a razdo representa o balanco autondmico
(VANDERLEI et al., 2009).

Observamos que 0s machos jovens da prole DH ndo apresentaram diferenca estatistica
na analise de ondas de baixa frequéncia, ao comparar com a prole C. As fémeas das prole C e
DH também ndo apresentaram diferencas entre si nas ondas LF. Ao comparar 0s jovens
machos e fémeas da mesma prole entre si, tanto a prole C quanto a DH ndo apresentaram
diferencas significativas entre si aos 30 dias de idade (Macho C= 0,48 £ 0,04; macho DH=
0,38 £ 0,04; fémea C= 0,40 + 0,04; fémea DH= 0,47 + 0,07) (Figura 26-A), indicando que
ndo ha alteragdo na modulacéo simpatica no coracao.
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Figura 26: Analise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca das proles C e DH, machos e fémeas, aos
30 dias de idade. A) Anélise espectral na faixa de baixa frequéncia (LF); B) Analise espectral na faixa de alta
frequéncia (HF); C) Relacdo dos espectros de baixa e alta frequéncia (LF/HF). Machos C (n= 9), machos DH
(n=9), fémeas C (n=10), fémeas DH (n=10). Dados expressos como média * erro padrdo, p<0,05. Teste two-way
ANOVA, seguido de pos-teste Tukey.
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Ao analisar o componente parassimpatico da analise espectral, os machos jovens da
prole DH ndo apresentaram diferenca estatistica na analise de ondas de alta frequéncia, ao
comparar com a prole C. O mesmo foi observados com as fémeas de ambas as proles. Ao
comparar 0s jovens machos e fémeas da mesma prole entre si, tanto a prole C quanto a DH
ndo apresentaram diferencas significativas (Macho C= 0,52 * 0,04; macho DH= 0,62 + 0,04;
fémea C= 0,60 + 0,04; fémea DH= 0,53 + 0,07) (Figura 26-B), indicando que ndo ha alteracdo
na modulacdo parassimpatica no coragéo.

Dessa forma, observamos que o consumo materno de dieta hiperlipidica ndo foi capaz
de alterar o espectro de ondas de baixa ou alta frequéncia no coracdo da prole, nem a razéo
entre os espectros (Macho C= 1,04 + 0,23; macho DH= 0,66 + 0,10; fémea C= 0,72 * 0,10;
fémea DH= 1,46 £ 0,48) (Figura 26-C).

5.3.4. Avaliacédo da pressao arterial

Para investigar se o consumo materno de dieta hiperlipidica poderia causar alteracdo
na pressdo arterial (PA), foi realizado o método de tail cuff para afericdo da pressao arterial
sistélica (PAS), pressao arterial diastélica (PAD) e pressao arterial media (PAM).

Ao analisar a PAS, os filhotes machos da prole DH ndo apresentaram alteracdes
quando comparados aos machos da prole C. O mesmo foi observado quando comparamos as
fémeas C e DH. Ao compararmos machos e fémeas da mesma prole, os valores de pressdo
ndo apresentaram diferencas estatisticas (Tabela 4).

Ao avaliar a pressdo arterial diastélica da prole DH, os filhotes machos e fémeas
apresentavam valores semelhantes ao comparar com seus respectivos controles. Alteracdes
entre machos e fémeas da mesma prole, tanto a C quanto a DH, também ndo foram
observadas (Tabela 4).

A pressdo arterial média também foi obtida a partir da plestimografia de cauda.
Observamos que machos da prole C e DH apresentaram valores semelhantes, e, da mesma
forma que as fémeas da prole C e DH ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si. Ao
comparar machos e fémeas da prole C, nenhuma alteracdo foi observada. Na prole DH,
machos e fémeas eram estatisticamente semelhantes nos valores de PAM (Tabela 4).

Dessa forma, nossos dados indicam que o consumo materno de dieta hiperlipidica ndo
foi capaz de alterar os valores de presséao arterial sistdlica, diastdlica ou média, de ratos jovens
da linhagem Wistar aos 30 dias de idade, independente do sexo.
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Tabela 4: Valores das pressoes arterial sistdlica (PAS), diastélica (PAD) e média (PAM) dos filhotes de 30 dias
de idade, machos e fémeas das proles C e DH. Dados expressos como média + erro padrdo, n= nimero de

animais. Teste two-way ANOVA, seguida de pos teste Sidak.

MACHOS FEMEAS
Parametro C(n=12) DH (n=9) C(n=11) DH (n =10)
PAS 119,6 +1,9 1215+ 2,6 1172+ 2.2 116,6 £ 2,6
PAD 81,4+27 80,4+28 83,2+16 83,4+28
PAM 940+ 23 935+24 938+14 94,2+ 2,6
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6 DISCUSSAO

Neste estudo investigamos as consequéncias do consumo materno de dieta
hiperlipidica sobre a fungdo cardiaca de ratos jovens da linhagem Wistar, de ambos 0s sexos.
Os resultados evidenciaram que, ao desmame (21 dias de idade), a alteragdo na dieta materna
promoveu aumento de massa corporal e de alguns 6rgaos especificos, maior adiposidade e
hiperleptinemia na prole. Além disso, nossos resultados sugerem que possa haver maior
sensibilidade cardiaca aos hormonios tireoideanos e as catecolaminas na prole, com perfil
diferenciado entre filhotes machos e fémeas: (1) observamos aumento do contetido de TRa;
no ventriculo da prole macho e nenhuma alteragdo deste mesmo receptor no ventriculo das
fémeas da prole DH, sugerindo que a sensibilidade ao horménio tireoideano € maior no
ventriculo dos macho e (2) o aumento na expressao ventricular do receptor B1-adrenérgico foi
observado na prole fémea, sem nenhuma alteracdo na expressao deste receptor nos machos da
prole DH, sugerindo maior sensibilidade ventricular as catecolaminas nas fémeas.

A partir do desmame, os filhotes sdo mantidos em dieta normolipidica. No 30° dia, néo
é observada alteracdo na massa corporal entre a prole C e DH. No entanto, analises
ecocardiograficas demonstram que ha alteracdes distintas entre machos e fémeas da prole DH.
Enguanto os machos jovens apresentam alteracdes na estrutura do ventriculo esquerdo
(evidenciada por aumento de massa e da area interna do VE na diastole), com leve redugdo na
fracdo de ejecdo; as fémeas jovens, embora ndo apresentem alteracdes na geometria cardiaca,
apresentam alteragcdes na funcdo sistélica (evidenciada pela reducdo da fracdo de ejecéo e
aumento do volume sistolico final). Ndo observamos quaisquer alteragdes na frequéncia
cardiaca, conducéo elétrica do coracdo e na pressao arterial na prole jovem DH. Tais achados
sugerem que o consumo materno de dieta hiperlipidica provoca o desenvolvimento precoce de
alteracdes na funcdo cardiaca, sobretudo nas fémeas, ao passo que nos machos ha o
desenvolvimento de hipertrofia compensatéria que impede o surgimento dessa disfuncao.

O aumento de individuos que apresentam sintomas relativos a sindrome metabolica e
obesidade é resultado de uma complexa interacdo entre variaveis ambientais, genéticas e
psicoldgicas que ocorrem durante a vida (BEN-SHLOMO & KUN, 2002). Dessa forma,
entendendo melhor os determinantes precoces da obesidade pode ser possivel conté-la na
populacdo (WROTNIAK et al., 2008).

O periodo da gestacdo é considerado uma janela de programacdo, devido a intensa
replicacdo celular e desenvolvimento de 6rgaos e sistemas (SIMMONS, 2005). O conceito de
que doengas cronicas podem ser programadas no inicio da vida tem sido comprovado em
diversos experimentos que modificam, no microambiente uterino, o desenvolvimento fetal a
partir da exposicdo do individuo ao fumo materno (LISBOA et al., 2012), diabetes gestacional
(LOPES-SOLDADO & HERRERA, 2003) e a obesidade materna (LUCILLA et al, 2012;
SAMUELSSON et al; 2008), por exemplo.

Existem diversas formas de se reproduzir, em laboratério, a obesidade da sociedade
ocidental e a forma mais utilizada se da pelo fornecimento de dietas especificas. As dietas
mais comuns para essa finalidade sdo aquelas ricas em lipideos (high-fat) e/ou carboidratos
simples (high-sucrose/ high-glucose/ high-frutose), além da‘dieta de cafeteria’. Essa ultima se
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aproxima mais as condi¢cdes alimentares humanas (BAYOL et al., 2005), porém a variedade
de fontes de macronutrientes dificulta a interpretacdo do efeito isolado de cada componente
nas consequéncias a longo prazo que venham a ocorrer na prole.

A fim de evitar essa davida, foi selecionada uma ragdo rica em lipidios, em sua
maioria gordura animal saturada, para isolar o efeito deste componente. As dietas
hiperlipidicas mais utilizadas possuem quantidade alta de lipidios, superiores a 40%, além de
serem hipercal6ricas em relagdo as races padrdo (BALLAL et al., 2010; COLE et al., 2011;
SAMUELSSON et al., 2013b). Tais composi¢des sdo mais visadas porque quanto maior o
contetdo lipidico na racdo, mais rapido é o desenvolvimento da obesidade. DE WIT e
colaboradores (2011) mostraram que os lipideos na dieta possuem pronunciado efeito dose-
dependente sobre o transcriptoma intestinal, modificando a expressdo nos genes relacionados
com o metabolismo de lipidios principalmente no intestino delgado, o que pode contribuir
para 0 desenvolvimento mais intenso da obesidade quando as ragdes possuem alto teor de
lipideos em sua composicao.

Para fugir das consequéncias deletérias do consumo da dieta hiperlipidica com alto
teor energético advindo de gorduras, a dieta formulada e utilizada neste estudo é isocalorica e
possui uma quantidade moderada de lipidios, apenas 20% a mais do que as racdes
normolipidicas. Sob essas condicdes, as matrizes alimentadas com dieta hiperlipidica ndo
desenvolveram diferencas superiores a 5% de massa corporal nas semanas anteriores ao
acasalamento, corroborando com publicacfes prévias do nosso grupo que utilizaram 0 mesmo
modelo experimental (FRANCO et al., 2012).

Embora ndo hajam alteracfes na massa corporal, FRANCO e colaboradores (2012)
observaram, através de andlise DEXA (do inglés, “dual energy X-ray absorptiometry”),
aumento da adiposidade nas matrizes em dieta hiperlipidica. Este fato também foi descrito por
WOODS e colaboradores (2003) que submeteram ratos a dieta hiperlipidica.

Observamos que as matrizes em dieta hiperlipidica apresentaram reducdo consideravel
de 30 a 35% na ingestdo alimentar. Tal fato ja foi descrito anteriormente em ratos machos por
WOODS e colaboradores (2003) e pode ser explicado pelo maior efeito de saciedade de dietas
com maior teor lipidico, por causa da digestdo mais lenta deste nutriente em comparagdo com
dietas ricas em carboidratos, por exemplo, tornando as dietas high-fat mais eficientes em
relacdo as calorias ingeridas (UHLEY & JEN, 1989; BLE-CASTILLO et al., 2012). Alem
disso, o consumo crénico de uma dieta high-fat leva a alteracbes adaptativas no trato
gastrointestinal para favorecer uma melhor digestdo e absorcao de lipidios da dieta (DUCA et
al., 2013), alteracdes essas que vao desde o aumento da captacdo e reducdo da excrecdo de
gorduras até maior expressdo de enzimas e hipertrofia da mucosa intestinal (SINGH et al.,
1972; BALINT et al., 1980; COVASA, 2010), aumentando a eficiéncia energética e
possibilitando uma menor ingestdo alimentar sem que o fornecimento ideal de nutrientes seja
alterado.

Em relacdo aos filhotes machos e fémeas, ao nascimento ndo haviam alteracGes
significativas de massa corporal entre a prole C e DH, corroborando com dados na literatura
(FRANCO et al., 2012; DESAI et al., 2014; AINGE et al., 2011). A diferenca de massa
corporal entre as proles C e DH ocorre entre o final da primeira semana de lactacdo nos
filhotes machos (prole DH apresentou aumento de 15-23%) e no inicio da segunda semana
nos filhotes fémeas (prole DH apresentou aumento de 13-17%). Além disso, os filhotes
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machos da prole DH apresentaram massa corporal 5% superior em relacdo as fémeas do
mesmo grupo, a partir do 18° dia pds-natal.

KIRK e colaboradores (2009) ja haviam demonstrado que o leite de ratas obesas da
linhagem Sprague Dawley, em dieta rica em lipideos e agUcares, apresentava maiores niveis
de colesterol, acidos graxos livres (com maior relagdo de acidos graxos do tipo 6mega 6 do
que dmega 3), triglicerideos e glicose entre 0 9° e 11° dia de lactacg&o.

Trabalho anterior do nosso grupo, utilizando o mesmo protocolo de obtencdo das
matrizes mostrou que a diferenca de massa corporal entre animais machos das proles
estudadas ocorre pela modificagdo na composicao do leite com o fornecimento de dieta high-
fat para as matrizes. No 11° dia de lactacéo, o leite das ratas do grupo DH apresentou maior
concentracdo de lactose, triglicerideos e colesterol, quando comparado ao leite das matrizes
em dieta normolipidica, sem altera¢cdes na concentracdo de leptina. Esse aumento na taxa de
colesterol e triglicerideos permaneceu até o fim da lactagcdo (FRANCO et al., 2012),
sugerindo que a obesidade precoce dos animais programados pela dieta materna é uma
consequéncia de alteragdes nas concentragcdes de macronutrientes no leite materno.

A curva de crescimento normal de ratos segue um padrdo sigmoide e as diferencas na
massa corporal entre machos e fémeas comegam a ser mais evidentes por volta dos 30 dias de
idade (PAHL, 1969). No entanto, no nosso modelo experimental, os filhotes machos da prole
DH apresentaram massa corporal 5% superior aos filhotes fémeas a partir do 18° dia de idade.
Sendo assim, a diferenca observada no crescimento dos filhotes possui interacdo com a dieta
materna e o sexo da prole.

Estudos em humanos indicam que, eventualmente, casos de restricdo do crescimento
fetal nas fases iniciais da gestacdo sdo acompanhados por aceleragdo no crescimento
placentéario e fetal no ultimo trimeste da gestacédo, de forma a ndo alterar o peso do neonato ao
nascimento (BLOISE et al.,, 2014). A restricdo do crescimento intrauterino associado a
aceleracdo do crescimento pode apresentar efeitos benéficos a curto prazo, mas possui efeitos
adversos na funcdo metabdlica (ONG et al., 2000; IBANEZ et al., 2006, 2008), pressdo
arterial e funcdo cardiovascular a longo prazo (HALES & OZANNE, 2003; ERIKSSON,
2006).

Evidéncias em macacos, ratos, suinos e ovelhas indicam que a obesidade materna
retarda o crescimento placentario e fetal, levando ao aumento do risco de morbidade e
mortalidade fetal (CASTRO & AVINA, 2002; WALLACE et al.,, 2003). Em macacos
japoneses, o consumo materno de dieta hiperlipidica aumenta a concentracdo de citocinas
inflamatérias e a expressdo de receptores Toll-like 4 na placenta, independente do
desenvolvimento de obesidade na matriz, e gera reducdo do fluxo sanguineo no lado fetal da
placenta. Além disso, uma condicdo de obesidade materna ou resisténcia insulinica podem
exacerbar ainda mais a disfuncdo placentaria (FRIAS et al., 2011).

Experimentos em roedores reforcam a idéia de que exista restricdo do crescimento
fetal durante o consumo materno de dieta hiperlipidica, pois € observado reducdo no peso das
juncdes feto-placentarias (MARK et al., 2011). Dessa forma, é provavel que, apesar de ndo
apresentarem alteracGes da massa corporal ao nascimento, os filhotes da prole de ratas
submetidas a dieta hiperlipidica apresentou algum grau de restricdo do crescimento fetal e
que, ao fornecer maiores niveis de lipideos via leite materno, a curva de crescimento do

51



animal foi acelerada, e o estabelecimento da diferenca de massa corporal entre machos e
fémeas antecipado.

Além do aumento de massa corporal, filhotes machos e fémeas das matrizes DH
apresentaram maiores reservas adiposas em todos os compartimentos avaliados, quando
comparados aos filhotes das matrizes C. Esse fato tem sido descrito em outros trabalhos em
ratos (WHITE et al., 2009; EMILIANO et al., 2011) e camundongos (ROTHER et al. 2012;
TURDI et al., 2013), mostrando que o consumo materno de dieta hiperlipidica causa
obesidade precoce na prole, mesmo que ndo haja o estabelecimento da obesidade materna
(WOODS et al., 2003; FRANCO et al., 2012), sugerindo que o metabolismo da prole pode ser
alterado pela agéo direta da gordura saturada advinda do leite.

E bem estabelecido na literatura que a localizacdo e o desenvolvimento dos depdsitos
de tecido adiposo durante a obesidade variam de acordo com o género e determinantes
genéticos (VAGUE et al., 1974; BJORNTORP, 1996; BOUCHARD et al., 1993). Dessa
forma, a obesidade abdominal é predominante no macho, enquanto a gordura subcutanea é
mais desenvolvida em fémeas (BJORNTORP, 1996). Além da localizacdo, os depdsitos de
tecido adiposo visceral e subcutaneo também possuem distintas funcGes e agdes metabdlicas.
Ha maior producdo de RNAm para leptina nos adipdcitos subcutaneos (MONTAGUE et al.,
1997) mas, por outro lado, o efeito lipolitico das catecolaminas é mais intenso nos adipocitos
viscerais e acarreta maior mobilizacdo de &cidos graxos livres pela lipdlise a partir destes
depdsitos, ao comparar com depoésitos subcutaneos (FONSECA-ALANIS et al.,, 2006).
Também foi descrito que ha maior taxa lipolitica basal em mulheres do que homens durante
condicBes basais ou em curto periodo de jejum (MITTENDORFER et al., 2001). Tais
informacGes sugerem que 0 acumulo de tecido adiposo em reservatorios viscerais seja menor
em fémeas quando comparados aos reservatorios adiposos viscerais dos machos.

Em ratos, PUJOL e colaboradores (2003) demonstraram que os adipdcitos do tecido
perigonadal de fémeas possuem maior capacidade lipolitica quando comparada aos machos e,
consequentemente, fémeas teriam maior taxa de turnover no tecido perigonadal, levando ao
menor acumulo de tecidos adiposos na regido visceral. De forma coerente ao descrito na
literatura, foi observado neste trabalho que os filhotes machos apresentaram maiores reservas
de tecido adiposo no compartimento intracavitario (perigonadal e retroperitoneal) quando
comparados aos filhotes fémeas, indicando que, além da influéncia da dieta materna, o
acumulo de tecido adiposo nos compartimentos viscerais é influenciado pelo sexo do filhote.
Apesar de dados na literatura indicarem que o acumulo de tecido adiposo subcutaneo é
superior em individuos do sexo feminino (BJORNTORP, 1996), o presente trabalho nao
demonstrou aumento na massa adiposa inguinal ao comparar machos e fémeas da mesma
prole. Dessa forma, tal efeito foi influenciado apenas pelo tipo de dieta materna.

O tecido adiposo marrom apresenta importante papel na homeostase nutricional, e nos
estoques de tecido adiposo, em funcdo da termogénese facultativa (LOWELL & FLIER,
1997). Camundongos geneticamente modificados que apresentam reducdo da quantidade de
tecido adiposo marrom possuem intolerancia a glicose, resisténcia insulinica (HAMANN et
al., 1995) e aumento da susceptibilidade ao desenvolvimento de obesidade induzida por dietas
(HAMANN et al., 1996). No presente trabalho, os filhotes da prole DH apresentaram aumento
na quantidade de tecido adiposo marrom, independente do sexo do filhote.

52



A leptina € um horménio produzido pelo gene ob e secretada principalmente pelo
tecido adiposo branco. Por ser produzida no tecido adiposo, a concentragdo sérica de leptina
possui correlagdo positiva com a adiposidade (MACEDO et al., 2008). De fato, os filhotes
machos e fémeas das matrizes em dieta hiperlipidica que apresentaram maior acimulo tecidos
adiposos também eram hiperleptinémicos quando comparados com os filhotes de matrizes em
dieta padréo.

Além da agdo no sistema nervoso central, a leptina também atua em tecidos
periféricos, como placenta, adrenais, tireoide, coracdo e artérias (BJORBAEK & KANH,
2004). No coracdo, a leptina tem efeito hipertrofico em celulas cardiacas
(RAJAPUROHITAM et al., 2003) e a producdo intracardiaca do horménio sugere acdo
autdcrina e/ou paracrina nos cardiomiocitos (RAJAPUROHITAM et al., 2006). No presente
estudo, utilizamos como indicativo de hipertrofia cardiaca o valor da massa do coracéo
corrigida pelo comprimento da tibia (YIN et al, 1982). Para confirmar a existéncia da
hipertrofia cardiaca, nosso grupo pretende avaliar cortes histoldgicos do 6rgdo. Observamos
que os filhotes da prole DH apresentaram maior indice cardiaco quando comparado aos seus
respectivos controles e que, analisando somente a massa do ventriculo, o indice seguia a
mesma proporgdo. Ao levar em conta somente a massa atrial, entretanto, apenas os filhotes
fémeas da prole DH apresentaram aumento em relacao aos filhotes da prole C.

O tamanho atrial € influenciado pelo género, idade, indice de massa corporal ou
obesidade, circunferéncia da cintura, triglicerideos séricos, presséo arterial sistélica e possui
correlacdo positiva com hipertrofia ventricular (GERDTS et al., 2002; TURKBEY et al.,
2010), sendo de extrema relevancia clinica na ocorréncia de fibrilacdo atrial, infarto do
miocardio e insuficiéncia cardiaca congestiva (BENJAMIN et al., 1995; GERDTS et al.,
2002). Porem, sdo poucos os trabalhos acerca de alteracdes atriais em fémeas. SASSON e
colaboradores (1996) mostraram que o aumento do atrio esquerdo € frequente em individuos
recém-obesos e normotensos, correlacionando-se com aumento da massa do ventriculo
esquerdo, o que poderia refletir uma adaptacdo fisiologica do coracdo ao surgimento da
obesidade. Em obesos hipertensos, além do aumento atrial esquerdo e hipertrofia ventricular
esquerda, ha prejuizo subclinico das funcbes sistlica e diastélica como precursor de
disfuncao cardiaca e insuficiéncia cardiaca (AJAY| et al., 2014).

As fémeas da prole DH apresentaram aumento na massa atrial e também na ventricular
aos 21 dias de idade. De acordo com os dados na literatura, tal aumento da massa atrial pode
ser o inicio da resposta adaptativa do coracdo em funcdo do surgimento da obesidade, que
poderia ter levado as alteracfes na funcdo sistolica observadas posteriormente, aos 30 dias de
idade. No entanto, tal achado é comum em individuos hipertensos (AJAY1 et al., 2014), fato
que ndo foi observado neste modelo experimental. Além disso, o presente estudo avaliou a
massa total dos atrios e ndo isoladamente.

Algumas disfun¢bes ventriculares podem desenvolver aumento das presses de
enchimento ventricular, podendo levar a congestdo hepatica e pulmonar (BOCCHI et al.,
2009). KIRIAZIS e colaboradores (2002) mostraram que a analise da massa dos pulmdes e do
figado pode ser utilizada como parametro indireto de avaliacdo da congestdo pulmonar e
hepética, respectivamente, em consequéncia da insuficiéncia cardiaca (SCHIMIDT-OTT &
ASCHEIM, 2006).
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Nossos resultados mostraram que somente filhotes machos da prole DH apresentaram
aumento da massa pulmonar. Dados na literatura indicam que os machos desenvolvem maior
grau de hipertrofia ventricular, pela falta da cardioprotecdo do estrogénio (HAINES et al.,
2012) e, dessa forma, no nosso modelo os machos estariam mais propensos a congestdo
pulmonar do que as fémeas. Por outro lado, trabalhos indicam que a condigéo de obesidade e
diabetes materna aumentam a probabilidade de desenvolvimento de doengas pulmonares
obstrutivas cronicas na prole (NOHR et al., 2012) e hipertensdo pulmonar persistente
(HERNANDEZ-DIAZ et al., 2007). Dessa forma, a alteragdo na massa pulmonar observada
nos machos pode ser consequéncia de processos congestivos derivados tanto da hipertrofia
cardiaca quanto de processos obstrutivos e fibroticos. Assim, somente a analise da massa
pulmonar ndo ¢ suficiente para que saibamos a origem das alteracdes observadas e por esse
motivo, nosso grupo pretende avaliar cortes histologicos do 6rgao.

Quanto a massa de tecido hepatico, foi observado que os filhotes de ambos os sexos da
prole DH apresentaram maior massa do figado, sendo esta uma consequéncia da dieta
hiperlipidica materna, e ndo do género do filhote. RODRIGUES e colaboradores (2009), ao
estudar um modelo de obesidade por reducdo do nimero de filhotes da ninhada, observaram
gque esses animais, ao desmame, apresentavam maior contetdo de tecido adiposo,
triglicerideos, insulina, leptina e glicose séricas. Na vida adulta, esses ratos exibiram
importantes alteragdes hepaticas, como maior massa do 0rgdo, 79% mais conteudo de
glicogénio e 49% a mais triglicerideos em relacdo aos animais controles, bem como
microesteatose (RODRIGUES et al., 2009; CONCEICAO et al, 2013). TREVENZOLI e
colaboradores (2010) mostraram que ratos programados por hiperleptinemia neonatal
apresentaram, na fase adulta, hiperinsulinemia, hiperleptinemia, hipoadiponectinemia, maior
concentracdo sérica de triglicerideos e maior contetdo hepatico de glicogénio, além de
microesteatose hepatica.

Devido ao alto fornecimento de nutrientes derivados de lipideos no leite materno
(FRANCO et al.,, 2012) e ao acumulo de tecido adiposo em todos 0s compartimentos
avaliados, é possivel que o maior peso hepatico encontrado nos filhotes machos e fémeas da
prole DH seja devido a alteracdes no metabolismo da glicose e/ou lipidios, com consequente
acumulo precoce de glicogénio e/ou lipideos no interior do 6rgdo. Porém, vale ressaltar que os
animais onde tais alteracdes foram observadas sdo adultos, com 150 e 180 dias de idade
(RODRIGUES et al., 2009; CONCEICAO et al., 2013; TREVENZOLI et al., 2010), enquanto
neste trabalho os animais em estudo sdo filhotes de 21 dias. Dessa forma, nosso grupo
pretende avaliar cortes histoldgicos do figado dos filhotes machos e fémeas ao desmame, para
definir as causas do aumento na massa do 6rgéo.

E bem descrito na literatura que a leptina estimula a producdo de horménios
tireoideanos a nivel hipotalamico, hipofisario e na prépria glandula (LEGRADI et al., 1997;
ORTIGA-CARVALHO et al., 2002; NOWAK et al., 2002). Tem sido observado que animais
programados por hiperleptinemia neonatal durante a lactagdo possuem aumento da funcéo
tireoideana na vida adulta (TEIXEIRA et al., 2003; TOSTE et al., 2006a). Trabalho anterior
do nosso grupo com o mesmo modelo experimental mostrou que os filhotes machos da prole
de ratas alimentadas com dieta hiperlipidica apresentaram altas concentracGes de T3 total e T,
livre a0 desmame (FRANCO et al., 2012).

Os hormbnios tireoideanos possuem enorme influéncia sobre a funcdo cardiaca,
exercendo suas acOes principalmente pela via gendmica. Consequentemente, deficiéncias ou
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excesso de HT sdo responsdveis por alteragdes cardiacas (KLEIN & OJAMAA, 2001;
VARGAS-URICOECHEA et al.,, 2014). O Ts;, forma ativa dos HT, exerce sua funcéo
gendmica a partir da sua ligagdo com receptores de hormonio tireoideano, que sdo fatores de
transcricdo (MULLUR et al., 2014).

A isoforma alfa-1 do TR (TRay) € predominantemente expressa no miocardio e regula
genes importantes relacionados a funcdo contratil, atividade marcapasso e de conduc¢do do
impulso elétrico (GLOSS et al., 2001; LIN et al., 2013; FLAMANT & GAUTIER, 2013).
Alguns desses genes sdo positivamente regulados, como o gene responsavel por codificar a
bomba de Ca?*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA-2), o receptor Bl-adrenérgico
(B1-AR) e o gene codificador da isoforma alfa da cadeia pesada de miosina (a-MHC),
enquanto outros sdo negativamente regulados, como os genes codificadores da fosfolamban
(PLB) e o que codifica a isoforma beta da cadeia pesada de miosina (B-MHC) (BALKMAN et
al., 1992; KLEIN & DANZI, 2007; DANZI et al., 2008).

No presente trabalho, observamos maior expressdo proteica do receptor TRaj no
ventriculo dos filhotes machos da prole DH, em relagdo aos seus controles ao desmame. Além
disso, FRANCO e colaboradores (2012) descreveram que os machos da prole DH apresentam
aumento das concentracfes seéricas de T3 e T4 Possivelmente, a maior concentragdo dos HT
associada a maior expressao ventricular do TRay promoveriam aumento nas velocidades de
contracdo e relaxamento, aumento da forca contratil, aumento da frequéncia cardiaca e
contribuiriam no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca. Essas alteracbes aumentariam
sobremaneira o trabalho cardiaco e favoreceriam o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca,
e, consequentemente, congestdo pulmonar e/ou hepatica. Nesse contexto, as alteracdes
observadas na massa pulmonar dos filhotes machos podem ter ocorrido por esse motivo.

Os filhotes fémeas da prole DH néo apresentaram alteracGes na expressao ventricular
do TRay, 0 que poderia descartar a influéncia dos HT nos resultados obtidos. No entanto, cabe
salientar que ainda ndo analisamos as concentragdes séricas dos HT na prole fémea e,
portanto, ndo podemos descartar a participacdo deste horménio na hipertrofia observada.

A isoforma beta-1 do TR (TRp;) é a isoforma menos expressa no coracao e, assim
como o TRay, também possui papel na regulacdo de proteinas contrateis (GLOSS et al.,
2001). Mutagdes especificas que inativam o TRP cardiaco levam a poucas alteragdes na
funcéo cardiaca de camundongos (SWANSON et al., 2003), mostrando menor contribuicdo
nos efeitos hipertroficos cardiacos desta isoforma em comparagdo com o TRa, possivelmente
pela menor densidade de receptores da isoforma beta (FLAMANT & GAUTIER, 2013). Ao
investigarmos alteragdes na expressdo ventricular do receptor TR, nos filhotes da prole DH,
ndo vimos qualquer diferenca entre os machos e as fémeas. Este trabalho é o primeiro a
investigar a expressdo dos TRs em modelos de programacdo por consumo materno de dieta
hiperlipidica.

Neste estudo, os filnotes machos da prole DH ndo apresentaram alteracdes na
expressdo ventricular do receptor B1-AR. Esse dado é interessante, uma vez que FRANCO e
colaboradores (2012) demonstraram aumento na concentracdo sérica de HT. Conforme
descrito na literatura, o T3 estimula a expressdo cardiaca de p1-AR no coragdo (KLEIN &
DANZI, 2007). Uma possivel explicacdo seria down-regulation desses receptores. Embora ja
tenha sido descrito aumento na expressdo cardiaca do p1-AR (BLACKMORE et al., 2014),
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diferencas quanto a espécie (ratos x camundongos) e idade (21 dias x 84 dias de idade)
estudada podem explicar essa discrepancia.

Quanto aos filhotes fémeas da prole DH, estes apresentaram expressdo ventricular do
B1-AR 93% superior em relacdo a prole C. Tal alteracdo poderia levar ao aumento na
sensibilidade cardiaca ao sistema simpato-adrenérgico, aumentando a forca de contracdo
cardiaca e contribuindo para o aumento de massa observada no ventriculo. A superexpressao
cardiaca do B1-AR em camundongos promove cardiopatias, dilatacdes de caAmaras cardiacas e
disfuncdo sistélica (ENGELHARDT et al.,, 1999), e o tratamento de cardiomidcitos com
drogas beta agonistas leva a apoptose celular (COMMUNAL et al., 1998). Dessa forma, o
aumento da expressdo proteica do f1-AR pode comprometer a funcdo cardiaca a longo prazo
nos filhotes fémeas.

Com base nos dados observados e na literatura, consideramos que os filhotes machos
possuem, ja ao desmame, alto risco de desenvolvimento de alteragdes na funcdo cardiaca. O
estabelecimento da obesidade, hiperleptinemia, e 0 aumento da expressdo proteica de TRoy
associado ao excesso de HT favorecem o estabelecimento de maior forga de contragdo pela
maior expressdo de proteinas relacionadas a maquinaria contratil dos cardiomiocitos, o que
acarretaria em maior trabalho cardiaco. Tais fatores contribuiriam para o desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca, sugerida pelo aumento do indice de hipertrofia do orgdo (KLEIN &
OJAMAA, 2001), e a permanéncia desses fatores pode provocar disfuncdes cardiacas.

Nos filhotes fémeas, os efeitos deletérios ao sistema cardiovascular poderiam ser
mediados pelo aumento da expressdo proteica do B1-AR no ventriculo. Tal alteracéo,
associada ao aparecimento da obesidade e hiperleptinemia poderia ter levado a hipertrofia
observada, tanto em ventriculos quanto na massa cardiaca total. Além disso, alteracdes na
massa atrial poderiam ser atribuidas a efeitos diretos da leptina sobre os cardiomiocitos
atriais, visto que PURDHAM e colaboradores (2004) evidenciaram maior concentracao de
receptores para leptina no atrio, especialmente em fémeas. Esses fatores poderiam contribuir
para o surgimento de disfungdes cardiacas precoces nos filhotes.

Embora os filhotes da prole DH apresentem alto risco de desenvolvimento de
alteracdes na funcdo cardiaca, nossos dados apontam que tais alteracbes também seriam
causadas por mecanismos dististos entre machos e fémeas.

Com a finalidade de investigar se a dieta hiperlipidica materna é capaz de alterar a
funcdo cardiaca da prole, foram realizadas analises ecocardiograficas e eletrocardiograficas,
além do estudo da variabilidade da frequéncia cardiaca e a mensuracdo da pressdo arterial. No
entanto, tais experimentos ndo puderam ser realizados nos filhotes ao desmame. O estresse de
manipulacdo dos animais para a execucdo dos experimentos poderiam causar interferéncias
significativas nas andlises do sistema cardiovascular, principalmente nas analises
eletrocardiogréaficas, na analise espectral da variabilidade de frequéncia cardiaca e na
plestimografia de cauda, visto que tais técnicas sdo realizadas com 0s animais ndo
anestesiados. Além disso, tais manipulacdes seriam somadas ao estresse de separacdo materna
das ninhadas e a separacdo dos filhotes machos e fémeas. Por esses motivos, os filhotes das
proles C e DH foram submetidos as analises funcionais aos 30 dias de idade.

Em humanos, a obesidade, o fumo materno e o ndo aleitamento materno tém sido
associados com o aumento de peso corporal em adolescentes (OKEN, 2009; WANG et al.,
2014). Ao avaliar a massa corporal dos filhotes jovens da prole C e DH, aos 30 dias de idade,
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ndo foi observado diferenca entre os machos e fémeas da prole DH, em relagdo aos seus
respectivos controles. Em modelos neonatais de hiperleptinemia em ratos, a literatura ndo
mostra alteragdes da massa corporal entre os filhotes machos e fémeas aos 30 dias de idade
(YIM et al., 2012; SAMUELSSON et al., 2013b).

Em camundongos da linhagem C57BL/6J, o consumo de dieta rica em lipideos e
acucares, desde antes da concepcdo até o final da lactacdo, foi capaz de alterar a massa
corporal dos filhotes machos e fémeas aos 30 dias de idade, e os filhotes desenvolveram
obesidade (SAMUELSSON et al.,, 2008). No entanto, utilizando o mesmo modelo
experimental, BLACKMORE e colaboradores (2014) ndo foram capazes de reproduzir os
dados, e a prole macho néo apresentou alteracdo de massa corporal aos 35 dias de idade. Tal
fato deve-se possivelmente a necessidade de, no segundo trabalho, a prole da primeira
gestacdo ter sido sacrificada para estudo dos animais durante o desmame e, portanto, 0s
filhotes mantidos até os 35 dias de idade foram advindos da segunda gestacéo
(BLACKMORE et al., 2014). Essa pequena mudanca no protocolo experimental deixou as
fémeas expostas por mais tempo a dieta obesogénica, e tal mudanca pode ser a responsavel
pela perda do fenotipo anteriormente observado por SAMUELSSON e colaboradores (2008)
na prole jovem. Ja o fornecimento de dieta rica somente em aclcares (high-sucrose) em
camundongos leva a hiperfagia da prole macho e fémea aos 30 dias de idade, mas o
incremento na massa corporal é exclusiva na prole fémea (SAMUELSSON et al., 2013a).

Em ratos, o fornecimento de dieta hiperlipidica (desde antes da concepcéo até o final
da lactacéo) a ratas da linhagem Sprague-Dawley é capaz de gerar aumento na massa corporal
dos seus filhotes aos 30 dias de idade (SRINIVASAN et al., 2006), fato que ndo ocorre
quando a dieta fornecida para essa linhagem experimental € rica em lipideos e acUcares
(SAMUELSSON et al., 2010). No nosso modelo, a prole jovem de ratas Wistar submetidas a
dieta hiperlipidica ndo apresentou alteracGes de massa corporal. Dessa forma, as diversas
composicOes de dieta materna, a espécie e linhagem em estudo e o tempo de administracdo da
dieta sdo os provaveis responsaveis pelas discrepancias encontradas na literatura sobre o
desenvolvimento da obesidade na prole jovem.

Ao investigarmos a funcdo cardiaca atraves do ecocardiograma, observamos que 0S
filhotes machos da prole DH apresentam aumento da area interna (10%) e da massa do VE
(28%), sem alteracdo da espessura do septo intraventricular e da dimenséo da parede posterior
do VE em sistole. Tais dados sugerem que os filhotes machos da prole DH tenham
desenvolvido hipertrofia ventricular excéntrica. Ao analisarmos a funcgéo sistolica da prole de
machos jovens, observamos diminuicdo na fracdo de ejecdo (5%), sem alteracBes no
percentual de encurtamento, volume de ejecdo ou volume sistélico final. Esses dados indicam
que a reducdo na fracdo de ejecdo ndo gera prejuizo na funcdo sistolica, talvez pela hipertrofia
observada.

Ao analisar a funcdo cardiaca da prole fémea, ndo foram observadas alteracdes
referentes a geometria do coracdo. No entanto, a analise da funcdo sistolica demonstrou
reducdo da fracdo de ejecdo (9%) sem alteracbes no percentual de encurtamento e no volume
de ejecdo e aumento do volume sistélico final (33%), indicando comprometimento da funcgéo
sistolica.

Ap6s o desmame, os filhotes de ambas as proles consumiram somente dieta
normolipidica. Aos 30 dias de idade, os animais da prole DH ndo apresentaram variacdo no
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peso corporal em relagdo aos filhotes controles. No entanto, ao analisar a funcédo cardiaca
através do ecocardiograma, a prole fémea apresenta prejuizo na fungéo sistolica enquanto os
filhotes machos parecem compensar com a hipertrofia.

Poucos trabalhos investigam se o consumo materno de dieta obesogénica prejudica a
funcdo cardiaca da prole jovem. O Unico estudo descrito demonstra que, em camundongos, 0
consumo materno de dieta rica em lipideos e aglcares ndo promoveu alteracGes na estrutura
cardiaca da prole jovem do sexo masculino (BLACKMORE et al., 2014). Os dados
observados nos machos da prole DH foram discrepantes a estes, mas cabe resaltar que existem
diferencas entre as espécies estudadas e a composicao da dieta consumida pela matriz.

Nenhum relato na literatura correlaciona o consumo materno de dieta obesogénica
com a funcdo cardiaca de filhotes jovens do sexo feminino. No nosso modelo, os filhotes da
prole DH apresentam hiperleptinemia ao desmame e, nesse contexto, podem apresentar
similaridades com modelos neonatais de hiperleptinemia. SAMUELSSON e colaboradores
(2013b) demonstraram que a hiperleptinemia neonatal leva ao surgimento de hipertrofia
ventricular e prejuizo na funcéo sistélica somente em fémeas aos 30 dias de idade. No nosso
modelo, a hipertrofia ndo foi observada nas fémeas jovens e a funcdo sistolica foi mais
prejudicada do que no modelo de hiperleptinemia neonatal. Tais discrepancias podem ser
justificadas pelo diferente desenho experimental, pela linhagem escolhida para o estudo
(Wistar x Sprague-Dawley) e pelo aumento na massa corporal observado por SAMUELSSON
e colaboradores (2013b), que nédo foi observado no nosso modelo.

Evidéncias epidemioldgicas ndo demonstram alteragdes na duracdo de ondas e
intervalos do eletrocardiograma fetal de médes com alto IMC (GRAATSMA et al., 2010).
Dados experimentais acerca de alteracGes na conducao elétrica da prole de fémeas em dieta
hiperlipidica ndo foram encontrados na literatura e, dessa forma, o presente trabalho € o
primeiro a avaliar a duracdo das ondas e intervalos eletrocardiograficos na prole jovem. Aos
30 dias de idade, ndo foram observadas quaisquer alteracbes na frequéncia cardiaca e na
conducéo elétrica dos filhotes machos e fémeas de ratas submetidas a dieta hiperlipidica.

A hiperleptinemia no periodo neonatal pode ser capaz de induzir a resisténcia a este
horménio no ARC, que passaria a agir predominantemente no VMH, nucleo responsavel por
aumentar a atividade simpatica no sistema cardiovascular (SATOH et al., 1999). Os modelos
experimentais de programacao que envolvem hiperleptinemia neonatal e dietas maternas
obesogénicas e avaliam a prole jovem encontrados na literatura demonstram aumento do
tonus simpéatico (SAMUELSSON et al., 2013b; BLACKMORE et al., 2014; SAMUELSSON
et al., 2010). No nosso modelo, a prole DH ndo apresentou qualquer alteracdo no tonus
simpatico, observado através da analise espectral da variabilidade da frequéncia cardiaca. No
entanto, 0s modelos experimentais comparados sdo distintos. SAMUELSSON e
colaboradores (2013b) ndo manipulam a dieta materna, e a hiperleptinemia neonatal é
decorrente de injecOes diarias durante a lactacéo e os filhotes jovens sdo obesos. Nos outros
modelos descritos, ha manipulacdo da dieta materna. No entanto, a composi¢cdo destas nao €
semelhante a racdo hiperlipidica utilizada no nosso modelo: ambos os trabalhos descritos
utilizam dieta rica ndo somente em lipideos, como também em aclcares simples e tal
diferenca na composicdo da dieta pode ter ocasionado divergéncias nos resultados observados
com o0 nosso modelo, mesmo que 0s animais ndo tenham apresentado alteracGes de massa
corporal (BLACKMORE et al., 2014; SAMUELSSON et al., 2010).
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O aumento no ténus simpatico também esta relacionado ao surgimento da hipertensdo
arterial. Dessa forma, os mesmos trabalhos mencionados anteriormente observam incremento
na pressédo arterial da prole jovem, tanto em machos quanto em fémeas (SAMUELSSON et
al., 2013b; BLACKMORE et al., 2014; SAMUELSSON et al., 2010). No entanto, no nosso
modelo experimental ndo foram observadas alterac6es entre as proles jovens C e DH nos
valores de pressdo arterial sistolica, diastolica ou média.

Os dados observados no nosso modelo acerca da variabilidade da frequéncia cardiaca
e dos valores de pressdo arterial demonstram que o consumo materno de dieta hiperlipidica
ndo leva a alteracdes precoces no tbnus simpéatico da prole.

Nossos dados demonstram que os animais da prole DH n&o apresentaram maior massa
corporal em relagdo aos filhotes controles aos 30 dias de idade. As alteragdes moleculares
sexo-especificas observadas ao desmame podem ter contribuido para o desenvolvimento de
disfungdes precoces na funcdo sistdlica, sem que haja a participacdo do ténus simpatico. Tais
alteracdes moleculares levariam ao desenvolvimento de mecanismos, que apesar de distintos,
poderiam promover as mesmas disfun¢Ges cardiacas entre machos e fémeas. No entanto, os
machos desenvolveram uma resposta adaptativa atraves da hipertrofia e, com isso, a disfuncéo
sistolica néo foi evidente aos 30 dias de idade.

A associacdo entre eventos adversos que causam programacdo metabdlica e o
surgimento de doencas cardiovasculares a curto e longo prazo tem sido atribuida, entre outros
fatores, a nutricdo materna, sendo o consumo de alimentos ricos em lipideos de grande
importancia, visto que a entrada de mulheres no mercado de trabalho muitas vezes implica em
ma nutricdo das mesmas na idade reprodutiva. Dessa forma, o desenvolvimento de modelos
experimentais para o estudo das consequéncias da nutricdo materna a curto e longo prazo €
importante para que sejam desvendados os mecanismos moleculares por tras da programacéo
e, uma vez delineados, tais mecanismos podem ser a chave do desenvolvimento de novas
terapéuticas para tratamento e prevencéo das alteracdes cardiovasculares na prole.

59



7 CONCLUSAO

O consumo materno de dieta hiperlipidica é capaz de promover aumento da massa
corporal, adiposidade, hiperleptinemia e aumento da massa do coragdo em filhotes machos e
fémeas ao desmame. Esta dieta aumenta a aumento a expressao do TRa; nos filhotes machos,
0 que ndo é observado nos filhotes fémeas. Nestas, a dieta hiperlipidica materna promove
aumento da expressdo do B1-AR. Essas alteracGes sexo-especificas observadas, ao desmame,
podem contribuir para o desenvolvimento de disfuncBes precoces na funcdo cardiaca das
fémeas, sem que haja aumento do tonus simpatico e aumento da massa corporal da prole. A
prole macho, embora apresente um déficit na fracdo de ejecdo, possui adaptacdes fisioldgicas
que impedem prejuizos na funcdo cardiaca, indicando que as fémeas apresentam maior
predisposicdo a danos na funcgdo cardiaca na fase jovem.
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