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RESUMO

O consumo de dieta hiperlipidica (H) no periodo de acasalamento, gestacdo e lactacdo esta
associado a alteragdes cardiometabolicas na prole F1. O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito da dieta hiperlipidica materna na indugdo de distdrbios cardiometabolicos
caracteristicos da sindrome metabdlica nas proles machos F1 machos. Ratos Fischer com 90
dias de idade foram acasalados e submetidos a dieta controle (C) ou a dieta H. Apo6s o
desmame, os ratos foram submetidos a dieta C e divididos em dois grupos: proles das
genitoras que receberam dieta H (FIHM, n=8) e que receberam dieta C (FICM, n= 7). Apds
90 dias, foi realizada cirurgia de canulacdo da artéria aorta abdominal e veia femoral para
registro da pressdo arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm), eutanasia e
coleta de plasma, 6rgéos e tecidos. O material obtido foi armazenado no freezer a -80°C para
futuras analises. Foram avaliados parametros nutricionais, biométricos, bioguimicos,
hepaticos, hemodindmicos e marcadores inflamatorios, sendo que o valor significativo
corresponde a P<0,05. Os resultados mostraram que as proles FLIHM apresentaram aumento
da ingestdo alimentar (23+£0,4 @), ingestdo calorica (80+1,3 kcal), eficiéncia alimentar
(0,70+0,01 kcal/g) e ingestdo de agua (34+0,7 mL) comparados aos grupos controles F1ICM
(17+0,8 ¢; 59+2,9 Kcal; 0,60+0,02 Kcal/g; 22+0,3 mL, respectivamente). Em relacdo aos
parametros biométricos, as proles F1HM apresentaram aumento da massa corporal
(324+13,40 @), do deposito de gordura inguinal (2,37+0,27 ¢g/100g), depoésito de gordura
retroperitoneal (2,50+0,11 g/100g), deposito de gordura epididimal (2,20+0,20 g/100g), tecido
adiposo marrom (0,15+0,011 ¢g/100g) e do indice de adiposidade (6,41+0,52) comparados aos
seus grupos controles (287+6,72 g; 1,81+0,079/100g; 1,70+0,10 g/100g; 1,50+0,20 g/100g;
0,11+0,011¢9/100g; 5,04+0,40, respectivamente). Quanto aos parametros bioquimicos, as
proles FIHM apresentaram aumento dos niveis plasmaticos de glicemia (139+£2,4 mg/dL), de
insulina (1,51+0,16 ng/mL), HOMA-IR (57,0t4,6) e HOMA-B (259+15,9) comparados aos
seus grupos controle (11354 mg/dL; 0,90+0,09ng/mL; 38,3%£1,9; 316+16,4,
respectivamente). Nos parametros hepaticos, as proles FIHM apresentaram aumento dos
niveis de AST (5,7+0,8 U/mL) e ALT (7,6+1,3 U/mL) comparados aos seus grupos controle
(3,5£0,6 U/mL; 3,7+0,7 U/mL, respectivamente). No tocante aos parametros hemodinadmicos,
as proles FIHM apresentaram aumento da PAM (126,8+2,6 mmHg) comparada ao seu grupo
controle (103+3,2 mmHg). E em relacdo aos marcadores inflamatorios, as proles FIHM
apresentaram aumento dos niveis de leptina (13,5+2,7 ng/mL) e dos niveis de MCP-1
(36,5+1,5 pg/mL) comparado aos seus grupos controles (4,4+1,1 ng/mL; 30,6+£2,03 pg/mL,
respectivamente). Em conjunto, os dados mostraram que a dieta H ofertada a genitoras
somente no periodo de acasalamento, gestacdo e lactacdo aumentou na prole (FIHM) a
ingestdo alimentar de dieta C, provavelmente por um disturbio nos mecanismos de controle da
saciedade, apresentando aumento dos niveis de leptina plasméatica em funcdo da maior
adiposidade. Esses disturbios induziram aumento no indice de adiposidade que resultou em
um estado de inflamagé&o sistémica.

Palavras chaves: dieta hiperlipidica, prole F1, sindrome metabdlica, inflamacéo, adipocinas.
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ABSTRACT

Consumption of a high fat diet (H) during mating, pregnancy and lactation is associated with
cardiometabolic changes in F1 offspring. The aim of this study was to evaluate the effect of
maternal hyperlipidic diet on the induction of cardiometabolic disorders characteristic of
metabolic syndrome in F1 male offspring. Ninety-day-old Fischer rats were mated and
submitted to the diet control (C) or the diet H. After weaning, the rats were submitted to the
diet C and divided into two groups: offspring of the parents who received diet H (FIHM, n. =
8) and received diet C (FICM, n = 7). After 90 days, abdominal aortic artery and femoral vein
cannulation surgery was performed to record mean arterial pressure (MAP, mmHg) and heart
rate (HR, bpm), euthanasia and collection of plasma, organs and tissues and stored at - 80°C
for future analysis. Nutritional, biometric, biochemical, hepatic, hemodynamic parameters and
inflammatory markers were evaluated. It was considered as significant value P <0.05. The
results showed that FIHM offspring had increased food intake (23 + 0.4 g), caloric intake (80
+ 1.3 kcal), feed efficiency (0.70 = 0.01 kcal / g) and water intake. (34 £ 0.7 mL) compared to
the FLCM control groups (17 = 0.8 g; 59 £+ 2.9 Kcal; 0.60 = 0.02 Kcal / g; 22 + 0.3 mL,
respectively). Regarding the biometric parameters, FIHM offspring presented increased body
mass (324 + 13.40 g), inguinal fat deposit (2.37 £ 0.27 g / 100g), retroperitoneal fat deposit
(2.50 £ 0.11 g / 100g), epididymal fat deposit (2.20 £ 0.20 g / 100g), brown adipose tissue
(0.15 £ 0.011 g / 100g) and adiposity index (6.41 + 0, 52) compared to their control groups
(287 £6.72 g; 1.81 £ 0.07g/ 100g; 1.70 £ 0.10 g / 100g; 1.50 £ 0.20 g / 100g; 0.11 + 0.011g /
100g; 5.04 + 0.40, respectively). Regarding the biochemical parameters, FIHM offspring had
increased plasma glucose levels (139 + 2.4 mg / dL), insulin (1.51 £ 0.16 ng / mL), HOMA —
IR (57.0 £ 4)., 6) and HOMA — B (259 £ 15.9) compared to their control groups (113 £+ 5.4
mg / dL; 0.90 = 0.09ng / mL; 38.3 + 1.9; 316 £ 16 , 4, respectively). In liver parameters,
F1HM offspring showed increased AST (5.7 £ 0.8 U/ mL) and ALT (7.6 £ 1.3 U/ mL) levels
compared to their control groups (3.5 £+ 0, 6 U/ mL; 3.7 £ 0.7 U / mL, respectively).
Regarding hemodynamic parameters, FIHM offspring had an increase in MAP (126.8 + 2.6
mmHg) compared to their control group (103 = 3.2 mmHg). Regarding the inflammatory
markers, FIHM offspring had increased leptin levels (13.5 £ 2.7 ng / mL) and MCP-1 levels
(36.5 £ 1.5 pg / mL) compared to their control groups (4.4 £ 1.1 ng/ mL; 30.6 £ 2.03 pg / mL,
respectively). Taken together, the data showed that diet H offered to mothers only during
mating, pregnancy and lactation increased in the offspring (FLMH) the dietary C intake
probably due to a disturbance in satiety control mechanisms, presenting an increase in the
levels of plasma leptin as a function of higher adiposity. These disorders induced an increase
in adiposity index which resulted in a state of systemic inflammation.

Key words: High fat diet, F1 offspring, metabolic syndrome, inflammation, adipokines.
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1. INTRODUCAO

Fatores genéticos e ambientais, incluindo interacbes entre genes e dietas, sao
responsaveis por programacdes no ambiente intrauterino que podem contribuir para doencas
metabolicas na prole (BOURET; SIMERLY, 2006). O consumo de dieta hiperlipidica (H)
promove alteracbes metabdlicas, além de, na gestacdo induzir mudancas no ambiente
intrauterino levando a morbidades associadas a sindrome metabodlica (SM) na prole
(ARMITAGE; TAYLOR; POSTON, 2005).

A SM foi descrita com essa nomenclatura pela primeira vez por Reaven (1998),
conhecida também como sindrome X, é uma doenca contemporanea que pode ser
caracterizada pela associagdo de trés ou mais fatores de risco, como aumento do colesterol
total, da glicemia, da pressdo arterial e da adiposidade. Esses fatores de risco associados,
aumentam a suscetibilidade a diabetes e mortalidade devido a doencas cardiovasculares. A
hipGtese mais aceita para o desenvolvimento da SM é a interacdo entre resisténcia insulina
(RI), inflamacéo e obesidade (BEZERRA; OLIVEIRA, 2013), sendo essa Ultima considerada
uma epidemia, caracterizada pela expansdo do tecido adiposo (TA) (GEHRKE; PEREIRA,
2007).

O TA é subdividido em tecido adiposo branco (TAB) e tecido adiposo marrom
(TAM). Os adipdcitos presentes no TAB armazenam somente uma Unica gota de lipidio,
unilocular, que abrange todo o citosol da célula. Por outro lado, no TAM os adip6citos sdo
multiloculares, apresentando diversas goticulas de lipidios (AHIMA; FLIER, 2000).

O TAM é responsavel pela geracdo de calor por meio da oxidagdo lipidica, um
processo conhecido como termogénese (CHOE e cols., 2016; DE CASTRO BARBOSA e
cols., 2016). Esse tecido é encontrado em roedores e em humanos, principalmente nas regides
cervicais e interescapulares durante todos os estagios da vida. Em adultos, encontra-se em
menor quantidade, porém, possui importancia no controle do metabolismo energético através
da termogénese, caracteristica que pode influenciar positivamente no controle da obesidade
(CHECHI; NEDERGAARD; RICHARD, 2014). Tal caracteristica & observada devido a
presenca da proteina desacopladora 1 (UCP-1), presente em mitocondrias nos adipocitos do
TAM.

O TAB, por sua vez, € um oOrgdo com fungdes autdcrina, paracrina e endocrina
(GOLLISCH e cols., 2009). E composto por adipdcitos, uma matriz extracelular, vasos

sanguineos, nervos e Vvarios outros tipos de células, incluindo pré-adipécitos, células



estaminais e células imunitarias (KALUPAHANA; MOUSTAID-MOUSSA; CLAYCOMBE,
2012). Os adipdcitos sdo as Unicas células especializadas no armazenamento de lipidios na
forma de triacilglicerol em seu citoplasma. Essas células possuem todas as enzimas e
proteinas reguladoras necessarias para sintese de acido graxo, a partir das lipoproteinas
circulantes, quilomicrons e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), para sintese de
lipideos (lipogénese) e para mobilizacdo de lipideos estocados (lipdlise) (AHIMA; FLIER,
2000).

O TAB é dividido em deposito de gordura subcutaneo e visceral com diferengas na
organizacao estrutural, tamanho celular e funcéo bioldgica. O depoésito de gordura visceral é o
componente que apresenta maior efeito deletério sobre os pardmetros metabdlicos e
hemodinamicos (JENSEN, 2002). A sua localizacdo anatbmica, entre 0s 0rgaos, e 0 excesso
desse depdsito leva ao acumulo de lipidios no figado, musculo esquelético e, potencialmente,
no cérebro e nas células-p pancreaticas. Como consequéncia, ocorre diminuicdo da acdo da
insulina nesses tecidos. Além disso, o depdsito de gordura visceral apresenta distribuicdo
diferenciada em relacdo ao sexo, sendo que 0s homens apresentam maior propor¢cdo em
relacdo as mulheres (LE; WAJCHENBERG, 2000).

O depdsito de gordura subcutaneo, localizado entre a pele e os musculos, é principal
responsavel pela producdo de adipocinas, como a leptina, proteina quimioatraente de
monocitos 1 (MCP-1) e adiponectina. A leptina esta relacionada com o controle da ingestdo
alimentar e gasto energético por meio da regulacdo do sistema nervoso central. Por sua vez, a
expressao de MCP-1 é proporcional a massa adiposa, 0 que contribui para a infiltracdo de
macrofagos. No entanto, a adiponectina apresenta oposicdo a leptina e ao MCP-1,
apresentando niveis diminuidos em casos de obesidade (GONZAGA DA CUNHA;
GONZAGA DA CUNHA; MACHADO, 2014).

Em ratos o TA, assim como em humanos é dividida em TAB e TAM, com as mesmas
funcdes. Apresenta trés depoésitos de gordura morfologicamente distintos, a subcutaneo
(inguinal), visceral (epididimo e retroperitoneal) e o mesentérico (CATALANO;
STEFANOVSKI; BERGMAN, 2010).

A expansdo da massa adiposa pode ser caracterizada pelo aumento do nimero de
adipdcitos, denominado hiperplasia ou adipogénese, e/ou pelo aumento da area do adipdcito,
hipertrofia (CESAR FARIAS DE QUEIROZ e cols., 2009). A adipogénese é o processo de
diferenciacdo do TA, caracterizado pela conversdo de pré-adipécitos em adipdcitos maduros.
Ocorre a partir de células-tronco, com inicio ainda na fase fetal e, principalmente, durante o

periodo pos-natal precoce. Para que ocorra a adipogénese, é preciso o estimulo de fatores



associados a regulagdo do metabolismo lipidico e vias de anabolismo (AMARAL, 2017
KIRKLAND e cols., 1994).

A hipertrofia pode ser caracterizada por um quadro de hipdxia devido ao crescimento
inadequado da rede vascular quando os vasos sanguineos se tornam rarefeitos, o que leva a
uma cascata de resposta inflamatéria (FARIAS, 2016). A hipdxia causada pela hipertrofia do
TAB favorece a infiltracdo de células imunes e citocinas pro-inflamatorias. Esse quadro é
agravado pelo aumento da proteina quimioatraente de mondcitos 1 (MCP-1) (LI e cols., 2018)
que recruta macrofagos polarizando-os em direcdo a um estado M1, atuando na manutencéo
da inflamagéo ((HUME, 2015; SAHA; SHALOVA; BISWAS, 2017)

A MCP-1 esta envolvida em diversos processos bioldgicos e sua desregulacdo esta
associada a distarbios metabdlicos como a obesidade (L1 e cols., 2018; OUCHI e cols., 1999).
A MCP-1 é uma citocina pro-inflamatdria da familia das beta-quimiocinas ou quimiocinas
CC, que estimula principalmente o recrutamento de mondcitos, mas também os basofilos,
eosindfilos, linfécitos-T e as células natural killer (PALOMINO; MARTI, 2015; PANEE,
2012). Os niveis plasmaticos de MCP-1 tém relacdo positiva com niveis de leptina circulante.
Como resultado, ocorre acimulo de macro6fagos no TAB desencadeando a regulacao de genes
pro-inflamatorios, sugerindo, assim, um efeito pro-inflamatorio da leptina em niveis acima do
limiar fisiolégico (HOFFMANN e cols., 2019).

A leptina é um peptideo produzido predominantemente no depdsito de gordura
subcutaneo (PARK; AHIMA, 2015), sendo um potente regulador da ingestdo de alimentos e
do gasto energético por meio de acdo central e periférica (LIMA, FABIO BESSA; CURI,
2012). A sua expressdo € controlada por diversas substancias, como a insulina, 0s
glicocorticéides e as citocinas pré-inflamatérias (ROMERO; ZANESCO, 2006). A leptina
mantém a homeostase energética por ajustar a ingestdo caldrica ao gasto energético,
transpondo a barreira hematoencefalica, onde atua principalmente no hipotadlamo, mais
especificamente no nucleo arqueado através de um receptor de membrana especifico,
estimulando a sintese de pré-opiomelanocorticotropina (POMC). Este composto é precursor
do hormonio estimulador de melandcito a, que possui propriedade anorexigena e a producdo
do fator de transicdo cocaina-anfetamina dependente (CART). O estimulo desses neurénios
pela leptina leva a diminuicdo do consumo alimentar (LIMA, FABIO BESSA; CURI, 2012).

Em outro grupo de neurdnios, a leptina age inibindo o neuropeptideo Y (NPY) e a
proteina relacionada ao agouti (AgPR), que sdo orexigénicos ou seja, aumentam a ingestdo de
alimentos (CONE, 2005; PE MARGIOTTA e cols., 2016). Nesse caso, a leptina desencadeia
seus efeitos através de ligacdo a receptores especificos do tipo ObRs, 0s quais pertencem a



familia dos receptores de citocina de classe | que se encontram espalhados pelo sistema
nervoso central e tecidos periféricos, como musculo, figado e TA. O ObRb é o receptor mais
estudado e o Unico que contém um dominio intracelular capaz de transmitir o sinal de ligacao
com a leptina dentro da célula. A ativacdo do ObRb pela leptina leva a uma cascata formada
por diversas vias de transducdo de sinal, como a via JAK2 (Janus kinase-2) e STAT3 (Sigal
Transducers Activators of Transcription-3) (FARR; GAVRIELI; MANTZOROS, 2015;
GAO; HORVATH, 2008).

A hiperleptinemia é atribuida as alteracdes no receptor de leptina ou a uma deficiéncia
em seu sistema de transporte na barreira hematoencefalica, fendmeno denominado resisténcia
a leptina (PE MARGIOTTA e cols., 2016; ROMERO; ZANESCO, 2006). A hiperleptinemia
promove estresse oxidativo, producdo de mediadores inflamatdrios, recrutamento de
monocitos e expressdo de moléculas de adesdo pelo endotélio vascular que podem levar a
disfuncio endotelial (MUNZBERG, MORRISON, 2015). Os niveis de leptina e de
adiponectina exibem correlagdes opostas no quadro de SM (AL-HAMODI e cols., 2014;
MANTOVANI e cols., 2016).

A adiponectina induz a oxidacdo de gorduras, diminuindo triciacilglicerol (TAG) em
nivel hepatico e muscular, aumenta a sensibilidade a insulina, além de possuir acdo anti-
inflamatoria, resultante da diminuicéo da producéo de interleucina 6 (IL-6), com consequente
inducdo da producéo de interleucina 10 (IL-10), e antagonista do receptor de interleucina 1
(IL-1Ra) (COSTA; DUARTE, 2006). Seu potencial antiaterogénico foi reconhecido por sua
capacidade de modular a resposta inflamatéria e de afetar os principais mecanismos
envolvidos na aterogénese (OUCHI e cols., 2000). Os niveis circulantes de adiponectina
sugerem uma relagdo inversamente proporcional ao depdésito de gordura visceral e aos niveis
de colesterol.

A hipoadiponectinemia plasmatica tem sido associada a obesidade, SM, diabetes
mellitus tipo 2, dislipidemia e hipertensdo arterial, sendo atribuida em grande parte a RI
(IWASHIMA e cols., 2004; KAZUMI e cols., 2004; WEYER e cols., 2001), ao processo
redox, a atividade do sistema nervoso simpatico (SNS), citocinas pré-inflamatorias e aumento
da lipdlise (KAMIGAKI e cols., 2006; KIM e cols., 2005; YAMAUCHI; KAMON; ITO,
2003). Ouchi e colaboradores (2011) mostraram que pacientes obesos e com diabetes tipo 2
apresentam aumento das vias inflamatorias e consequentemente reducdo nos niveis de
adiponectina.

A insulina é um polipeptideo e sua secrecdo é estimulada por substratos energéticos

metabolizaveis pelas células-B pancreaticas (HABER e cols., 2001). A insulina regula a



homeostase de glicose, reduz a producao hepética e promove diminuic¢éo da gliconeogénese e
glicogénese, aumentando a captacdo periférica de glicose, principalmente no TA e musculo
esquelético. Além de estimular a lipogénese no figado, nos adipdcitos e reduzir a lipdlise,
promove, ainda, aumento da sintese proteica (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).

A captacdo de glicose no TA, figado e muasculo esquelético se inicia com a sinalizacao
da insulina ao seu receptor (IR) especifico de membrana, uma proteina com atividade quinase
intrinseca, contendo duas subunidades alfa e duas subunidades beta. A ligacao da insulina a
subunidade o leva a atividade cinase da subunidade B, seguido pela autofosforilacao dos
residuos de tirosina da subunidade e um maior aumento na atividade cinase. A cinase do IR
fosforila os residuos de tirosina do IRS-1 (substrato do receptor de insulina 1) e IRS-2
(substrato do receptor de insulina 2). Quando os residuos de tirosina do IRS-1-2 sdo
fosforilados, os IRS se ligam a PI3K (fosfoinositideo 3-quinase), ativando-a. A PI3K converte
0 seu substrato, PIP2 (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato), no mensageiro lipidico PIP3
(fosfatidilinositol 3,4, 5 — trifosfato). O PIP3 entdo liga-se a Akt (proteina quinase B) e
permite que duas outras cinases phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1) e mTOR
complex 2 (mMTORC2) fosforile e ativem a Akt (FREITAS; CESCHINI; RAMALLO, 2014).
A Akt é uma importante efetora da resposta a insulina e seus substratos medeiam diretamente
muitos dos efeitos metabdlicos da insulina. O substrato da Akt, GSK-3 (glicogénio sintase-
quinase-3), que participa da regulacéo da sintese do glicogénio. A Akt, ativada pela insulina,
fosforila a GSK-3 no sitio inibitorio Ser9, levando a estimulacdo da sintese de glicogénio.
Entdo a insulina fosforila a GSK-3 e a inativa (GONZALEZ; MCGRAW, 2006).

A RI é um estado no qual os tecidos sensiveis a insulina (tecido adiposo, figado e
musculo esquelético) manifestam uma falha na resposta a niveis circulantes normais do
horménio insulina, gerando como mecanismo compensatério o aumento da producdo desta
pelas células-PB pancreaticas, o que resulta em hiperinsulinemia (DOMINICI e cols., 2014).
Defeitos da agdo da insulina nos tecidos-alvo levam ao aumento do processo inflamatério
crénico de baixa intensidade que esta presente na SM (VOLP e cols., 2008).

O processo inflamatério prejudica a hiperplasia e dificulta a agdo da insulina nos
adipdcitos durante o desenvolvimento da hipertrofia e hipdxia. Tal processo esta associado a
lipolise elevada e aumento da liberacdo de acidos graxos livres, levando a deposicdo de
gordura ectdpica em outros tecidos, como o figado (ARENDT e cols., 2013). O aumento das
concentragfes séricas das enzimas hepaticas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), consideradas marcadores de lesdo hepatica, tem sido evidenciado

como importante preditor para o desenvolvimento da SM (LEE e cols., 2007; XIA e cols.,



2011). O aumento da concentracdo sérica das enzimas citadas esta correlacionado com fatores
de risco cardiovascular, incluindo niveis séricos de TAG, colesterol total, niveis plasmaticos
de glicose e pressao arterial sistolica e diastolica (PESSOA e cols., 2015).

A hipertensdo arterial € causada pelo aumento da atividade do SNS, do sistema renina
angiotensina, da atividade do eixo hipofise-adrenal e da Rl que sdo alteragdes observadas na
SM (LOPES, 2005). As alteracdes inflamatdrias contribuem para a remodelacdo vascular,
crescimento celular, extravasamento de leucocitos, aumento do estresse oxidativo, producao
de citocinas, ativacdo de celulas imunes e pro-inflamatdrias que estdo envolvidas na
hipertensao arterial (ANDRADE; SANTOS; VILELA-MARTIN, 2014).

Os distarbios metabdlicos tém se mostrado um crescente problema de salde na
sociedade moderna, com a prevaléncia da SM atingindo proporcdes epidémicas (FERREIRA
LOPES BRENT EGAN; FERREIRA LOPES, 2006). Além do grande numero de jovens e
adultos que vém sendo diagnosticados com a SM, a quantidade de mulheres em idade
reprodutiva expostas a padrdes alimentares com predominio de dietas ricas em gorduras
chama atencdo para as possiveis consequéncias metabdlicas em relacdo as proximas geracoes
(FLEGAL e cols., 2012).

Considerando todo o exposto e visto que o consumo de dieta hiperlipidica pela mée no
periodo de acasalamento, gestacdo e lactacdo pode propiciar alteracdes metabodlicas e
desencadear doengcas como a SM na prole, o presente estudo visa avaliar os efeitos
cardiometabdlicos nas proles de ratas submetidas a dieta hiperlipidica, sobretudo no que diz

respeito as alteracGes ocorridas na resposta inflamatoria.



2. JUSTIFICATIVA

A gestacdo e o inicio da vida pos-natal sdo periodos de tempo criticos que podem
afetar o crescimento e o desenvolvimento da prole. A nutricdo materna tem sido descrita
como um fator determinante para a saude da prole, afetando diretamente a programacao fetal,
prejudicando o desenvolvimento de vérios Orgdos e tecidos, por determinar respostas
fisiologicas permanentes que levam ao desenvolvimento de doencas metabolicas na vida
adulta.

Contribuir para o tratamento e também para evitar os distarbios cardiovasculares e
metabdlicos, além de subsidiar a criacdo de estratégias preventivas e terapéuticas, reforcando
a necessidade de medidas para promocéo de praticas alimentares saudaveis durante o periodo
de gestacdo.

No presente estudo esperamos ampliar o entendimento acerca de como fatores
ambientais, especialmente a dieta H das genitoras somente no periodo de acasalamento,
gestacdo e lactacdo, pode afetar os parametros nutricionais da geragdo (F1), além de induzir
alteracdes no TAB, uma vez que essas mudancas nutricionais e metabolicas podem aumentar

o risco de inflamacé&o e predispor a prole a SM.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica materna na inducdo de distdrbios

cardiometabdlicos caracteristicos da sindrome metabdlica nas proles machos F1.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica ofertada as genitoras nas proles machos F1

macho sobre:

Pardmetros nutricionais (ingestdo alimentar, ingestdo calorica, ingestdo de agua e
eficiéncia alimentar);

Peso relativo do figado, tecido adiposo branco (inguinal, retroperitoneal, epididimal) e
tecido adiposo marrom;

Massa corporal, indice de Lee e indice de adiposidade;

Glicemia, niveis de insulina, HOMA — IR e HOMA — §;

Pressdo arterial média e frequéncia cardiaca;

Niveis de aspartato aminotransferase (AST) e de alanina aminotransferase (ALT);

Niveis plasmaticos de leptina, MCP-1 e de adiponectina.



4. MATERIAIS E METODOLOGIA

4.1. Animais

Com intuito de obter proles, foram utilizados machos e fémeas Fischer, todos com 90
dias de idade, para que pudessem ser acasalados. As proles machos foram utilizadas para
experimentacdo com 90 dias ap6s nascimento. Os animais permaneceram em gaiolas de
polipropileno (30 cm x 21 cm x 19 cm) com no maximo cinco animais e no ciclo claro-escuro
12h — 12h no Centro de Ciéncia Animal da UFOP (CCA/UFOP), com livre acesso a agua e a
dieta. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as Diretrizes de Etica em
Cuidados de Animais Experimentais. O projeto foi aprovado pelo comité de ética animal da

Universidade Federal de Ouro Preto com protocolo de n° 2016/49 (Anexo A).

4.2. Definigéo das Dietas

Apds os 90 dias de idade, durante o periodo de acasalamento, gestacdo e lactacdo, as
genitoras foram submetidos a dieta controle (C) AIN-93M ou a dieta hiperlipidica (H) do
fornecedor Pragsolucbes®, que contém 37% de banha de porco. A prole do presente estudo
recebeu apenas a dieta C ap6s o desmame. A composicdo das dietas estd descrita na tabela

abaixo:



Tabela 1 — Composicao das dieta (g/100g) AIN-93M e Hiperlipidica Pragsolucfes®

Ingredientes (g/Kg) AIN-93M Hiperlipidica
Amido de milho 620,70 -
Sacarose 100,00 -
Frutose - 34,2
Caseina 140,00 180,50
Leite condensado - 316,00
Oleo soja 40,00 -
Banha - 370,00
Fibra (celulose) 50,00 50,00
Farelo de trigo - -
Mix mineral (AIN-93G-MX)* - 35,00
Mix mineral (AIN-93M-MX)* 35,00 -
Mix vitaminico (AIN-93G-VX)* 10,00 10,00
DL- Metionina 1,80 3,00
Cloreto de colina 2,50 2,50
Macronutrientes (% Kcal)
Proteina 14,72 15,60
Carboidrato 75,82 15,92
Gordura 9,46 68,48
Saturada 15,20 28,09
Monoinsaturada 23,30 28,46
Poliinsaturada 60,00 8,87
Kcal/g 3,80 5,20
Kglg 15,91 21,77

Composigdo das dietas (g/100g) oferecidas aos animais. A porcentagem de Kcal foi calculada com base nas
calorias fornecidas pelos macronutrientes considerados individualmente, sendo: carboidratos 4 Kcal/g; proteinas
4 Kcallg; e lipidios 9 Kcal/g. A porcentagem de gorduras poliinsaturadas, monoinsaturadas e saturadas foi
calculada de acordo com a quantidade total de lipideos (g) fornecida em cada dieta.

4.3. Protocolo Experimental

Para o periodo de acasalamento (10 dias), uma fémea e um macho virgens (animais
GO/progenitoras), com 90 dias de idade, foram alocados em gaiolas de polipropileno e
divididos em grupos de animais que consumiram dieta H e outro grupo que consumiram dieta
C. Apos esse periodo, os machos foram retirados e as fémeas foram realocadas em gaiolas
individuais e continuaram a receber a dieta H ou C durante o periodo de gestacdo (21 dias) e
lactacdo (28 dias), atentando-se aos cuidados para evitar a consanguinidade entre 0s grupos.
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ApOs o0 nascimento, as ninhadas foram manipuladas de maneira que foram mantidos
até oito filhotes por genitora, a fim de garantir crescimento homogéneo daqueles. Logo apo6s o
término do periodo de lactacdo, dividiu-se a prole macho em dois grupos: um oriundo das
genitoras que receberam a dieta C, e outro proveniente de genitoras que receberam a dieta H.
Estes animais foram realocados em gaiolas coletivas (3 a 5 animais por gaiola) e receberam

dieta C até completar os 90 dias de idade.

Figura 1 — Delineamento experimental

‘ Dieta Hiperlipidica ‘ Dieta Controle

Acasalamento G0

1°dia 3°dia 13° dia 34° dia 62° dia 131° dia
HE 1

Gestagdo Amamentacéo |

Ratos Fischer IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII.

S0dias deidade 28dias | 62dias

& MachotFémea 1 21 dias
(GO) 1

Eutanasia
GO Macho

1
Eutanasia I
GO Fémea I
)
T

F]_ Eutandsia

Adaptado de BARBOSA e cols., 2019.

4.4. Definicdo dos Grupos

F1CM - Proles de machos descendentes de genitoras que ingeriram a dieta C e que,
apo6s desmame, consumiram a dieta C por 90 dias;

F1HM — Proles de machos descendentes de genitoras que ingeriram a dieta H e que,

apos desmame, consumiram a dieta C por 90 dias.

4.5. Avaliagdo dos Parametros Nutricionais

As informacdes a respeito da ingestdo alimentar (IA) e do consumo de &gua foram
coletadas a partir da afericdo do peso das dietas e medicdo do volume de agua restante
consumido em cada gaiola duas vezes por semana. Posteriormente, foi calculado o consumo
médio de dieta e de agua por animal. A ingestdo caldrica (IC) foi calculada através da
formula: 1A x Kcal fornecida por dieta. A eficiéncia alimentar (EA) foi calculada pela relagdo
da variacdo ponderal do animal (diferenca entre o peso final e o peso inicial) com a IC
(MARTINS e cols., 2015; OLIVEIRA JUNIOR e cols., 2013).
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4.6. Confeccéo de Canulas Vasculares

Cénulas foram confeccionadas com 4 cm (arterial) ou 2 cm (venosa) de tubos de
polietileno (PE 10), polimerizados por aquecimento a 17 cm de tubos de PE 50. O interior das
canulas foi preenchido com uma solucgéo salina (Nacl, 0,9%) e a extremidade livre de PE 50

foi fechada com um oclusor metalico.

4.7. Canulagdo e Isolamento de Artéria e Veia Femorais

Para registro dos parametros cardiovasculares, os animais foram anestesiados com
injecdo intraperitoneal de uma mistura de quetamina (80mg/Kg) com xilazina (7mg/Kg). Em
seguida, realizou-se uma pequena incisdo na pele, separando a musculatura para localizacao
do feixe vasculo-nervoso femoral. As canulas foram introduzidas na aorta abdominal, via
artéria femoral, e na veia cava inferior através da veia femoral, para administracdo de drogas.

Posteriormente, as mesmas foram amarradas junto ao feixe com fio cirdrgico.

4.8. Avaliacdo Direta da Pressdo Arterial Média

Finda as 48 horas de recuperacdo da cirurgia para implantacdo das canulas, foi injetada
na canula arterial 0,1 mL de uma solucdo de heparina em salina isoténica (1000 Ul/mL) (pela
extremidade do PE50 exteriorizada) para evitar a formacdo de coagulos durante o registro.

Os dados da PAM foram monitorados pelo transdutor de pressdo e pré-amplificados
por um pré-amplificador (BridgeAmp). Os dados analdgicos foram convertidos a variaveis
discretas por um conversor analdgico para digital (ADInstrumentsPtyLtd, Australia) e
registrados pelo software LabChart 7 for Windows e gravados em arquivos individuais para
cada animal. A amplitude (resolucdo espacial) da janela de digitalizagéo foi configurada para
20 mV e os dados foram digitalizadas com resolugéo temporal de 1ms (1000 Hz).

4.9. Avaliacao dos Parametros Biométricos

Durante o protocolo experimental, todos os animais foram pesados duas vezes por
semana. Ao final do experimento, foram realizadas as medidas do comprimento naso-anal
para céalculo do indice de Lee, indicado pela equac&o: [peso corporal (g)**/comprimento naso-
anal (cm) x 1000] (LEE, 1929; MORAES-SILVA e cols., 2013). Posteriormente, foi realizada
a eutanasia dos animais. Figado, tecido adiposo branco e marrom foram retirados e 0 peso
umido e relativo (g/100g de rato) avaliados. Para avaliacdo dos depositos corporais de gordura

em ratos, utilizou-se o indice de adiposidade, que engloba a massa dos depositos de gordura
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retroperitoneal, inguinal e epididimal a partir da formula: [massa absoluto (g) dos depdsitos
de gordura inguinal + retroperitoneal + epididimal) / massa do rato (g)] x100] (COX;
LAUGHTON; POWLEY, 1985; LEVIN, 1992).

4.10. Andlises Bioquimicas

Ap0s a eutanasia, foram coletadas amostras de sangue (2 a 3mL) dos ratos submetidos
ao jejum noturno (12 horas). Em seguida, essas amostras foram centrifugadas (8000 g; 4°C; 6
min) para a separacao do soro para dosagens dos niveis de glicose e atividade sérica de ALT e
AST. O plasma foi aliquotado e guardado a -80°C, para realizacdo das anélises bioquimicas
determinados por método colorimétrico utilizando kits comerciais individuais (Labtest, Lagoa
Santa — MG, Brasil), de acordo com as instruc6es do fabricante.

Os niveis de insulina, leptina, MCP-1 e adiponectina foram determinados pelo método
de imunoensaio do tipo Elisa sanduiche utilizando os kits. O principio desta dosagem e o

protocolo estdo descritos detalhadamente nos anexos B, C, D e E.

4.10.1. Calculo HOMA-IR e HOMA-5

Para célculo das varidveis que estimam a resisténcia a insulina, no presente estudo
foram utilizadas as seguintes formulas (MATTHEWS e cols., 1985):

HOMA-IR — Modelo de avaliacdo da homeostase da resisténcia a insulina:

HOMA IR=(1Jx GJ) /225

HOMA-B — Modelo de avaliacdo da homeostase da capacidade funcional das células

HOMA-B = (20 x 11) / (GJ — 3,5)
Onde:
IJ = insulina de jejum em um/L

GJ = glicemia de jejum em mmol/L

4.11. Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 6 for
Windows, (San Diego, CA, EUA). A normalidade dos dados foi verificada pelo teste Shapiro-
Wilk. A anélise de dados paramétricos foi realizada utilizando o teste t ndo pareado e os
dados foram apresentados como a média £ erro padrdo da meédia. A analise de dados nao
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paramétricos foi realizada pelo teste de Mann-Whitney e os dados foram apresentados como a
média + erro padrdo da média. O nivel de significancia foi previamente fixado em P<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Parametros Nutricionais

Os parametros nutricionais sdo relativos as proles machos (FIHM e F1CM) que
consumiram dieta C ap6s desmame até completar 90 dias de idade, oriundos de genitoras que
consumiram dieta H ou C durante o acasalamento, gestacao e lactagdo. Tais parametros foram
obtidos atraves da mensuracdo da ingesta alimentar, ingesta caldrica e ingesta de agua.

Conforme apresentado na tabela 2, os animais descendentes de genitoras que
consumiram dieta H (FLHM) apresentaram aumento (P<0,05) na ingestéo alimentar, ingestao
caldrica e ingestdo de agua e da eficiéncia alimentar comparado aos animais que consumiram
dieta C (FICM).

Tabela 2 — Pardmetros nutricionais das proles F1IM

Parametros F1CM FIHM
Ingestdo alimentar (g) 17+0,8 23 +0,4*
Ingestdo caldrica (kcal) 59+29 80 +1,3*
Ingestdo de agua (mL) 22+0,3 34+£0,7*
Eficiéncia alimentar (kcal/g) 0,60 £ 0,02 0,70 £ 0,01*
N 7 8

Parametros nutricionais das proles machos (FIHM e F1ICM) que consumiram dieta controle (C) apds desmame
até 90 dias de idade, oriundos de genitoras que consumiram dieta hiperlipidica (H) ou C. *P<0,05 comparado ao
grupo F1CM (teste t). Valores expressos como média + erro padrdo da média. Ingestdo alimentar (g) e ingestdo
de agua (mL) obtida através da média de consumo alimentar por grupo grupo por dia. Ingestdo caldrica (Kcal)
obtida através da formula: 1A x 3,5 Kcal. Eficiéncia alimentar (Kcal/g) obtida através da férmula: Variacéo da
massa corporal / ingestdo caldrica média. n= nimero de animais.

5.2. Pardmetros Biométricos

Com o objetivo de avaliar os parametros biometricos, foram mensuradas a massa
corporal, a massa relativa dos depdsitos de gordura inguinal, retroperitoneal, epididimal, do
TA marrom, da massa do figado, do indice de Lee e do indice de adiposidade, relativos as

proles machos (FIHM e F1ICM) que consumiram dieta C ap6s desmame até completar 90 dias
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de idade, oriundos de genitoras que consumiram dieta H ou C durante o acasalamento,
gestacéo e lactacéo.

Segundo apresentado na tabela 3, os animais provenientes de genitoras que
consumiram dieta H (FLIHM) tiveram aumento (P<0,05) da massa corporal, dos depositos de
gordura inguinal, retroperitoneal e epididimal, do TAM e do indice de adiposidade, quando
comparado aos animais provenientes de genitoras que consumiram dieta C (FICM). N&o

houve diferenca significativa no indice de Lee.

Tabela 3 — Parametros biométricos das proles F1M

Parametros F1CM F1IHM
Massa corporal (g) 287 £ 6,72 324 + 13,40*
Deposito de gordura inguinal (g/100g) 1,81 £ 0,07 2,37 £0,27*
Deposito de gordura retroperitoneal (g/100) 1,70 £ 0,10 2,50 +0,11*
Deposito de gordura epididimal (g/100) 1,50 £ 0,20 2,20 £ 0,20*
TA marrom (g/100) 0,11+ 0,011 0,15+ 0,011*
indice de Lee 0,30 £ 0,004 0,29 + 0,006
Adiposidade 5,04 £ 0,40 6,41 +£0,52*
N 4-7 5-8

Parametros biométricos das proles machos (FIHM e FICM) que consumiram dieta controle (C) ap6s desmame
até 90 dias de idade, oriundos de genitoras que consumiram dieta hiperlipidica (H) ou C. *P<0,05 comparado ao
grupo F1CM (teste t ou Mann-Whitney). Valores expressos como meédia + erro padrdo da média. Peso relativo
(9/100g da massa corporal do rato) de tecidos; calculo do indice de Lee [massa corporal (g)1/3 /comprimento
naso-anal (cm)x 1000]; célculo de adiposidade [Massa absoluta (g) dos depositos de gordura inguinal +
retroperitoneal + epididimal/ da massa corporal do rato (g) x 100]. n= nimero de animais. TA = tecido adiposo.

5.3. Avaliagdo da Resisténcia a Insulina

Para avaliagdo da resisténcia a insulina mensurou-se a glicemia, os niveis de insulina,
0 HOMA-IR e 0 HOMA-J relativos as proles machos (FIHM e FICM) provenientes de
genitoras que consumiram dieta H ou C durante o acasalamento, gestacdo e lactagéo e que
consumiram dieta C apds desmame até completar 90 dias de idade.

Conforme tabela 4, os ratos oriundos de genitoras que consumiram dieta H (FIHM)

apresentam aumento (P<0,05) da glicemia, dos niveis de insulina e do o0 HOMA - IR ¢
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diminuicdo do HOMA- B quando comparado aos animais provenientes de genitoras que

consumiram dieta C.

Tabela 4 — Avaliacdo da resisténcia a insulina das proles F1M

Parametros F1CM F1IHM
Glicemia (mg/dL) 113+5/4 139 + 2,4*
Insulina (ng/mL) 0,90 £ 0,09 1,51 +0,16*
HOMA- IR 383+19 57,0 £ 4,6*
HOMA- 316 + 16,4 259 + 15,9*
N 7 8

Avaliacdo da resisténcia a insulina das proles F1 machos (FLICM E F1HM) que consumiram dieta controle (C)
apos desmame até 90 dias de idade, oriundos de genitoras que consumiram dieta hiperlipidica (H) ou C. *P<0,05
comparados ao grupo F1CM (teste t ou Mann-Whitney). Valores expressos como média + erro padrdo da média.
Modelo de avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina (HOMA — IR) = insulina jejum (1J) x glicose jejum
(GJ)/22,5. Modelo de avaliagdo da homeostase da capacidade funcional das células f (HOMA B)= (20 x 1J)/ (GJ
X 3,5). n= ndmero de animais.

5.4. Marcadores inflamatorios

Para avaliacdo dos marcadores inflamatdrios, foram analisados, por meio de teste
soroldgico (ELISA), os niveis plasmaticos de leptina, de MCP-1 e de adiponectina relativos
aos animais oriundos de genitoras que consumiram dieta H ou C durante o acasalamento,
gestacdo e lactacdo e que consumiram dieta C ap6s desmame até completar 90 dias de idade.

Conforme apresentado na figura 2, os animais FIHM, provenientes de genitoras que
consumiram dieta H apresentaram aumento (P<0,05) nos niveis leptina (13,5+2,7; N=4) e
MCP-1 (36,5+1,5; N=6) em comparacdo aos animais FICM (4,4+1,1, N=5; 30,6+ 2,03, N=7,
respectivamente), oriundos de genitoras que consumiram dieta C. Ndo foram observados

valores significativos nos niveis e adiponectina (697,5 + 64,11 N=4; 623,9 + 114,7 N=4).
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Figura 2 - Marcadores inflamatérios das proles machos (FIHM e F1CM) leptina (ng/mL, n= 4,5; painel A),
MCP-1 (pg/mL, n=6,7; painel B) e adiponectina (pg/mL, n= 4,4; painel C) que consumiram dieta controle (C)
apos desmame até 90 dias de idade, oriundos de genitoras que consumiram dieta hiperlipidica (H) ou C. *P<0,05
comparado ao grupo F1ICM (teste t). Valores expressos como média + erro padrdo da média. n = nimero de
animais

5.5. Parametros Hepaticos

Para avaliacdo do dano hepatico, foram analisados os niveis de AST e 0s niveis de
ALT, relativos as proles machos oriundas de genitoras que consumiram dieta H ou C durante
acasalamento, gestacdo e lactacdo e que consumiram dieta C ap6s desmame até completar 90
dias de idade.

De acordo com a figura 3, os animais FIHM, oriundos de genitoras que consumiram
dieta H apresentaram aumento (P<0,05) nos niveis de AST (5,7 £ 0,8; N=7) e nos niveis de
ALT (7,6 = 1,3; N=8) comparado aos animais F1CM (3,5£0,6, N=8; 3,7+ 0,7, N=6,
respectivamente), provenientes de genitoras que consumiram dieta C. Ndo foi observada

diferenga significada em relacdo a massa do figado (9,4 £ 0,4 N=7; 10,7 £ 0,6 N=5).
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Figura 3 - Pardmetros hepaticos das proles machos (FICM E FIHM) de AST (U/mL, n= 6,8; painel B) e de
ALT (U/mL, n = 8,7; painel C) que consumiram dieta controle (C) ap6s desmame até 90 dias de idade, oriundos
de genitoras que consumiram a dieta hiperlipidica (H) ou C. *P<0,05 comparado aos grupos FICM (teste t).

5.6. Parametros Hemodinamicos

Com objetivo de avaliar os pardmetros hemodindmicos, foram aferidas a pressao
arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm), relativas as proles machos
(FIHM e F1CM) oriundas de genitoras que consumiram dieta H ou C durante o
acasalamento, gestacdo e lactacdo e que consumiram dieta C ap6s desmame até completar 90
dias de idade.

Conforme apresentado na figura 4, painel A, os animais F1IHM, oriundos de genitoras
que consumiram dieta H apresentaram aumento (P<0,05) na PAM (126,8 = 2,6; N=8)
comparado aos animais F1CM (103,0 £ 3,2; N=7), provenientes de genitoras que consumiram
dieta C. Nao foi observada diferenca significativa em relacdo a FC (400,3 + 0,6, N=7; 403,2 £
1,18 N=8).
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Figura 4 - Parametros hemodinamicos das proles machos (FICM e F1HM) pressdao arterial média (PAM,
mmHg, n=7,8; painel A) e frequéncia cardiaca (FC, bpm, n= 7,8; painel B) que consumiram dieta controle (C)
apos desmame até 90 dias de idade, oriundas de genitoras que consumiram dieta hiperlipidica (H) ou C (FICM).
*P<0,05 comparado ao grupo F1CM (teste t). Valores expressos como média + erro padrdo da média.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, as proles FIHM mesmo ingerindo dieta C, apresentaram aumento
dos niveis plasmaticos de leptina e um aumento na ingestao alimentar, sugerindo um disturbio
nos mecanismos de controle da saciedade, levando ao aumento no indice de adiposidade, na
massa corporal, nos niveis de plasmaticos de glicemia, de insulina, MCP-1, do ALT, do AST,
da PAM das proles FIHM.

Por outro lado, em um estudo anterior de nosso laboratério (BARBOSA e cols., 2019)
mostrou que a dieta H, a qual foi submetida a genitora no periodo de acasalamento, gestacao e
lactacdo, promoveu aumento dos niveis plasmaticos de leptina, diminuicdo da ingestdo
alimentar, sugerindo eficiéncia no controle do centro de saciedade. Entretanto, mesmo com a
diminuicdo da ingestdo alimentar, as genitoras apresentaram aumento do TAB, da pressao
arterial, dos triglicérides, dentre outros distarbios caracteristicos da SM.

Ainda no presente estudo, as proles F1IHM apresentaram aumento da ingestdo
alimentar, da ingestdo caldrica, da ingestdo de agua e da eficiéncia alimentar mesmo
consumindo dieta C durante 90 dias de idade. Nossos dados estdo de acordo com estudos em
que proles (85-95 dias de idade e 48 dias de idade) que consumiram dieta C oriundas de ratas
Sprague-Dawley, que consumiram dieta H contendo 60% de lipidios no periodo de quatro
semanas antes do acasalamento, no acasalamento, na gestacdo e na lactacdo (BILBO;
TSANG, 2010) e no periodo de gestacao e de lactacdo (KOJIMA; CATAVERO; RINAMAN,
2016), apresentaram aumento da ingestao caldrica e alteragcGes metabdlicas.

De acordo com os dados obtidos, as proles FIHM apresentaram aumento do indice de
adiposidade e da massa corporal. Nossos dados estdo de acordo com o0s estudos da literatura
gue mostraram que proles de ratas (Sprague e Dawley e camundongos ICR), que receberam
dieta H (42 a 62%) pelo periodo de (4,11 e 12 semanas) antes do acasalamento e durante o
acasalamento, gestacéo e lactagcdo — ou seja, teor de gordura e tempo da dieta muito maiores
em relacdo a nosso presente estudo —, apresentaram aumento da massa corporal e tolerancia a
glicose alterada (BARBOSA e cols., 2015; MASUYAMA e cols., 2016; DESAI e cols.,
2015).

Os dados do presente estudo mostram ainda que as proles FIHM apresentaram
aumento dos depositos de gordura (retroperitoneal, inguinal e epididimal) e do TAM. Estudos
anteriores do nosso laboratério (DE CASTRO e cols, 2013) mostraram que o0 consumo de

dieta H por ratos Fischer recém desmamados por um periodo de 13 semanas promoveu 0
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aumento do depoésito de gordura visceral, bem como induziu alteracbes metabolicas e
histoldgicas caracteristicas da SM humana. Nossos resultados sugerem que a dieta H materna
pode alterar a programacdo no ambiente intrauterino da prole F1IHM, promovendo o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, assim como outras alteracdes metabdlicas
associadas ao aumento do tecido adiposo visceral. Estudos de Liang e colaboradores (2016),
mostram que a dieta H materna com 60% de lipidios levou ao aumento do depoésito do TAB e
do TAM da prole pos desmame, sugerindo prejuizos na termogénese adaptativa do TAM.

Adicionalmente, no presente estudo observou-se aumento nos niveis plasmaticos de
glicose, insulina e leptina. Nossos dados estdo de acordo com estudos que avaliaram os efeitos
da dieta H materna em ratos Sprague-Dawley com 43% de lipidios sobre os pardmetros
metabolicos, apresentando aumento dos niveis plasmaticos de glicose e leptina (BARRAND e
cols., 2017). Bezpalko e colaboradores (2015) avaliaram os efeitos da dieta H em ratas
durante a gestacdo com 45% de gordura, da dieta hiperglicidica (30% sacarose) e da dieta
hipercalorica (combinagdo dessas dietas ofertadas), observando o aumento dos niveis séricos
de leptina, além do aumento da massa corporal e da massa do figado das proles que
consumiram dieta C. E, ainda, que ratos Sprague-Dawley alimentados com dieta C, que foram
amamentados por genitoras que consumiram dieta H, com 60% de lipideos durante a gestacao
e lactacdo, apresentaram resisténcia a leptina e isso pode ser a razdo pela qual essas proles
aumentaram a ingestéo alimentar e apresentaram maior massa corporal (SUN e cols., 2012).
Dados da literatura demostram que a dieta materna com 62% de lipideos durante a gestacéo e
lactacdo ofertada a camundongos C57/BL6J foi capaz de promover um quadro de intolerancia
a glicose e resisténcia a insulina na prole adulta que consumiu dieta C (YOKOMIZO e cols.,
2014). Assim, podemos sugerir a participacdo da leptina no aumento da atividade simpética e
inibicdo do centro de saciedade.

Estudos mostram que a leptina promove a formacdo de circuitos neurais durante o
periodo neonatal, os quais controlam a ingestdo de alimentos e a adiposidade durante o
crescimento (BOURET; SIMERLY, 2006). Reynolds e colaboradores (2010) mostraram que
a alimentacdo hiperlipidica durante o desenvolvimento resulta em mudancas permanentes no
controle do apetite e funcionamento neuroenddcrino e do metabolismo energético do feto,
bem como aumenta o risco de obesidade e doencas associadas na vida adulta.

Foi observado também, no presente estudo, que a prole de machos FIHM apresentou
aumento nos niveis de MCP-1. Em um estudo que avaliou o efeito da dieta H materna com
60% de lipidios, desde 8 semanas antes do acasalamento até a lactacdo, observou-se aumento

significativo nos niveis de leptina e MCP-1 na prole (LIMA e cols., 2019). Os macrofagos séo

22



importantes estimuladores da producdo de proteinas inflamatdrias agudas, que contribuem
com a manutencao do estado sistémico de inflamacgdo e RI (SPONTON, 2016). Além disso, a
MCP-1 envolvidas nas primeiras fases da resposta inflamatdria que culmina em aterosclerose
(CORREA-CAMACHO; DIAS-MELICIO; SOARES, 2007).

Ademais, o0 presente estudo mostrou que prole de machos F1IHM apresentaram
aumento das enzimas hepaticas ALT e AST quando comparado aos seus respectivos
controles. Entretanto, estudo de Bouanane e colaboradores (2010) mostrou que 0 consumo
materno de dieta H com 42% de lipidios, durante a gestacdo e lactacdo, promoveu alteracéo
da fungdo do figado sem promover alteracGes nas enzimas hepaticas na prole de ratos obesos,
indicando que a dieta ndo causou danos nos hepatdcitos na prole de ratos Wistar que
consumiram dieta C. Isso se deu provavelmente devido ao contetdo da dieta materna que no
nosso estudo foi de 68% de lipidios e 37% de banha.

Nossos dados hemodinamicos estdo de acordo com estudos de Roza (2016), que
avaliou o efeito da dieta H com 60% de lipidios, durante oito semanas antes do acasalamento,
no acasalamento, gestacdo e lactacdo em ratos Wistar com 16 semanas de idade que
consumiram dieta C. Observou-se aumento da PAM, sugerindo que o quadro de hiperglicemia
e hiperinsulinemia podem causar excitacdo simpatica, contribuindo para o aumento PAM na
prole.

No presente estudo ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis
plasmaticos de adiponectina na prole F1HM. Diferentemente do que demonstraram
Gregoraszczuk e colaboradores (2016), que ao avaliarem os efeitos dieta H com 30% de
gordura ofertada a ratas durante a gestacao e a lactacao, obtiveram como resultado um quadro
de hipoadiponectinemia na prole fémea de ratas Wistar ap6s a lactacdo. Tal resultado

provavelmente se deve ao fato das proles terem consumido apenas o leite materno.
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7. CONCLUSAO

Em conjunto, nossos dados mostraram que proles F1IHM, oriundos de genitoras que
consumiram dieta H somente no periodo de acasalamento, gestacdo e lactacéo, apresentaram
disturbios cardiometabdlicos, provavelmente devido a alteracfes no centro da saciedade, em
decorréncia do aumento nos niveis de leptina plasmética que favoreceu o aumento da ingestao
de dieta C e consequentemente levou a expansdo do TA, aumento da PAM, de marcadores

inflamatdrios e do quadro de RI.
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9. ANEXOS

ANEXO A — Documento de Aprovacéo do Projeto pelo Comité de Etica Animal da
Universidade Federal de Ouro Preto

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Camgam Universitdne - Moes do Cnoses - 1ICES-I See 29
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Foom (29 35501988 Feax (37) 35501570
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CERTICADO

Cenficamos Que © Protocoio 00 Proje’o com uso de animais N 2014/4Y,
intvicgo “Belfos do exposicdo de rafas & diela hiperipidica e hipercaldrica
dwante a gestacdo e amameniagdo sobve pardmefiros hemodindmicos da prole na
vidao adua.”. gue tem como responsavel o/a Prof{a). Dr{a). Andréia Carvalho
Alzamora, foi aprovaco pela Comissdo ae £rca no Uso de Animais oa UFOP
- CEUA/UFOP, ae OCOorao com 1abeia abaxo:

Dados dos Animais Aprovados
[specie tnhogem N de Amimals Idode Sexo Procedencio
[ Fishar 3N 12 secocas Macho & CCA

Restrigdo de dieta: ( x ) sim [ ) ndeo
Especlicar o detx

Este Cerfficado expira em: 11/01/2021

Ovuro Preto, 12 ae DezembDro o 2016

Frof.® Dr ® Lenice Kappes Becker
Coordenaodora da CEUA/UFOP
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ANEXO B - Protocolo KIT ULTRA SENSITIVE RAT INSULIN ELISA — INSULINA

1) Pré-aqueca todos os reagentes a temperatura ambiente antes da realiza¢do do ensaio

2) Diluir o 10X Wash Buffer concentrado 10 vezes misturando todo o conteddo de cada
frasco de Wash Buffer com 450 mL de agua deionizada (diluir ambos os frascos com 900 mL
de agua deionizada).

3) Remova 0 numero necessario de tiras da Microtiter Assay Plate. As tiras ndo utilizadas
devem ser fechadas novamente na embalagem de aluminio e armazenadas a 2-8 °C. Montar as
tiras em um suporte de placa e lavar cada pogo 3 vezes com 300 pL de diluted Wash Buffer
por lavagem. Descarte 0 Wash Buffer e remova a quantidade residual de todos os pogos,
invertendo a placa e batendo-a levemente em toalhas absorventes varias vezes. N@o deixe 0s
pocos secarem antes de prosseguir para o proximo passo.

4) Adicione 10 pL. de Assay Buffer aos pogos NSB (branco) e a cada um dos pogos de
amostra. Consulte a Secdo IX para orientacao de utilizagdo dos pocos.

5) Se as amostras a serem utilizadas forem soro ou plasma, adicione 10 puL. de Matrix Solution
aos pocos NSB, Standard e Control (Opcdo A). Se as amostras estiverem livres de
componentes do soro, adicione, em vez disso, 10 pL de Assay Buffer (Opgao B).

6) Adicione em duplicata 10 uL de Rat Insulin Standards na ordem de concentracdo crescente
aos pocos apropriados.

7) Adicione 10 pL de QC1 e 10 pL de QC2 aos pogos apropriados.

8) Adicione em duplicata 10 uL. das amostras desconhecidas aoS pogos restantes.

9) Adicione 80 pL de Detection Antibody a todos os pogos. Para o melhor resultado, todas as
adicdes devem ser concluidas dentro de uma hora. Cubra a placa com plate sealer e incube a
temperatura ambiente durante 2 horas em um orbital microtiter plate shaker configurado para
rodar a uma velocidade moderada, cerca de 400 a 500 rpm.

10) Remova o plate sealer e as solugdes de decantacdo da placa por inversdo. Bata levemente
como antes para remover as solucdes residuais no poco.

11) Lavar os pocos 3 vezes com diluted Wash Buffer, 300 uL por pogo por lavagem.
Descartar e bater levemente depois de cada lavagem para remover o tampao residual.

12) Adicione 100 pL de Enzyme Solution a cada poc¢o. Cubra a placa com o sealer e incuba
com agitacdo moderada a temperatura ambiente durante 30 minutos no plate shaker.

13) Remova o sealer, descarte as solugdes da placa por inverséo e bata levemente a placa em

toalha absorvente para remover o liquido residual.
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14) Lave os pocos 6 vezes com diluted Wash Buffer, 300 uL por pogo por lavagem. Descarte
e bata levemente depois de cada lavagem para remover o tampéo residual.

15) Adicione 100 pL de Substrate Solution a cada pogo, cubra a placa com o sealer e agite no
plate shaker durante aproximadamente 5 a 20 minutos. A cor azul deve ser formada em pocos
de Insulin Standards com intensidade proporcional ao aumento das concentragdes de insulina.
Substrate Solution sensivel & luz evite a exposicao a luz cobrindo a placa com papel aluminio.
NOTA: Lembre-se de que a cor pode desenvolver-se mais rapidamente ou mais lentamente do
que o tempo de incubacdo recomendado, dependendo da temperatura ambiente local. Por
favor, monitore visualmente o desenvolvimento da cor para otimizar o tempo de incubag&o.
Pode-se medir o desenvolvimento da cor usando o filtro de 370 nm, se disponivel no
espectrofotbmetro. Quando a absorbancia é entre 1,2 e 1,8 a 370 nm, a Stop Solution pode ser
adicionada para terminar o desenvolvimento da cor.

16) Remova o sealer e adicione 100 pL de Stop Solution [CUIDADO: SOLUCAO
CORROSIVA] e agite a placa manualmente para assegurar uma mistura completa da solucéo
em todos os pocos. A cor azul deve se transformar em amarelo apds a acidificacdo. Leia a
absorbancia a 450 nm e 590 nm em um leitor de placas dentro de 5 minutos e assegure-se de

que ndo ha bolhas de ar em qualquer poco. Registre a diferenca de unidades de absorbancia.
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ANEXO C - Protocolo KIT ELISA RAT EMD MILIPORE® - LEPTINA

1) Pré-aqueca todos os reagentes a temperatura ambiente imediatamente antes de realizar o
ensaio.

2) Diluir o 10X Wash Buffer concentrado 10 vezes misturando todo o contetudo de cada
frasco de Wash Buffer com 450 mL de agua deionizada (diluir ambos os frascos com 900 mL
de &gua deionizada).

3) Remova 0 numero necessario de tiras da Microtiter Assay Plate. As tiras ndo utilizadas
devem ser fechadas novamente na embalagem de aluminio e armazenadas a 2-8 °C. Montar as
tiras em um suporte de placa e lavar cada pogo 3 vezes com 300 pL de diluted Wash Buffer
por lavagem. Descarte 0 Wash Buffer e remova a quantidade residual de todos os pogos,
invertendo a placa e batendo-a levemente em toalhas absorventes varias vezes. N@o deixe 0s
pOcos secarem antes de prosseguir para 0 proximo passo.

4) Adicione 30 puL. de Assay Buffer aos pogos NSB (branco) e a cada um dos pogos de
amostra. Adicione 40 uL de Assay Buffer nos pogos das amostras. Consulte a Secdo IX para
orientacdo de utilizacdo dos pocos.

5) Se as amostras a serem utilizadas forem soro ou plasma, adicione 10 uL. de Matrix Solution
aos pogos NSB, Standard e Control (Opcdo A). Se as amostras estiverem livres de
componentes do soro, adicione, em vez disso, 10 uL. de Assay Buffer (Op¢ao B).

6) Adicione em duplicata 10 pL de Rat leptin Standards na ordem de concentragédo crescente
aos pocos apropriados.

7) Adicione 10 pL. de QC1 e 10 pL de QC2 aos pogos apropriados.

8) Adicione em duplicata 10 uL. das amostras desconhecidas aos pogos restantes.

9) Adicione 50 pL de Detection Antibody a todos os pogos. Para o melhor resultado, todas as
adicdes devem ser concluidas dentro de uma hora. Cubra a placa com plate sealer e incube a
temperatura ambiente durante 2 horas em um orbital microtiter plate shaker configurado para
rodar a uma velocidade moderada, cerca de 400 a 500 rpm. 80.
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ANEXO D - Protocolo KIT ELISA RAT EMD MILIPORE® - MCP-1

PREPARACAO DE REAGENTES

Colocar todos os reagentes a temperatura ambiente antes do uso.

Mouse/Rat MCP-1 Control - Reconstitua com 1,0 mL de agua deionizada ou destilada.

Wash Buffer - Se cristais se formarem no concentrado, aqueca até a temperatura ambiente e
misture suavemente até que os cristais estejam completamente dissolvidos. Para preparar o
tampdo de lavagem suficiente para uma placa adicione 20 mL de tampdo de lavagem
concentrado a 4gua deionizada ou destilada para preparar 500 mL de tampéo de lavagem.
Substrate Solution — Os reagentes de cor A e B devem ser misturados em volumes iguais
imediatamente antes do uso. Proteger da luz. 100 pL da mistura resultante ¢ necessaria por
pOCoO.

Mouse/Rat MCP-1 Standard - Consulte o rétulo do frasco para obter o volume de
reconstituicdo. Reconstitua o Padrdo de MCP-1 com Diluente de Calibrador RD5-3. Né&o
substitua outros diluentes. Esta reconstituicdo produz uma solucéo estoque de 1000 pg/mL.
Apds misturar o padrdo, aguardar no minimo 5 minutos antes de fazer as diluicdes. Pipete 200
pL de Diluente de Calibrador RD5-3 em cada tubo. Use a solugéo de estoque para produzir
uma série de diluicdo de 2 vezes. Misture cada tubo completamente antes da proxima
transferéncia. O padrdo ndo diluido serve como o padrdo mais concentrado (1000 pg/mL). O
Diluente de Calibrador RD5-3 serve como padrao zero (0 pg/mL).

PROCEDIMENTO DE ENSAIO

Trazer todos 0s reagentes e amostras para a temperatura ambiente antes de usar. E
recomendado que todas as amostras, padrdes e controle devem ser ensaiados em duplicata.

1. Prepare todos os reagentes, padrdes de trabalho e amostras conforme indicado nas secdes
anteriores.

2. Remova as tiras em excesso da estrutura da placa e devolva-as a bolsa contendo o pacote
dessecante e feche novamente.

3. Adicione 50 pL de Diluente de Ensaio RD1W a cada pogo.

4. Adicione 50 pl de Padrao, Controle ou amostra por poco. Misture batendo suavemente a
placa quadro por 1 minuto. Cubra com a fita adesiva fornecida. Incubar por 2 horas em
temperatura ambiente. Um layout de placa é fornecido para registrar padrdes e amostras
analisadas.

5. Aspirar cada poco e lavar, repetindo o processo quatro vezes para um total de cinco

lavagens. Lave preenchendo cada pogo com Tampao de Lavagem (400 pL) usando uma
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pisseta, coletor dispensador ou lavadora de placa. A remogdo completa do liquido a cada
passo é essencial para um bom desempenho. Apés a Ultima lavagem, retire 0 Tampédo de
Lavagem restante, aspirando ou por decantacdo. Inverta a placa e limpe-a com toalhas de
papel limpas.

6. Adicione 100 ul de Conjugado MCP-1 a cada pogo. Cubra com uma nova fita adesiva.
Incube por 2 horas & temperatura ambiente.

7. Repita a aspiracdo / lavagem como no passo 5.

8. Adicione 100 pL de solugcdo de substrato a cada pogo. Incubar por 30 minutos em
temperatura ambiente. Proteger da luz.

9. Adicione 100 pL de Solu¢do de Parada em cada pogo. Bata suavemente na placa para
garantir a mistura completa.

10. Determine a densidade Optica de cada poco dentro de 30 minutos, usando um leitor de
microplacas definido para 450 nm. Se a correcdo do comprimento de onda estiver disponivel,
ajuste para 540 nm ou 570 nm. Se a correcdo do comprimento de onda ndo estiver disponivel,
subtraia as leituras a 540 nm ou 570 nm das leituras em 450 nm. Esta subtracdo corrigira as
imperfeicdes Opticas na placa. Leituras feitas diretamente a 450 nm sem correcdo podem ser

maiores e menos precisas.
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