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RESUMO

OLIVEIRA, Selma Farias de. Avaliacdo do consumo materno de dieta hiperlipidica
sobre parametros hemodindmicos do equilibrio hidromineral e do reservatoério de sédio
na pele da prole adulta de ratos. 2020. 84 p. Tese. Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude, Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2020.

Uma alimentacdo materna inadequada esta relacionada ao desenvolvimento de doengas
e problemas de saide, como obesidade e sobrepeso, doencas cardiovasculares e podem
causar programacdo metabdlica em sua descendéncia. Nosso grupo de pesquisa
demonstrou anteriormente que o consumo materno de dieta hiperlipidica promoveu
aumento da adiposidade e hiperleptinemia na prole de ratas ao desmame, além de
prejuizo na funcdo sistolica aos 30 dias de idade. Este estudo teve como objetivo
investigar o efeito do consumo matermo de dieta hiperlipidica sobre a pressdo arterial
de ratos adultos e o possivel envolvimento do ion sédio neste processo. Para isso, ratas
Wistar receberam dieta controle isocalérica (9% lipideos, grupo C) ou hiperlipidica
isocalorica (29% lipideos, grupo DH) durante 8 semanas antes do acasalamento, e
durante a gestacgdo e lactacdo. As progenitoras C e DH deram origem as proles controle
(C) e hiperlipidica (DH), respectivamente. Ap6s o desmame, parte da prole foi
eutanasiada e o restante aos 180 dias de idade. No desmame foram avaliados: peso
corporal, hipertrofia cardiaca, peso dos rins e tecidos adiposos brancos, concentracdo de
sodio no sangue e pele e aos 180 dias foram avaliados: peso corporal, ingestdo alimentar
e hidrica, peso dos rins e cora¢do, tecidos adiposos brancos, concentracdo de sédio no
sangue, urina e pele e a pressdo arterial. Na urina além do volume urinério foram
analisados creatinina, K*, CI', Ca*2. Ao desmame a prole DH apresentou maior massa
corporal, hipertrofia cardiaca, e apenas nos machos houve aumento de peso seco da pele
e o conteldo total de &gua da pele foi reduzido, assim como o sddio relativo da pele.
Aos 180 dias de idade, ndo houve variacdo, entre as proles, da massa corporal, tecidos
adiposos brancos, ingestdo alimentar e hidrica, peso dos rins assim como na avaliacdo
indireta de hipertrofia cardiaca. Os machos DH apresentaram pressao sistolica maior em
relacdo aos machos C assim como aumento do sddio plasmatico, ndo havendo alteracao
do sodio urinario entre os grupos, nas analises bioquimicas somente no machos DH foi
observado diminuicdo do eletrolito CI". O conteudo total de agua da pele foi reduzido
nos machos DH. Nenhuma dessas alteracbes foi detectada nas fémeas. Quando
avaliamos as concentragdes de sodio nas amostras de urina e epitélio, ndo houve
diferenca. Nossos resultados demonstram que o consumo materno de dieta hiperlipidica
promove aumento na concentragdo plasmatica de sodio e da pressao sistélica na prole
adulta de modo sexo-especifico. Esses eventos podem estar relacionados com o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares, como a hipertensao.

Palavras-chaves:  Dieta  hiperlipidica. ~ Programacdo  metabdlica.  Doencas
cardiovasculares
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ABSTRACT
OLIVEIRA, Selma Farias de. Evaluation of maternal consumption of a high-fat diet on

hemodynamic parameters, hydromineral balance and skin sodium reservoir in the
offspring of adult rats. 2020. 84 p. Thesis. Institute of Biological and Health Sciences,
Graduate Program in Physiological Sciences, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropeédica, RJ. 2020.

Inadequate maternal nutrition is related to the development of diseases and health
problems, such as obesity and overweight, cardiovascular diseases and can cause
metabolic programming in your offspring. Our research group previously demonstrated
that maternal consumption of a high-fat diet promoted an increase in body mass,
adiposity, hyperleptinemia in the offspring of rats at weaning, in addition to impaired
systolic function at 30 days of age. This study aimed to investigate the effect of
maternal consumption of a high-fat diet on the blood pressure of adult rats and the
possible involvement of sodium ion in this process. For this, Wistar rats received a
control diet (9% lipids, group C) or high-fat diet (29% lipids, group HFD) for 8 weeks
before mating, and during pregnancy and lactation. The progenitors C and HF gave rise
to the control isocaloric (C) and hyperlipidic isocaloric (HFD) offspring, respectively.
After weaning, part of the offspring was euthanized and the rest at 180 days of age. At
weaning were evaluated: body weight, cardiac hypertrophy, weight of kidneys and
white adipose tissues, sodium concentration in blood and skin and at 180 days were
evaluated: body weight, food and water intake, kidney weight, indirect assessment of
cardiac hypertrophy, white adipose tissues, sodium concentration in the blood, urine and
skin and blood pressure. In urine in addition to urinary volume, creatinine, Na*, K*, CI,
normalized were also analyzed. body weight, urine volume and water intake were
measured and urine samples were collected. Upon weaning, the offspring showed
greater body mass, cardiac hypertrophy, increased dry skin weight and total skin water
content was reduced, as well as the relative sodium of the skin. At 180 days of age,
there was no variation in body mass, white adipose tissue, water and food intake, kidney
weight as well as in the indirect assessment of cardiac hypertrophy. The HFD males
showed higher systolic pressure compared to the C males as well as an increase in
plasma sodium, with no change in urinary sodium between the groups, in biochemical
analyzes only in the HFD males a decrease in the CI” electrolyte was observed. The total
water content of the skin was reduced in HFD males. None of these changes were
detected in the females of the groups. When assessing sodium concentrations in urine
and epithelial samples, there was no difference. Our results demonstrate that maternal
consumption of a high-fat diet promotes an increase in plasma sodium concentration
and systolic pressure in adult offspring in a sex-specific way. These events may be
related to the development of cardiovascular diseases, such as hypertension.

Keywords: High fat diet, Metabolic programming. Cardiovascular diseases.
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1 INTRODUCAO

O comportamento alimentar, conjunto de acGes relacionadas ao alimento, que
envolve desde a escolha até a ingestdo, € um ato complexo que é influenciado por
maltiplos aspectos tais como o estado fisioldgico do individuo, fatores hed6nicos e no
caso dos humanos, até fatores culturais e filoséficos (GAILLARD et al., 2008).
Atualmente, os lipideos compdem aproximadamente 40% das calorias ingeridas nas
dietas dos paises ocidentais, enquanto que as recomendagdes nutricionais variam de 5 a
10% (GAILLARD et al., 2008; TSO, 2004). Assim, 0 excesso de ingestdo lipidica

contribui para 0 aumento no numero de individuos com alteracdes metabolicas.

Dados obtidos de investigacbes com animais atraves de comparacOes entre
diferentes modelos de inducdo de obesidade, indicaram que a superalimentacdo ou
desnutricdo materna e a superalimentacao neonatal tendencionam a ninhada a obesidade
tendo potencial para o prosseguimento a vida adulta, sendo acompanhada de
comorbidades, como doencas cardiovasculares. Tanto a superalimentacdo quanto a
subnutricdo materna podem, através de mecanismos epigenéticos, causar alteracdes
metabolicas e fisiologicas (WHITE; PURPERA; MORRISON, 2009). Em modelo
animal, um estudo avaliou se o consumo materno de dieta hipercalérica promove
alteracGes metabolicas nos filhotes, e observou mudancas na satde da prole, tais como
aumento na taxa de obesidade e percentual de gordura, causando intolerancia a glicose,
aumento da proliferacdo de adipdcitos e lipogénese, riscos de doencas cardiovasculares,
diminuicdo da funcdo de células beta pancreaticas e aumento do consumo alimentar
(STANFORD et al., 2015)

Atualmente, a maioria da populacdo mundial vive em paises em que a obesidade
e as alteracbes metabdlicas causam mais mortes do que a subnutricdo (World Health
Organization, WHO, 2015). Paises menos industrializados, 0s quais anteriormente
apresentavam sérios problemas relacionados a subnutricdo, tém evidenciado uma
transicdo demografica do nanismo para a obesidade de criancas e adultos (GUPTA et al
2013). Diante de tais fatos, o assunto tem sido cada vez mais estudado. Estes estudos
tentam elucidar os mecanismos pelos quais o alto consumo lipidico pode levar ao
desenvolvimento de alteragdes metabdlicas e obesidade, a consequéncia dessa doenca e
a busca por formas de evita-la e tratamentos eficazes. Tanto os fatores genéticos quanto

nutricionais podem atuar como gatilho para o surgimento das disfungdes fisiologicas,



rompendo a homeostasia orgénica e desencadeando distdrbios metabdlicos

principalmente quando consorciados ao sedentarismo (HURT et al., 2011)

1.1 Programagdo metabolica e o desenvolvimento de alterac@es fisiologicas

A programacdo metabdlica é definida como sendo um processo no qual um
insulto, seja ele de origem hormonal, ambiental ou nutricional, ocorrido em periodos
criticos do desenvolvimento (gestacdo e lactacdo) pode resultar em distdrbios
permanentes na prole (LUCAS, 1994). Estes disturbios envolvem tecidos e sistemas,
como o sistema simpatoadrenal, cardiovascular, adiposo, renal, epitelial, ndcleos
hipotalamicos, entre outros; os quais mostram alterages no metabolismo energético
(ANDREAZZI, et al., 2011; YAMADA-OBARA ET AL., 2016)

Estudos demonstram que o peso no momento do nascimento bem como o tipo de
dieta consumida pela mde tem relacdo direta com surgimento de doencas
cardiovasculares, hipertensdo e desenvolvimento de diabetes tipo 2 (VASUDEVAN;
RENFREW; MCGUIRE, 2011 BARKER, 1998). Muitas criancas sdo expostas a ma
nutricdo alimentar ja na fase gestacional. A projecdo é que, em 2025, cerca de 2,3
milhGes de adultos estejam com sobrepeso, sendo 700 milhdes com obesidade (WHO
2018), a proporcdo de mulheres com sobrepeso acima de 18 anos (24,4%) ficou acima
da dos homens (16,8%). Os riscos envolvem desde o aumento da propensdo a
desenvolver alteragdes metabolicas (BARKER, 2002; POSTON, 2012; SAMUELSSON
et al., 2008), do sistema imune e neuropsicomotor (LUCAS et al., 1990). Insultos que
ocorrem em fases cruciais do desenvolvimento neuronal (gestacdo, lactacdo, infancia e
adolescéncia) tendem a produzir alteracBes persistentes (LUCAS, 1994). Um estudo
realizado por Lucas em 1994, investigou se o leite materno humano influenciaria,
posteriormente, o desenvolvimento psicomotor e mental em bebes pré termo, tendo
como parametro uma formulacdo suplementar. As alteracdes foram relacionadas com o
surgimento de doencas na fase adulta como diabetes e doencas cardiovasculares por
exemplo, fundamentando o termo DOHaD (Developmental origin health and disease)
(WINCUP et al., 2008; BARKER, 1998). Esse conceito tem refor¢co em outros estudos,
com a denominagdo de impressdo metabolica, que se integra por modificacdo
permanente de uma determinada fun¢do, como consequéncia da alteracdo, ocorrida em

periodo critico do desenvolvimento (LEVIN, et al., 2000).



A programacdo metabolica tem despertado grande interesse da comunidade
académica desde que observagdes epidemioldgicas revelaram que a manifestacdo de
algumas doengas ndo transmissiveis (diabetes mellitos tipo 2, doencas cardiovasculares,
cancer, doenca respiratoria cronica e doenca renal) na vida adulta podem ter sido
desencadeadas por condi¢cfes adversas no ambiente intrauterino (KIANI & NIELSEN,
2011). H& quase trés décadas, HALES e BARKER (1992) ja investigavam a relagédo
entre o deficit no crescimento fetal e infantil e o risco de prejuizo na tolerancia a glicose
e desenvolvimento de doencgas como diabetes mellitos tipo 2 e doencas cardiovasculares
na vida adulta. De acordo com suas investigacdes Hales e Barker (1992) propuseram a
“hipotese do fenodtipo econdomico”, a qual sugere que o desenvolvimento fetal em um
ambiente intrauterino com disponibilidade insuficiente de nutrientes faz com que o feto
seja programado para “poupar” nutrientes, tornando-se um organismo “econdmico”
mesmo que a disponibilidade de nutrientes seja abundante ao longo da vida deste
individuo. Essas alteracdes poderiam ser validas para a sobrevivéncia em um ambiente
cuja disponibilidade de nutrientes é deficitaria, mas pode desencadear doencas se 0
ambiente nutricional p6s-natal ndo for compativel com as condices da vida perinatal.
Portanto, a hipotese sugere que a nutricdo (fetal ou infantil) insuficiente, principalmente
através da nutricdo materna inadequada, pode agir como um estresse que desencadeia
um processo de programacdo metabolica suprimindo o crescimento fetal (KIANI &
NIELSEN, 2011).

Ng e colaboradores (2010) relataram que as ratas de progenitoras alimentadas
com dieta hiperlipidica possuem alteracbes na fungdo das células B-pancredticas. O
namero de estudos sobre a importancia da alimentacdo materna para o filhote tem
crescido, sugerindo que essa influéncia pode ser exercida através de cuidados diretos,
como, por exemplo, lamber a cria, ou pela transmissdo epigenética de efeitos no
ambiente intrauterino, entre 0s quais estdo variacbes na nutricdo, estresse e toxinas
(BRAUN et al., 2014).

O aleitamento materno representa uma das experiéncias nutricionais mais
precoces do recém-nascido, dando continuidade a nutricdo iniciada na vida intrauterina.
A composicdo nutricional do leite materno difere qualitativa e quantitativamente das
formulas infantis (HIRAI et al., 2002). Além disso, varios fatores bioativos estdo
presentes no leite humano, entre eles horménios e fatores de crescimento que vao atuar

sobre a diferenciacdo, o0 crescimento e a maturacdo de Orgdos especificos, afetando
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varios aspectos do desenvolvimento (WAGNER et al., 2002; HAMOSH et al., 2001).
Wagner e colaboradores em 2002 chamaram a atencdo para o fato de que o liquido
amniodtico e o leite materno compartilham caracteristicas, como a bioatividade de
proteinas como o PSA (Antigeno prostatico especifico ou P30) com diversas funcbes
fisioldgicas, como o papel de biomarcador, por exemplo, para uma gama de tumores, e
enfatizam o conceito de continuidade entre o crescimento intra e extrauterino, uma vez
que se o crescimento fetal for deficiente, ird gerar consequéncias, tal como baixo peso

a0 nascer e aumento da mortalidade.

Hirai et al. 2002, demonstraram a importancia de determinados fatores de
crescimento presentes tanto no liquido amnio6tico (como a oferta de nutrientes e a
transferéncia de substratos) quanto no leite materno (como nutricdo e a influéncia
hormonal) que séo significativos para o processo de adaptacdo gastrointestinal perinatal.
Para tal, testou o liquido amnidtico, o leite materno e varios fatores contidos nesses
fluidos em uma linha de ceélulas do intestino delgado fetal humano frente a
diferenciagdo e crescimento celular, verificando que os mesmos intensificam essas
respostas. A composi¢do singular do leite materno que contém lipideos, proteinas,
carboidratos, vitaminas, minerais, substancias imunocompetentes (imunoglobulina A,
enzimas, interferon), além de fatores troficos ou moduladores de crescimento (COSTA
& SABARENSE, 2010) poderia, portanto, estar implicada no processo de “imprinting”
metabdlico, alterando, por exemplo, 0 nimero e/ou tamanho dos adipécitos ou
induzindo o fenébmeno de diferenciacdo celular. A complexidade da rede
neuroendocrina que regula o balanco energético, com seus multiplos integrantes e o
grande namero de fatores bioativos presentes no leite humano, sugere uma infinidade de

potenciais mecanismos de atuagédo do leite materno nesse processo (HIRAI et al., 2002).

Existem muitos estudos com modelos animais que visam investigar a influéncia
da nutricdo materna sobre os filhotes. Em todos esses modelos de nutrigdo materna, os
efeitos prejudiciais, como hiperfagia, alta adiposidade corporal, elevados niveis de
triglicerideos, glicemia anormal e sensibilidade reduzida a insulina tém sido observados
nos filhotes (AINGE et al., 2011). Modelos animais de roedores alimentados com dieta
hipercaldrica composta por elevado teor de agucar ou lipideos tém sido muito utilizados
para estudos relacionados aos efeitos da nutricdo materna sobre os filhotes. A maioria
dos estudos, nosso grupo inclusive, concentram-se em modificacOes da dieta materna,

durante a gestacédo e/ou lactagdo (ELAHI et al., 2009).



Investigacdes tém sido conduzidas na busca por descobrir os mecanismos que
contribuem para a programacdo dos sistemas fisiologicos, uma vez que a teoria da
origem fetal das doencas do adulto tem se tornado cada vez mais relevante (BARKER,
1995, 1999). Detectar o surgimento de possiveis doencas metabolicas na fase inicial da
vida, este viés parece apontar para um caminho promissor através do qual se poderia
tentar ajudar a conter a epidemia da obesidade (ALFARADHI, OZANNE, 2011).

Alguns trabalhos demonstram que filhotes de ratas alimentadas com dieta
hiperlipidica durante a prenhez e lactacdo apresentam puberdade precoce e sdo
hiperleptinémicos, hiperinsulinémicos e obesos quando adultos (HOWIE et al., 2009;
SLOBODA et al.,, 2009). Os descendentes de camundongos submetidos a dieta
hiperlipidica apresentaram aumento no peso corporal e na gordura visceral, hipertrofia
dos adipdcitos e resisténcia a insulina, sem associacdo com a resisténcia central a leptina
(VOLPATO et al., 2012).

Na busca pelo entendimento desses mecanismos, tem sido empregadas técnicas
moleculares com abordagens que incluem a caracterizacdo de modificacGes
epigenéticas. Além de alteracdes metabolicas, também destaca-se a associacdo entre a
alimentacdo materna e o desenvolvimento de desordens neurocomportamentais como
autismo, depressao, ansiedade, déficit de atencdo e hiperatividade nos descendentes
(ASHWOOD et al., 2008; RAY et al., 2009; SULLIVAN et al., 2010). Nos ratos,
filhotes machos de progenitoras expostas a dieta com alto teor de gordura saturada
apresentam aumento da ansiedade e dificuldade de aprendizagem espacial (BILBO,
TSANG, 2010). Foi demonstrado que o consumo materno de dieta com alto teor de
lipideos induz a ansiedade e anedonia promovendo perturbacdo na plasticidade sinaptica
(DUTLEIL et al., 2016).

1.2 Mecanismos epigenéticos e programacdo metabolica

A epigenética afeta a forma como 0s genes se expressam. Esses mecanismos
regulam sua expressdo, tornando possivel o funcionamento de forma diferente em
tecidos diferentes, assim, permitindo uma forma mais flexivel de cada individuo
responder ao meio ambiente. A plasticidade de desenvolvimento, por meio do qual

fenotipos alternativos sdo gerados a partir de um gendétipo especifico, ajustando o



programa de desenvolvimento em resposta a sinais ambientais persistentes (PUUMALA
etal., 2015).

AlteracBes epigenéticas sdo estabelecidas durante o periodo fetal e estagios
iniciais da vida p6s natal (JAENISCH; BIRD, 2003), dentre estas, a metilacdo do DNA
¢ a modificacdo epigenética melhor caracterizada (NERI, EDLOW, 2015). Sabe-se que
a metilacdo de residuos de citosina na regido 5’ rica em citosina e guanina é uma
modificacdo epigenética comum e a hipermetilacdo dessas regiGes estd associada a
repressdo transcricional. Essa repressdo pode ser mediada por histonas. A modificacdo
nas histonas resulta em uma estrutura de cromatina que € inacessivel a maquinara de
transcricdo (LILLYCROP, 2011).

O epigenoma pode ser considerado como interface entre 0 genoma e 0 ambiente
que é fundamental para a geracdo de fendtipos e sua estabilidade ao longo do curso de
vida. Sendo que alteracbes epigenéticas sofrem influéncias de mudangas nesse
ambiente, varios estudos como os de Figueira e colaboradores (2016), buscaram
identificar nutrientes/agentes dietéticos, como proteinas, que promovam a modificacao
das histonas, metilagio do DNA e que levam a uma acdo preventiva de doencas

cronicas.

Ornelles e colaboradores (2013) discutiram, em revisdo de literatura, sobre a
obesidade materna, focalizando os possiveis mecanismos de transmissdao dos fen6tipos
para os filhos, investigaram o efeito da nutricdo materna em mudancas epigenéticas.
Durante o desenvolvimento, fetos foram expostos a niveis elevados de acidos graxos,
glicose, leptina, insulina e fatores inflamatérios que podem alterar permanentemente sua
regulacdo neuroenddcrina, o metabolismo de substratos, a funcdo mitocondrial e o
destino celular (HEERWAGEN et al., 2010; RIVIERA et al., 2015).

Plagemann e colaboradores (2009) demonstraram que a superalimentagéo,
hipercaldrica, durante a vida neonatal de ratos leva a hipermetilacdo no promotor do
receptor de insulina no hipotalamo, envolvido na regulagdo da ingestdo e metabolismo
alimentar (PLAGEMANN et al., 2009). Outro estudo mostrou que a alimentagdo de
camundongos C57BL/6J com dieta rica em gordura durante a gestacdo e a lactacédo
resultou em hipometilagéo global, incluindo da regido promotora do gene da dopamina
e de genes relacionados com opidides na prole, levando a maior transcricdo desses
genes (WATERLAND, ROBERT A., 2014). Assim sendo, disturbios em tais processos
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vem sendo considerados como o principal mecanismo pelo qual os habitos alimentares
promovem alteracGes nos estagios iniciais do desenvolvimento viabilizando transtornos

fenotipicos, persistentes na vida adulta.

Logo, um dos desafios mais importantes nessa area que combina fisiologia fetal,
metabolismo energético e biologia molecular é descobrir caminhos pelos quais 0
metabolismo materno altera a estrutura da cromatina por meio de evento epigenéticos
(HEERWAGWN et al., 2010).

Buscando entender melhor a relevancia do papel da salde materna e nutri¢cdo nos
estagios iniciais do desenvolvimento fetal e a progressao de doencas na infancia e idade
adulta, é necessario identificar os papéis fisioldgicos e\ou patoldgicos de nutrientes
especificos bem como, possiveis intervencgdes dietéticas ainda na fase intrauterina e pés

natal, e como estes poderiam modular o risco de doenca (TERRA, 2018).

1.3 Doencas crbnicas nao transmissiveis e a programagao

Estudos envolvendo insultos nos estagios iniciais do desenvolvimento e a
regulacdo metabdlica ao longo da vida tem aumentado desde o trabalho de Hales e
Baker (1992), encontrando forte associagdo entre desequilibrio nutricional fetal e
neonatal e uma série de alteracdes metabolicas cronicas na vida adulta, incluindo
doencas cardiovasculares e hipertensdo. A importancia dos primeiros anos de vida para
a saude do individuo é objeto de aprofundamento de pesquisas da influéncia de
diferentes fatores de risco e de protecdo que possam ditar os caminhos para suas
respostas metabdlicas, fisioldgicas, e até emocionais (HALFON, 2012). Sabe-se que a
desnutricdo materna induzida tanto por dieta hipoprotéica como por restri¢cdo caldrica
durante a gestacdo e lactacdo resulta em grandes mudancas na estrutura e funcdo de
varios orgéos da prole (PATEL & SRINIVASAN, 2002).

Estudos com prole de ratas que quando prenhas foram alimentadas com dieta
hipoprotéica apresentaram reducdo na vascularizagdo e no tamanho das ilhotas
pancreaticas, menor capacidade proliferativa das células 3, diminuigdo da secrecéo de
insulina estimulada por glicose e alteracdo da sensibilidade a este horménio no tecido
muscular (BERNEY et al., 1997; LATORRACA et al., 1998). Outros estudos com

roedores mostraram que proles de progenitoras mantidas sob restricdo protéica



apresentam alteracfes estruturais hepaticas, diminuicdo de glicoquinase hepatica
acompanhada de aumento na atividade da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK),
enzimas chaves da glicélise e gliconeogénese, culminando em aumento na producdo
hepatica de glicose (OZANNE et al., 1996; BURNS et al., 1997). Desta maneira, a
reducdo da disponibilidade calorica durante a gestacdo promove adaptacfes metabdlicas
na prole que contribuem para o desenvolvimento de um fendtipo associado a obesidade
e doencas relacionadas.

A doenca cardiovascular (DCV) tem caracteristica de ser a soma de multiplos
fatores que interagem entre si, como dietas inadequadas e obesidade, hipertensao,
diabetes e hiperlipidemia. Mecanismos epigenéticos, influéncias no pré- e pos-natal,
hipertensdo e alimentacdo materna inadequada entre outros fatores agem direta e
indiretamente no processo da doenca aterosclerdtica da prole (HALFON, 2012). Os
mecanismos de adaptacdo sdo desenvolvidos pelo feto em formacdo que frente ao
ambiente inospito, promove alteracdes essenciais para sua sobrevivéncia naquele
periodo, mudangas na fisiologia sanguinea, crescimento muscular, desenvolvimento de
6rgdos como rins e coracdo. A identificacdo das consequéncias da programacéo fetal
cria possiveis aplicagdes na préatica clinica, o desenvolvimento de marcadores
epigenéticos para o diagnostico precoce da doenca, a capacidade de identificar
individuos suscetiveis a risco de doencas na fase adulta e desenvolvimento de novas
medidas preventivas e curativas baseadas em dieta e /ou novos medicamentos
epigenéticos (HOCHBERG et al., 2011).

1.4 Programagcéo e alteracdes cardiovasculares

Os fatores envolvidos no risco cardiovascular estdo desde cedo presentes no
determinismo da doenca aterosclerética e tém importancia substancial, uma vez que
tendem a se repetir e se agravar com o passar dos anos (ROBERTSON et al., 2012). As
condicBes precursoras dos distirbios metabolicos e das alteracfes vasculares relativas a
aterosclerose merecem atencdo especial, pois esses processos podem ser evitados ou
interrompidos se identificados e tratados a tempo. Decorre dai a importancia de avaliar a
trajetoria de vida e as associacOes e relacfes entre eventos, condi¢des clinicas e
alteracbes da espessura da média -intimal, reconhecida como sinal precoce da
aterosclerose subclinica (COSTA E SILVA, 2017).



A analise de fatores de risco cardiometabolico em criancas obesas e ndo obesas
demostram que a obesidade abdominal e os componentes metabdlicos e hemodindmicos
que acompanham a sindrome metabolica (SM) contribuem para o desenvolvimento

precoce da aterosclerose, causadora de DCV.

Dados do nosso grupo demonstram que o0 consumo materno de dieta
hiperlipidica proporciona aumento da massa corporal, maior adiposidade,
hiperleptinemia, aumento da massa cardiaca da prole ao desmame e prejuizo na fracdo
de ejecdo da prole aos 30 dias de idade (ZECA, 2015).

O Trabalho de Ross e Desai (2014) determinou os potenciais efeitos da
programacgdo por obesidade materna e dieta rica em gordura durante a gestagdo e
lactacdo na prole. Os distarbios metabolicos, particularmente o da hiperglicemia, foram
evidentes em todos os grupos expostos a dieta materna com alto teor de gordura
(durante a gestacédo e /ou lactacdo). A pressdo arterial sistélica elevada foi manifestada
em todos os grupos estudados, demonstrando que a exposi¢do ao ambiente obeso/dieta
hiperlipidica é desvantajoso para a satde da prole (ROSS& DESAI et al., 2014).

Doencas cardiovasculares foram observadas na prole a partir de trabalhos que
utilizaram modelos de programacédo induzidas por manipulacdes na dieta materna de
ratos durante a gestacdo. Em estudos experimentais, ratos adultos, de prole submetida a
dieta rica em gordura animal (20%) durante o periodo de gestacdo e lactacéo,
desenvolveram hipertensdo, comparados aos animais que receberam dieta balanceada no
mesmo periodo (KHAN et al., 2003). Em outro trabalho, utilizando uma dieta materna
suplementada com gordura saturada de origem vegetal (10% de 6leo de coco),
demonstrou aumento da pressdo arterial sistolica da prole (LANGLEY et al., 1996).
Entretanto, a ingestdo materna de &cido graxo polinsaturado (10% de 6leo de milho) ndo
resultou em elevacao da pressao da prole, sugerindo que certos acidos graxos devem ser
mais nocivo que outros. O consumo adequado dos &cidos graxos essenciais € associado
ao menor risco de doencas cardiovasculares, principalmente de doenca arterial
coronériana. Outrossim, dados apontam para a relagdo do consumo entre &cidos graxos
e a reducdo da resisténcia a insulina, desenvolvimento de diabetes mellitus e a niveis
menores de pressdo sanguinea. O trabalho de Hooper (2018), demonstrou, em roedores,
que ao substituir gordura saturada por poli-insaturada (principalmente 6mega-6), reduz-

se 0 risco de doenca cardiovascular em 24%.



1.5 Sindrome metabdlica

A Sindrome Metabdlica (SM) € um complexo distirbio metabolico, provocado
pela quebra da homeostase do organismo, razdo pela qual é também definida como a
“Sindrome da Civilizagdo” (ALBERTI et al., 2005). Trata-se de um distarbio que
envolve o metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas provenientes da dieta, bem
como, programacao e predisposicdo genética. De fato, a nutricdo pode ser um dos
fatores de programacdo de maior importancia no processo evolutivo. Estudos
antropolégicos, nutricionais e genéticos sugerem que a dieta humana, incluindo ingestao
e gasto energético, vem mudando ao longo dos ultimos 10.000 anos (Revolugédo
Agricola), sendo que a maior mudanca ocorreu nos ultimos 150 anos, principalmente no

tipo e ingestdo de gorduras e vitaminas C e E (GOTTIEB et al., 2008).

A globalizacdo, gerada pela cultura de massa, tornou o padrdo alimentar sensivel
a transformacBes que favorecem o desenvolvimento de habitos alimentares
inadequados, o que é fortemente influenciado por diversos fatores, dentre os quais se
destacam o modismo da propaganda (que muito valoriza a cultura dos “fast-foods”,
altamente caloricos) e a supervalorizacdo da imagem corporal, que muitas vezes produz
jovens anoréxicas ou bulimicas representando a contestacdo dos padrdes alimentares em
beneficio da estética e ndo da saude (ALBERTI et al., 2005).

Esse conjunto de modificagbes no padrdo alimentar tende a interferir na
homeostase do organismo, causando desequilibrio no aparato fisiolégico e, por
consequéncia, doencas e mortalidade precoce. Isso porque o homem ndo esta
geneticamente adaptado para alta ingestdo calérica e baixo gasto energético
(sedentarismo), e a tendéncia é que essa energia fique indeterminadamente acumulada
no organismo sob forma de gordura, resultando no aumento acelerado da incidéncia e

prevaléncia de doencas cronicas, tal como a obesidade (EATON et al., 1985).

A SM pode ser avaliada pelas complicacGes metabdlicas a ela associadas, onde
dislipidemia, doengas cardiovasculares e diabetes do tipo Il tém papéis de destaque
(World Health Organization, 2008). Desse modo, hoje é considerada um grave
problema, tanto nos paises desenvolvidos quanto nos em desenvolvimento. Entretanto, o
Brasil convive com uma polarizagdo nutricional cada vez mais preocupante. De um

lado, a desnutricdo infantil, que continua matando milhares de criangas com menos de
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um ano de idade e de outro, a obesidade que ja atinge propor¢des epidémicas cada vez

mais preocupantes (World Health Organization, 2016).

1.6 O rim na sindrome metabdlica

O conceito inicial de SM foi correlacionado a um conjunto de fatores que
predispunha o individuo a riscos cardiovasculares. Contudo, devido a relagdo existente
entre a doenca renal e o risco cardiovascular a SM constitui um fator de risco para a
nefropatia (CHEN et al., 2004; KINCAID-SMITH., 2004; LEE, 2010). Os primeiros
relatos de associacdo entre a obesidade e a lesdo renal datam da década de 70, quando
foi demonstrado que pacientes obesos desenvolviam proteindria, glomerulomegalia e

glomeruloesclerose segmentar e focal (WEISINGER et al., 1974).

Efeitos da obesidade sobre o sistema renal em animais experimentais e em
humanos incluem adaptacdes estruturais e funcionais, tais como o aumento da taxa de
filtracdo glomerular e aumento do fluxo sanguineo (KAMBHAM et al., 2001). Em um
estudo realizado em 6618 amostras de biopsias renais entre 1986 a 2000, foi observado
aumento de dez vezes na incidéncia de glomerulopatias associadas a obesidade, sendo
que as principais alteracbes glomerulares encontradas foram glomeruloesclerose
segmentar e focal, aumento do volume de glomérulos e fusdo podocitaria (KAMBHAM
et al., 2001). A disfuncdo e lesdo celular ocorrem através de varios mecanismos,
incluindo a geracdo de espécies reativas de oxigénio, danos em multiplas organelas,
interrupcdo de vias de sinalizacéo intracelular, liberacdo de fatores pré-inflamatorios e
pré-fibroéticos e apoptose induzida por lipideos (lipoapoptose) (BOBULESCU, 2010).

O excesso de peso corporal estd associado com mudancas renais estruturais e
funcionais, tais como aumento da taxa de filtracdo glomerular (TFG), fluxo plasmatico
renal e microalbumindria (HALL, 2004; CHAGNAC et al.,, 2003). Chi-Yuan e
colaboradores (2006) observaram que independente da presenca da SM, quanto maior o
IMC, maior o risco para doenca renal cronica (DRC). Contudo, é oportuno lembrar que
frequentemente a obesidade encontra-se associada a SM e que tanto o sobrepeso quanto
a obesidade sdo importantes fatores de risco para o desenvolvimento do DRC
(EZEQUIEL et al.; 2012).
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A obesidade esté diretamente relacionada ao aumento na reabsorcéo tubular de
sodio e a alteragdes na natriurese pressorica (SILVA JUNIOR et al., 2017). Alguns
estudos vém indicando que o consumo de dieta rica em gordura pode provocar,
desordens renais morfoldgicas e funcionais (PINHAL, 2013). Nestes casos, 0 tecido
adiposo abdominal, em excesso, promoveria aumento da pressdo intrarrenal, resultando
menor fluxo sanguineo renal na vasa recta, aumentando assim, a reabsorcéo de sddio
(HALL et al., 2004). Além disso, devido a baixa complacéncia da capsula renal, a maior
compressdo do sistema de filtracdo glomerular levaria ao aumento da pressao arterial,
como medida compensatéria. Em longo prazo, porém, ocorreria aumento na TFG e
consequente lesdo renal (HALL et al., 2003; 2004).

A alimentagdo rica em lipideos esta relacionada ao aumento na incidéncia de
doencas cardiovasculares. A hipertenséo arterial associada a dieta rica em lipideos pode
comprometer a natriurese pressorica, secundaria a maior reabsorcao de sédio (SILVA
JUNIOR et al., 2017). Os mecanismos que parecem estar envolvidos no
comprometimento da natriurese pressorica estdo relacionados a hiperatividade do
sistema nervoso autdbnomo simpatico, aumento da pressdo intratubular, anormalidades
estruturais dos rins e a ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SOLEIMANI M, 2015).

A sindrome metabdlica, a obesidade e o diabetes mellitus tipo 2 tem sido
associados a maior prevaléncia de litiase renal, um dos mecanismos refere se a
diminuicdo do pH urinario, prejudicando a excrecio de NH4 e consequentemente
aumento de célculos de cido urico (BOBULESCU et al., 2008; SAKHAEE, 2009).

Originalmente, defendia-se que a hiperlipidemia promoveria progressao para
doencas renais cronicas, um dos primeiros trabalhos a delinear a hipoGtese da
nefrotoxicidade lipidica foi o de MOORHEAD e colaboradores (1982) propondo que a
dislipidemia pode contribuir para a progressdao da doenca renal, devido a perda de
albumina na urina, levando ao aumento compensatorio na sintese hepatica de
lipoproteinas, o que de fato poderia ser parte de um ciclo de feedback causando leséo
renal. Embora o resultado de estudos demonstrem associacdo positiva entre SM e
disfuncdo renal, é dificil estabelecer a relacdo entre causa e efeito, devido a

complexidade de suas interrelagfes, uma vez que as comorbidades que compdem a SM,
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individualmente ou associadas de forma sinérgica, predispdem o individuo a risco de
desenvolvimento da doenca renal (AGRAWAL et al., 2009).

O tecido adiposo produz varios fatores inflamatorios e de crescimento, que
podem estar envolvidos no desenvolvimento de lesdes renais em obesos. Entretanto,
ainda ndo esta totalmente esclarecido se a inflamacéo seria um evento desencadeador da
lesdo renal ou seria importante apos a instalacéo da lesdo hemodinamicamente mediada
(PAULA et al., 2006).

O NF-kp é um dos principais integrantes de um grupo de fatores de transcricédo
que induzem a sintese de citocinas pré-inflamatérias em adipdcitos, estando estas
envolvidas no desenvolvimento de disfuncdo endotelial e faléncia renal (CINDIK et al.,
2005). Lin e colaboradores, em 2010, demonstraram que a alimentacdo rica em gorduras
saturadas esta diretamente associada a presenca de albumindria em adultos de meia
idade e idosos, propondo a hipdtese que a ingestdo de gordura saturada pode ter relacéo
com a albumindria elevada devido ao aumento de marcadores associados a inflamacao,
incluindo a Proteina C Reativa (PCR). Além disso fatores pré-inflamatorios como TNF-
a, IL-6 e resistina apresentam concentracfes plasmaticas elevada em obesos (LIN J et
al., 2010).

1.7 A pele na sindrome metabdlica

Por ser a parte mais visivel do corpo, a pele funciona também como um espelho
do que se passa internamente, revelando desequilibrios e manifestando necessidades do
organismo (BOELSMA et al., 2001). Como qualquer outro tecido corporal, a pele tem
necessidades nutricionais especificas, de forma a garantir uma formacao,
desenvolvimento e regeneracdo adequados assim como correta realizacdo das suas
funcdes bioldgicas, dentre elas excretora, termorreguladora e barreira protetora do corpo
(BARBOSA, 2011). Embora seja uma area ainda pouco explorada, acredita-se que a
alimentacdo também contribui com a pele, fornecendo-lhe micronutrientes e outros

compostos, importantes para a sua integridade e funcionalidade.

A pele sofre influéncia da obesidade, o excesso de deposi¢cdo de gordura
predispde o individuo ao desenvolvimento de inimeras condi¢Bes dermatoldgicas como

tendéncias as infeccdes fungicas e escurecimento da pele nas axilas e no pescoco
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(SVANE et al., 2014). Os efeitos da obesidade na pele podem ser de natureza mecanica,
resultante do grande volume de dobras/pregas cutdneas, ou de natureza enddcrina,
metabdlica e inflamatdria, resultante da secrecdo pelas células de tecido adiposo de
varios peptideos e citocinas, tendo efeitos na funcdo de barreira da pele, uma vez que a
obesidade aumenta a perda de agua e o reparo a feridas € prejudicado, a acne € agravada
por desordens associadas a obesidade, a obesidade impede ou retarda o fluxo linfatico
favorecendo o linfoedema (MIRMIRANI et al., 2014).

1.8 Pele como reservatoério de sédio

O sbédio é um eletrdlito essencial para a manutencdo de vérias funcGes
fisioldgicas do organismo: transmissdo nervosa, contracdo muscular, manutencdo da
pressdo arterial e equilibrio &cido-basico e da volemia. O organismo apresenta alta
capacidade de conservar e perdas importantes do mineral s6 ocorrem em situacdes nao
usuais, como vomitos e sudorese prolongada (REAVEN, 1988). O corpo obtém sddio
através de alimentos e bebidas e o elimina principalmente no suor e na urina. Os rins,
saudaveis, mantém o nivel de so6dio constante no organismo. Quando o consumo e a
perda do eletrolito ndo estdo equilibrados, a quantidade total de sddio presente no corpo
é afetada. Os livros didaticos sugerem que a manutencdo da homeostase extracelular de
sodio seja papel quase exclusivo dos rins. Titze e colaboradores (2004) sinalizam que o
conteddo corporal de sédio ndo é constante, nem é equilibrado prontamente com a
ingestdo de agua e pode ndo ser controlado exclusivamente pelo processo de filtracdo

renal.

A literatura ja apontava para um possivel reservatorio de sddio epitelial que
poderia ser utilizado como recurso em ocasides de disturbios homeostaticos (CANNON,
1932). Os ions sbédio sdo possivelmente armazenados em sitios polianiénicos dos
glicosaminoglicanos, polissacarideos ligados a proteoglicanos (FARBER et al., 1957).
Nessas unidades ha possibilidade para a ligacdo de sbdio, possivelmente, o
armazenamento de ions sédio seja nessas regides e assim, dependendo da condigéo
fisioldgica, possa servir como recurso e ser mobilizado para repor o sodio plasmatico
guando necessario (SCHAFFLHUBER et al., 2007). Titze e colaboradores (2005)
utilizando modelo de hipertenséo induzido por desoxicortisona, definiu os contetdos de

sodio osmoticamente ativo e inativo da pele.
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Em 2015, Hofmeister e colaboradores, utilizando a ressonancia magnética
(através da marcacgdo de sodio radioativo) determinaram que a concentracdo de sodio na
pele de humanos varia entre 170 a 250 mmol/L.

Dessa maneira, de acordo com as descricbes no trabalho de Titze e
colaboradores (2003) haveria formacdo de complexos com as proteinas carregadas
negativamente (glicosaminoglicanos) denominado como estoque osmoticamente
inativo. O estoque de sodio osmoticamente ativo é o sddio presente na pele que tem a
possibilidade de se deslocar para o plasma através de microcirculagdo. O sddio total da
pele se refere a carga de sodio que chega a pele atravées do fluido extracelular e o sédio
ativo total corresponderia ao sodio encontrado no plasma, ou seja, a propria
concentracdo de sodio plasmatico (TITZE et al., 2003, 2004).

Grandes quantidades de Na* sio armazenadas na pele e no mdsculo esquelético,
e ainda ndo esta claro até que ponto esse acimulo € regulado pela captacdo do musculo
e pele, atuando no papel de reservatérios, ou se é secundario a reducdo da capacidade
renal na funcdo de manutencéo do equilibrio eletrolitico. Mathias e colaboradores, 2019,
demonstraram que ha maior quantidade de sddio na pele de pessoas com dermatite
atépica, uma condicdo alérgica da pele. Os autores do trabalho compararam os niveis de
Na’ na pele de pessoas com e sem dermatite. A pele lesionada apresentou concentragéo
de Na* 30 vezes maior do que a pele ndo exposta as lesdes e a pele de pessoas saudaveis
(MATHIAS et al., 2019).

Em estudos clinicos, 0 armazenamento de Na® nos tecidos € intimamente
associado a hipertensdo essencial, também chamada de hipertensdo primaria, pressao
elevada sem qualquer causa identificavel (TITZE, 2004). Em alguns pacientes o
armazenamento no masculo e na pele aumentou com a idade e foram mais pronunciados
em homens. Dados analisados por Kopp e colaboradores (2016) em pacientes
hipertensos e normotensos de 22 a 90 anos, revelam aumento dependente da idade no
teor de Na* no mulsculo em homens, enquanto o conteido muscular de Na* ndo mudou
com a idade nas mulheres. Com o0 aumento da idade, houve deposic¢do de sodio na pele
em homens e mulheres. No entanto, o contetdo de sodio na pele permaneceu menor nas
mulheres. Com tal caracteristica, essa diferenca de sexo foi encontrada no conteudo de

agua da pele, que foi menor nas mulheres do que nos homens. O aumento dependente
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da idade no contetdo de Na* do tecido foi associado ao aumento da presséo arterial e as
diferencas de género (KOPP et al., 2013).

Estudos reforcam a nova abordagem cientifica para uma hipotese alternativa
para a origem da hipertensdo, cujas as causas sao muitas vezes indefinidas, dando papel
relevante para a pele como importante regulador do sodio, no processo de regulador
fisioldgico local e no controle sistémico da pressao arterial. Titze e colabradores (2014),
sugeriram a presenca de relogios enddgenos que geram ritmicidade infradiana semanal e
mensal do armazenamento de Na*, independente da ingestdo de sal, experimentos em
animais sugerem que os fluidos interticiais da pele sdo hiperténicos em comparagéo
com o plasma, e que o estresse osmotico intersticial induz células imunes e mecanismos
direcionados por linfécitos para captacdo de eletrdlitos e manutencdo do ambiente
interno (TITZE, 2014).

Para demonstrar associagdo entre a presenca de niveis aumentados de Na* o
intersticio e o surgimento de células inflamatorias, Mattias e colaboradores (2019)
elevaram a concentracio de Na* no meio de cultura celular usado para cultivo de célula
T CD4" e células naive. Em ambos os tipos de células, o Na* aumentou a expressio de
sinais (citocinas e fatores de fatores de transcrigdo) para as células Th2, indicando que a
alta concentracdo de Na* promove a diferenciacdo desse tipo celular.

O conceito de reservatdrio de sodio levanta questbes para pesquisas basicas e
clinicas. Historicamente, a pesquisa sobre hipertensdo se concentra no rim, vasos
sanguineos e cérebro, o trabalho de Titze e colaboradores traz uma abordagem diferente
em uma area de pesquisa que fornece um conceito promissor para encontrar respostas.
Se 0 armazenamento de sddio é uma doenca, entdo é preciso direcionamento para a
prevencdo desse armazenamento nos tecidos, em facilitar a remocao desse eletrélito dos
tecidos ou ambos (TITZE, 2013).

1.9 Sédio e a doenca cardiovascular

Em mamiferos, uma das principais fun¢des do sodio no organismo € manter o
controle do volume de fluidos extracelulares e do plasma sanguineo. Na composicao
plasmatica de um humano adulto, predominam os cations de sédio (142 mEg/L) e em

segundo lugar, os anions, algumas proteinas e potassio (4,2 meEg/L). O volume do
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liquido extracelular é regulado por diversos mecanismos, sendo o principal deles a
funcgdo renal, que mantem a concentracdo de eletrélitos e de nutrientes no liquido de
forma adequada de se difundir para as células e as deixarem em perfeito estado de

funcionalidade.

Para o controle da pressdo arterial, recomenda-se, ha mais de um século, em
todo o mundo, a reducdo da ingestdo de sodio (RUST; EKMEKCIOGLU, 2017). Essa
recomendacéo, sustentada pela 72 Diretriz Brasileira de Hipertensdo Arterial (SBC,
2016), advéem do fato de que o excesso de sodio, por aumentar a volemia e,
consequentemente, o débito cardiaco (DC), eleva a pressdo arterial (PA), cujos niveis
mantém-se elevados, posteriormente, pela ativacdo de mecanismos de auto regulacao,
que aumentam a resisténcia vascular periférica (RVP), e pelo aumento da
vasoconstricdo renal, da reatividade vascular dos agentes vasoconstritores e dos
inibidores Na'/K* ATPase (CUPPARI, 2014).

A correlagdo positiva entre o sddio da dieta e a PA foi evidenciada em estudos
multicéntricos e ainda tem sido explorada em diversas pesquisas realizadas em
hipertensos, sendo constatada através de meta-analises (ABURTO et al., 2013; HE, LI,
MACGREGOR, 2013; MOZAFFARIAN et al., 2014). Contudo, outros estudos tém
sugerido que a baixa ingestdo de sédio pode estar associada a prejuizos a salde
(O’DONNELL et al. 2014;,GRAUDAL et al. 2014; MENTE et al., 2016). Meta-analise
de Graudal, HubeckGraudal e Jurgens (2011), por exemplo, realizada com 167 ensaios
clinicos randomizados (ECR), revelou que a restricdo de sodio, apesar de resultar em
diminuicdo de 3,5% na PA de hipertensos, esta associada ao aumento de 2,5% no
colesterol total (CT) e de 7% nos trigliceridios (TG) séricos. Os mecanismos associados
as alteracbes nesses lipideos parecem estar relacionados ao fato de que a ingestdo
limitada de sddio reduz o contetdo de agua corporal, que é compensado pelo aumento
dos niveis de adrenalina, renina e angiotensina, hormoénios que inibem a acdo da
insulina, causando resisténcia insulinica (GRAUDAL, HUBECK-GRAUDAL,
JURGENS, 2011) e, consequentemente, hiperinsulinemia, favorecendo, com isso, o
aumento dos niveis de CT e TG (SOLEIMANI, 2015).

Quando a ingestdo de sédio é maior que a necessaria, 0 organismo trabalha com
mecanismos de compensacdo. Esses agem mantendo as concentra¢es normais de sodio

nos fluidos corporais através da eliminacdo da concentracdo excedente, porém, existe
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um limite de sodio que podera ser eliminado e quando a ingestdo ultrapassa o limite, a
concentracdo de sddio é acumulada, gerando retencdo de agua no organismo, aumento
da volemia e principalmente da presséo arterial. Se a ingestéo excessiva for eventual, as
manifestacdes podem ndo ocorrer, mas se for mantida por longos periodos de tempo,
podem ocorrer alteracGes irreversiveis nos mecanismos de adaptacéo, levando a danos e
falhas nos tecidos (VIEGAS, 2008).

H& tempos, pesquisadores de todo o mundo tém procurado fazer associagdes
entre padrdes alimentares e riscos de morbidade e mortalidade. Assim sendo, muita
polémica surgiu a respeito da relacéo entre ingestdo de gordura e riscos a saude. Apos
décadas de pesquisas, ainda é debatida a proposicdo de que dietas com baixo teor
lipidico beneficiariam, com carater preventivo, individuos saudaveis que ainda nao
apresentam fatores de risco para as DCV (TAUBES, 2001). As estratégias nutricionais
bem aceitas pela comunidade cientifica, e que visam a reducdo dos riscos de DCV
pregam a diminuicdo da proporcdo de gordura saturada da dieta, uma vez que € o tipo

de gordura dietética que esta mais fortemente relacionada ao risco cardiovascular.

Embora registrem-se evolucBes importantes no conhecimento dos mecanismos
etiopatogénicos que possam explicar tanto a programacéo fetal que promovam doencas
na vida adulta do individuo, quanto a origem pediatrica da patologia aterosclerotica, ndo
ha& consenso sobre o tema, havendo muitos mecanismos fisiopatolégicos por esclarecer
(GUERRA, 2008).

Muitos estudos sugerem a existéncia de fatores maternos, pré- e pos-natais
precedentes a DCV. Sendo assim, o desenvolvimento das DCV estd também
correlacionado a varios fatores de risco desde os primeiros anos de vida, com
repercussao na vida adulta (QUADROS et al., 2016).

Dados do nosso grupo de pesquisa demonstraram que 0 consumo materno de
dieta hiperlipidica promove disfuncdo cardiaca na prole jovem de ratos. Foi observado
prejuizo na fracdo de ejecdo e no volume sistolico final, sem alteracBes na pressao
arterial (ZECA, 2015). Dessa forma, valorizando a investigacdo para 0 maior
conhecimento entre a associacdo de fatores de risco para as DCV, o presente trabalho
visou contribuir para compreensdo da associacdo da dieta materna como evento da

programacdo metabdlica e o aparecimento de doencas cardiovasculares na fase adulta
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do individuo. Tendo como alvo de estudo possiveis alteracdes no reservatorio cutaneo

de sddio e o desencadeamento de hipertensdo arterial da prole.

O estudo das consequéncias da nutricdo materna é significante para desvendar
mecanismos da programagdo e uma vez discriminados, tais mecanismos podem abrir
caminho para o desenvolvimento de novas terapias para tratamento e prevencdo das

alteracdes cardiovasculares da prole jovem e adulta.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Investigar o efeito do consumo materno de dieta hiperlipidica sobre a presséo

arterial de ratos adultos e o possivel envolvimento do ion sédio nesse processo.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a adiposidade através do peso relativo dos reservatorios de tecido

adiposo branco.

- Avaliar a hipertrofia cardiaca através do método indireto do peso relativo do

coracao.

- Avaliar a funcdo renal atraves de ensaios bioquimicos na urina dos animais e

avaliacdo do consumo hidrico e volume urinario.
- Avaliar hipertensdo arterial através da plestimografia de cauda.
- Avaliar a concentracao de s6dio no plasma e urina.

- Avaliar o contetido de sddio e dgua na pele.
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3 MATERIAL E METODOS
Animais

Ratos Wistar, machos e fémeas, foram obtidos no Biotério Central da Fundacéo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Estes animais foram alocados no biotério de
experimentacdo do Departamento de Ciéncias Fisiologicas (DCFis) da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), acondicionados em temperatura (23+2°C) e
fotoperiodo (7:00-19:00h) controlados. Durante todo o protocolo experimental, a agua e
a racdo foram oferecidas ad libitum. O cuidado com os animais seguiu 0s principios do
Guide for the Care and Use of the Laboratory Animals, ap6s aprovagdo do projeto pelo
Comité de Etica Institucional (Processo 017-2014-CEUA/IB/UFRRJ).

3.1 Modelo experimental

Quarenta ratas Wistar foram separadas em grupo Controle (C) e grupo Dieta
Hiperlipidica (DH), cada grupo recebeu dieta com 9% e 29% de lipideos,
respectivamente, durante 8 semanas antes do acasalamento, durante gestacao e lactacéo.
O grupo C deu origem a prole C e o grupo DH deu origem a prole DH. Apés o
desmame parte de ambas as proles foi eutanasiada e o restante dos animais de cada
prole foi separado e alocado de acordo com seu sexo, e alimentados apenas com dieta
normolipidica (dieta 9% de lipideos) até o dia da eutanasia, aos 180 dias de vida (Figura
1).

Para fins organizacionais, as proles receberam as seguintes identificacGes: prole
controle 21 dias (C21), prole dieta hiperlipidica 21 dias (DH21); prole controle 180 dias
(C180) e prole dieta hiperlipidica 180 dias (DH180).

No grupo de 21 dias foram avaliados: peso corporal, avaliacdo indireta de
hipertrofia cardiaca, peso dos rins e tecidos adiposos brancos, concentragdo de sédio no

sangue e pele.

No grupo de 180 dias foram avaliados: peso corporal, ingestdo alimentar e
hidrica, peso dos rins, avaliacdo indireta de hipertrofia cardiaca, tecidos adiposos
brancos, concentracdo de sédio no sangue, urina e pele. Na urina além do volume

urinario ainda foram analisados creatinina, Na*, K*, CI", célcio normalizado (nCa),
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calcio ionizavel (iCA) e o célcio total (tCa). O teste célcio total mede as formas livre e
ligada. O teste célcio ionizado mede apenas a forma livre, metabolicamente ativa e o
nCa é a correcdo dos valores do célcio total no que se refere a alteragcGes do contetido

protéico.

Aos 175 dias de vida, os animais das proles C e DH, foram alocados em gaiolas
metabolicas durante 4 dias consecutivos nos quais foram aferidos o volume urinario, a
ingestdo alimentar e hidrica e amostras de urina foram coletadas e aos 180 dias a
pressdo arterial foi aferida. Os animais submetidos a tais avaliagdes foram eutanasiados
no dia seguinte. O peso corporal, do coracdo, rins e tecidos adiposos brancos foi

anotado, sangue e pele foram coletados para posterior analise bioquimica.

A racdo controle normolipidica foi obtida comercialmente. A descri¢cdo de sua
composicdo: Farelo de soja, milho integral moido, dextrina, casca de arroz, farelo de
trigo, farelo de arroz, éleo de soja refinado, farinha de carne e ossos, farinha de peixe,
calcério calcitico, cloreto de sodio (sal comum), 6xido de magnésio, sulfato de ferro,
sulfato de cobre, mondxido de manganés, oxido de zinco, iodato de calcio, sulfato de
cobalto, selenito de sodio, vitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina
B1, vitamina B2, niacina, &cido pantoténico, vitamina B6, &cido fdlico, biotina,
vitamina B12, cloreto de colina, lisina, metionina, &cido propibnico. Espécies doadoras
do gene: Agrobacterium tumefaciens e/ou Arabidopsis thaliana e/ou Bacillus
thuringiensis e/ou Streptomyces viridochromogenes e/ou Zea mays. Em seus niveis de
garantia constam: Umidade béasica 130,00g/kg, Proteina bruta 230,00g/kg, Extrato etéro
49,00 g/kg, Fibra bruta 50,00g/kg, Material mineral 100,00g/kg, Calcio de 12,00 g/kg
a 13,00 g/kg, Fosforo 8.500,00 mg/kg, Sodio 2.700,00mg/kg, Magnésio 500,00 mg/kg,
Ferro 180,00 mg/kg, Cobre 30,00 mg/kg, Manganés 110,00 mg/kg, Zinco 110,00
mg/kg, lodo 1,00mg/kg, Cobalto 2,00 mg/kg, Selénio 0,20 mg/kg, Vitamina A
25.500,00 Ul/kg, Vitamina D3 4.00,00 Ul/kg, Vitamina E 82,00 Ul/kg, Vitamina K3
6,40mg/kg, Vitamina B1 11,00mg/kg, Vitmaina B2 12,00 mg/kg, Niacina 219,00mg/kg,
Acido pantoténico 90,00 mg/kg, Vitamina B6 11,00 mg/kg, acido folico 13,00 mg/kg,
Biotina 0,10 mg/kg, Vitamina B12 40,00 mcg/kg, Olina 1.800,00 mcg/kg, Lisina
12,50g/kg, Metionina 3.500,00 mg/kg.

A racéo hiperlipidica isocaldrica foi produzida pelo nosso grupo de pesquisa em
colaboracdo com o Laboratorio de Endocrinologia Molecular (LEM) do Centro de
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Ciéncias e da Saude (CCS) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). A
composicao dessa racdo foi baseada no modelo experimental definido por FRANCO e
colaboradores (2012), e sua descrigdo segue na tabela 1.

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

Produto (p/p) Calorias Calorias (%)
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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Grupo Controle: Dieta Controle (9% de lipideos)
Grupo Dieta Hiperlipidica: Dieta Hiperlipidica (29% de lipideos)

Dieta Controle ou Hiperlipidica Dieta Controle (9% de lipideos)
g ? | | | para as proles |
| 8 semanas | Gestacao I Lactacao I |
(60 dias) 1‘ T T
Acasalamento Nascimentos Desmame 180 dias de idade
Machos 2 L2 o Eutanasia de Eutandsia do
N3o obesos = g“/é parte das proles restante das
) oy proles
é‘ &<
(Q? &; Prole C Monitoramento metabdlico;
e Prole DH _'> " w3 Amostras de urina coletadas
Grupo Controle Grupo Dneta 175 dias Aferigdo da pressdo
() Hiperlipidica (DH)
Prole Prole Gaiola Metabdlica

Controle (C) Hiperlipidica (DH)

Animais eutanasiados (método da Guilhotina);
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Figura 1. Representacdo do modelo experimental. Durante 8 semanas o grupo C foi submetido
a dieta normolipidica (9% de lipideos) e o grupo DH a dieta hiperlipidica (29% de lipideos), em
seguida foram acasaladas (com ratos que ingeriram dieta controle) e permaneceram em suas
respectivas dietas durante a gestacdo e lactagdo. As proles ap6s o desmame receberam dieta
controle até os 180 dias de idade.

24



3.1.1 Obtencdo das proles

Com o objetivo de ambientar, as matrizes foram mantidas no biotério de
experimentacdo do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro durante uma semana. Logo apds esse periodo, esses animais
receberam suas respectivas dietas durante oito semanas antes do acasalamento (Figura
1). A partir da 6° semana as fémeas dos dois grupos foram submetidas a avaliacdo do
ciclo estral através de citologia vaginal. N&o foram observadas altera¢es no ciclo estral
das fémeas do grupo C e DH. Na 8° semana, as fémeas de ambos os grupos foram
acasaladas (com ratos que ingeriram dieta controle), na propor¢cdo de duas ratas por
macho em cada gaiola. A fémea foi considerada gestante quando houve visualizacdo do

plug vaginal, e esta foi separada do macho e permaneceu em gaiola individual.

As matrizes do grupo C deram origem aos filhotes da prole controle (C),
enquanto as matrizes do grupo DH deram origem aos animais da prole dieta
hiperlipidica (DH) (Figura 1). Ap6s o nascimento, foram separados, aleatoriamente, seis
filhotes de cada ninhada, sendo trés fémeas e trés machos quando possivel. O ganho de
peso corporal dos animais de ambas as proles foi acompanhado a cada trés dias, desde o
nascimento até o desmame, quando ocorreu a eutanasia em parte da prole, como ja

descrito no item 3.1.

No vigésimo primeiro dia de vida (desmame), como ilustrado na figura 1, o0s
filhotes foram pesados e parte anestesiada através da administracdo dos farmacos
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 ap6s a anestesia, 0s animais foram eutanasiados pelo método da
guilhotina e o coracdo, sangue, rins, os tecidos adiposos brancos retroperitonial,
perigonadal, inguinal e pele foram coletados. O restante da prole alimentou-se com
racdo normolipidica até a fase adulta, tiveram seus pesos e a ingestdo alimentar
monitorados e somado ao advento do monitoramento acurado feito através da gaiola
metabolica por 4 dias consecutivos (adaptado de FRANCO et al., 2015) e em seguida a
afericdo da pressao foi realizada pelo metodo tail cuff. Aos 180 dias o restante da prole
foi eutanasiado pelo método da guilhotina, assim como no desmame foi coletado
coracdo, sangue, rins e os tecidos adiposos brancos retroperitonial, perigonadal, inguinal

e pele.

25



3.2 Avaliacdo indireta da hipertrofia cardiaca

O coracéo foi coletado e lavado em solugéo gelada de salina (NaCl 0,9%) tendo
como objetivo a remocéo de sangue e codgulos. Os atrios e ventriculos foram separados,
secos em papel de filtro, pesados e seus valores anotados e normalizados pelo
comprimento da tibia (valor obtido por intermedio de um paquimetro). O peso relativo
do coracdo foi utilizado como um indice indireto de hipertrofia cardiaca (OTTEN et al.,
1986; SJAASTAD et al., 2000; VAN DIJK-OTTENS et al., 2010).

3.3 Coleta da urina, analise do volume urinario, ingestdo hidrica e alimentar

O volume total de diurese dos animais foi mensurado por meio da coleta de
urina, durante a permanéncia dos mesmos nas gaiolas metabolicas por 24 horas (insight-
Brasil). As amostras coletadas foram acondicionadas e mantidas a -20 °C até 0 momento
da analise de creatinina — labtest, (Reagentes LABTEST bioquimica, Brasil) e K*, CI,
tCA, iCa e nCa -Wama, (Wama Diagnostica, Brasil). O peso dos animais foi
mensurado em balanca analitica e a quantidade de racdo consumida e o volume de agua
ingerida, por meio das sobras nos recipientes das gaiolas metabolicas destinados a racéo

e agua respectivamente.

3.4 Coleta de sangue para analise bioquimica

O sangue foi coletado, em tubo contendo anticoagulante heparina, do tronco do
animal apods a eutanasia e centrifugado a 3000 xg durante 15 minutos em centrifuga
refrigerada automatica (Sorvall, Suwanee, EUA) para separacdo do soro e
acondicionamento em tubos criogénicos. As amostras foram acondicionadas em freezer

até o momento da anélise.

3.5 Coleta da pele para analise bioquimica

A pele dos animais pds desmame e adultos foi obtida através da retirada de 2 g e
6 g de pele, respectivamente, da regido do dorso dos animais, ap0s a eutanasia e

tricotomia do local de acordo com o método empregado por Titze et al. (2004). Foi
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anotado o peso umido, e apds permanecer em estufa por 48 horas na temperatura de 100
°C foi obtido o peso seco, seguindo para a etapa da calcinagédo pelo forno mufla
(Quimis, EUA) por 48 horas na temperatura de 450 °C e restando as cinzas. Ap6s um
periodo de 2 horas no dessecador, estas cinzas foram diluidas com &cido nitrico a 10%,
sendo aliquotadas, etiquetadas e armazenadas a -20°C para posterior quantificacdo de
agua e sodio. A partir deste experimentos foram obtidos os seguintes pardmetros: Peso
umido (PU): obtido da pele logo apds a sua retirada, Peso Seco (PS): obtido da pele pds
estufa, Agua total da pele (AguaTP): obtida pela subtracio do valor de PU — e o valor
PS; Agua relativa da pele(rAguaP): obtida pela razioAguaTP/PU; R (pele Na*/ agua
TP): obtido pela Razdo do Sodio da pele e agua TP; Sédio da pele (PeleNa®): obtido
pelo fotdmetro, Sodio relativo da pele (rPeleNa’ ): obtida pela razdo PeleNa® e PU;
Valores da concentracdo de sodio total na pele, sddio acumulado ativo APeleNa(a)
obtido pelo produto de AguaTP, PU e sodio plasmaético; e soédio acumulado inativo da
pele APeleNa(i) obtido pelo produto de rPeleNa’ e aguaTP. Dados foram medidos e
calculados de acordo com os métodos de TITZE et al. (2003, 2004).

3.6 Analise de sddio através da fotometria de chama

As concentracbes de sodio no plasma, urina e pele foram determinadas através
da espectrografia em fotbmetro de chama (micronal B462, Analyzer, Brasil) com filtros
para sodio. A fotometria de chama é a mais simples das técnicas analiticas baseadas em
espectroscopia atbmica. Nesse caso, a amostra contendo cations metalicos é inserida em
uma chama e analisada pela quantidade de radiacdo emitida pelas espécies atdbmicas ou
ibnicas excitadas. Os elementos, ao receberem energia de uma chama, geram espécies
excitadas que, ao retornarem para 0 estado fundamental, liberam parte da energia
recebida na forma de radiacdo, em comprimentos de onda caracteristicos para cada
elemento quimico (DEAN, JA 1960; SKOOP, DA et al., 1994) .Utilizou-se um botijdo
de gas P13 ou botijao residencial padrdo. O botijao de 13 quilos, popularmente
conhecido como “gés de cozinha” ou “botijdo doméstico”, ¢ o formato mais conhecido
de comercializacdo do gas liquefeito de petroleo (GLP) e como oxidante ar comprimido
fornecido por um compressor de ar (LOPES-MENEZES et al., 2019).
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3.7 Avaliacgéo da pressao arterial

A pressdo 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 desinsuflado
automaticamente, detectando o aparecimento e o desaparecimento da onda de pulso na
artéria caudal. Apos 10 minutos de adaptacdo a caixa, as pressdes arteriais sistdlica,
distolica e média foram mensuradas por quatro vezes, sendo considerada a média dessas
medidas a pressao do animal. Foi utilizado o Pletismografo de Cauda VV2.11 medidor de
pressédo arterial ndo invasivo e monocanal - EB 285M (ZECA S, 2015).

3.8 Analise estatistica

Para a identificacdo de dados com grande dispersao (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 varidveis) quando os dados
apresentaram distribuicdo normal, seguido de pds teste de Sidak (pesos) ou Tukey
(anélises funcionais). Os testes ndo-paramétricos de Kruskall-Wallis (mais de 2 grupos)
e Mann-Whitney (até dois grupos) foram realizados para os valores que ndo
apresentaram distribuicdo normal. Estas analises estatisticas foram realizadas através do
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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4 RESULTADOS
4.1 Evolucéo do peso corporal e consumo alimentar das matrizes antes do acasalamento

Na busca de possiveis efeitos da dieta hiperlipidica sobre o peso corporal, as
progenitoras de ambos 0s grupos tiveram seus pesos anotados semanalmente. Foi
observado que as fémeas C e DH néo apresentaram alteragdes significativas na massa
corporal durante as oito semanas em que receberam dieta normolipidica e hiperlipidica,

respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Evolucdo da massa corporal (g) das matrizes dos grupos C e DH ao longo das oito
semanas antes do acasalamento. Ratas Wistar foram separadas nos grupos C (n=20) e DH
(n=20) e receberam somente dieta normolipidica e hiperlipidica, respectivamente. Dados
expressos como média + erro padrdo da média.
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Avaliando o consumo alimentar das matrizes (através da diferenca entre a
quantidade inicial e final de racdo fornecida semanalmente para cada rata), observamos
menor ingestdo durante as 8 semanas que precederam o acasalamento pelas ratas que
receberam a dieta hiperlipidica. Desde a primeira semana até chegar a diferenca de

aproximadamente 54% na sétima semana, e 30% na oitava semana (Figura 3).
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Figura 3. Consumo alimentar (g/animal/dia) das matrizes dos grupos C e DH ao longo das oito
semanas antes do acasalamento. Ratas Wistar foram separadas nos grupos C (n=20) e DH
(n=20). Dados expressos como media + erro padrdo da média. Teste two—way Anova seguido
de pos teste Sidak , * p<0,05.
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4.2 Acompanhamento da massa corporal da prole do nascimento ao desmame

Tendo como objetivo avaliar se 0 consumo materno de dieta hiperlipidica teria
influéncia sobre a massa corporal dos filhotes, o peso destes foi monitorado, a cada trés
dias, desde o nascimento até aos 21 dias de idade, periodo que englobou o desmame e
eutanasia de parte dos animais. No dia do nascimento (dia 0), foi aferido o peso dos
animais de ambas as proles, e ndo foi detectado diferencas significativas entre os
animais fémeas e machos das proles C e DH (Dia 0: Fémeas C=6,4 %0,1g;
DH=6,5+£0,1g, Machos C=6,9+0,1g; DH=6,7 *0,1g). Esse perfil sem diferencas
prosseguiu até o deécimo quinto dia de vida dos animais. Seja: Dia 3: Fémeas
C=10,5+0,2g; DH=10,7+0,2g, Machos C=11,4 £0,2g; DH=11,1+0,2g; Dia 6: Fémeas
C=16,0+0,3g; DH=16,7+0,3g, Machos C=16,6+0,3g; DH=16,9+0,4g; Dia 9: Fémeas
C=22,0+0,6g; DH=23,5+0,3g, Machos C=22,6+0,4g; DH=24,0+0,4g; Dia 12: Fémeas
C=28,8+0,6g9; DH=30,2+0,59, Machos C=29,3+0,5g; DH=30,7+0,7g. No décimo quinto
dia apés o nascimento, embora ndo tenha sido observada diferenca nas fémeas, 0s
filhotes machos da prole DH apresentaram aumento de aproximadamente 7% no peso
corporal quando comparados aos machos da prole C, (Dia 15: Fémeas C=35,5+0,60;
DH=37,3+0,59, Machos C=35,9+0,6¢g; DH=38,3+0,8g). A partir do dia 18, tanto fémeas
qguanto machos DH apresentaram maior massa corporal, cerca de 8% e 7%
respectivamente, em comparacdo com o0s animais da prole C (Dia 18: Fémeas
C=42,7+0,6g; DH=45,6+0,79, Machos C=42,9+0,79; DH=46,4+0,99). Esse aumento de
8% e 7% no peso corporal dos animais fémeas e machos, respectivamente, da prole DH
manteve-se até o dia do desmame, (Dia 21: Fémeas C=51,9+0,8g; DH=55,8+0,7¢,
Machos C=53,2+0,7g; DH=57,4 +1,0g). A evolucdo da massa corporal das fémeas e

machos das proles C e DH sdo demonstradas nas figuras 4 e 5 respectivamente.
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Figura 4. Evolugdo da massa corporal das proles do nascimento (dia zero) ao desmame (21 dias
de idade). Fémeas C (n=41) e DH (n=37). Dados expressos como média * erro padrdo da média,
*p<0,05. Teste t-Student.
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Figura 5. Evolucdo da massa corporal de proles do nascimento (dia zero) ao desmame (21 dias
de idade). Machos C (n=40) e DH (n=37). Dados expressos como meédia £ erro padrdo da
média, *p<0,05. Teste t-Student.
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4.3 Avaliacédo do peso dos tecidos adiposos brancos aos 21 dias de idade

Os tecidos adiposos brancos viscerais (retroperitoneal e perigonadal) e
subcutaneo (tecido inguinal) foram coletados e pesados, com o objetivo de verificar se o
aumento de massa corporal da prole DH21 ocorreu devido ao aumento de adiposidade.
Para isso 0 peso dos tecidos adiposos foi corrigido pelo comprimento da tibia. A analise
do reservatério de tecido adiposo retroperitoneal, detectou aumento na massa do tecido
adiposo, em torno de 80% nas fémeas e em torno de 150% nos machos da prole DH21
quando comparados aos seus controles. Dados na tabela 2.

Tabela 2. Avaliacdo do peso relativo de tecido adiposo branco retroperitoneal nas proles aos 21 dias de
idade.

Prole C21 DH21
Fémeas 0,0058 +0,0007g/cm 0,0104 +0,001g/cm*
Machos 0,0049 +0,0006g/cm 0,0142 +0,0013g/cm*

Peso relativo do tecido adiposo retroperitoneal (g/cm) de fémeas das proles C21 (n=11) e DH21 (n=20) e
machos das proles C21 (n=10) e DH21 (n=11). Dados expressos como média + erro padrdo da média,
*p<0,05. Teste t-Student.

Como demonstrado na tabela 3, a massa adiposa branca inguinal nas proles aos

21 dias estava elevada tanto nas fémeas (70%) quanto nos machos (100%), em relacao

aos seus controles.

Tabela 3. Avaliacdo do peso relativo de tecido adiposo branco inguinal nas proles aos 21 dias de idade.

Proles Cc21 DH21
Fémeas 0,0446 +0,0043g/cm 0,0773 £0,0044g/cm*
Machos 0,0332 +0,0026g/cm 0,0688 +0,0062g/cm*

Peso relativo do tecido adiposo inguinal (g/cm) de fémeas das proles C21 (n=11) e DH 21(n=20) e machos
das proles C21 (n=10) e DH21(n=11). Dados expressos como média + erro padrdo da média, *p<0,05.
Teste t-Student.
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Ao analisarmos o tecido adiposo perigonadal, observamos aumento de

aproximadamente 90% nas fémeas da prole DH21 em relacdo as fémeas da prole C21 e

0s machos da prole DH21 também apresentavam aumento significativo, cerca de 90%

guando comparados aos machos da prole C. Dados na tabela 4.

Tabela 4. Avaliacdo do peso relativo de tecido adiposo branco perigonadal nas proles aos 21 dias de

idade.

Prole Cc21 DH21

Fémeas 0,0047 +0,006g/cm 0,009 £0,008g/cm*
Machos 0,0039 +0,005g/cm 0,0095 +0,007g/cm*

Peso relativo do tecido adiposo perigonadal (g/cm) de fémeas das proles C21 (n=11) e DH21 (n=20) e de
machos das proles C 21(n=10) e DH21 (n=11) Dados expressos como media + erro padrdo da média.

*p<0,05. Teste t-Student.

4.4 Avaliacédo da hipertrofia no coragédo das proles aos 21 dias

Com o objetivo de analisar se 0 consumo materno de dieta hiperlipidica foi

capaz de modificar a massa do coracdo, este 6rgdo foi coletado, seu peso mensurado e

corrigido pelo comprimento da tibia. O peso relativo do coragdo foi utilizado como uma

medida indireta de hipertrofia. Foi verificado aumento em torno de 7% e 8% na massa

cardiaca dos filhotes fémeas e machos da prole DH, respectivamente, em relacdo aos

seus controles. Esses dados sdo demonstrados na tabela 5.
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Tabela 5. Avaliacdo indireta de hipertrofia no coracdo das proles aos 21 dias de idade.

Proles Cc21 DH21
Fémeas 0,0143 +0,003g/cm 0,0153 +0,002g/cm™*
Machos 0,0150 +£0,001g/cm 0,0163 +0,003g/cm*

Peso relativo do coracdo (g/cm) das fémeas das proles C21 (n=12) e DH21 (n=10) e machos das proles C21
(n=10) e DH21 (n=11). Dados expressos como média + erro padrdo da média. *p<0,05. Teste t-Student.

4.5 Avaliacédo do peso dos rins das proles aos 21 dias

Com o objetivo de analisar se 0 consumo materno de dieta hiperlipidica é capaz
de induzir alteracdo no peso renal, os rins foram coletados, o peso mensurado e
corrigido pelo comprimento da tibia. Ndo foram observado diferencas no peso dos rins

(esquerdo e direito) entre as proles C e DH aos 21 dias de vida. Dados na tabela 6.

Tabela 6. Avaliacéo do peso relativo dos rins das proles aos 21 dias de idade.

Proles Rim esquerdo (g/cm) Rim direito (g/cm)

C21 (n=10) DH21 (n=14) C21 (n=10)  DH21 (n=14)
Fémeas 0,01737+0,001 0,01766+0,005 0,01717+0,001  0,0174+0,004
Machos 0,01676+0,006 0,0166+0,001 0,0162+0,004 0,01728+0,001

Peso relativo dos rins (g/cm) das fémeas das proles C21(n=10) e DH21 (n=14) e machos C21(n=10) e
DH21 (n=14). Dados expressos como média * erro padrdo da média.

4.6 Analise da concentracdo plasmatica do sédio

Ao analisar as concentracdes plasmaticas de sédio nas fémeas (C21 =116,7 +
3,33; DH21= 130,44 + 5,89 mEqg/L), e nos machos proles (C21=133,3 + 6,59 mEq/L;
DH 21=134,3 + 6,47 mEg/L) aos 21 dias de idade ndo observamos diferengas

significativas como demonstrado nas figuras6e 7 .
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Figura 6. Analise da concentracdo plasmatica de sodio nas fémeas aos 21 dias. Prole C21 (n=7)
e prole DH21 (n=6). Dados expressos como média + erro padrdo da média.
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Figura 7. Anélise da concentracdo plasmatica de sodio nos machos aos 21 dias. Prole C21
(n=7) e prole DH21 (n=6). Dados expressos como média * erro padréo da media.
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4.7 Analise de sddio na pele das proles aos 21 dias de idade

O equilibrio do Na* e sua regulacio pelos rins sdo determinantes do volume
sanguineo e da pressao arterial. Entretanto, a literatura indica outros reservatorios, como
a pele, onde o Na* é armazenado durante o consumo excessivo de Na* e do qual o
mesmo é liberado na sua restricdo. Investigando se o consumo materno de dieta
hiperlipidica poderia alterar esse balango, foram feitas analises na pele das proles ao
desmame. N&o observamos alteragdes nos parametros analisados entre as fémeas das

proles como observa-se na tabela 7.

Tabela 7. Avaliagdo dos parametros sodio e 4gua na pele das fémeas nas proles aos 21 dias.

Parametros Grupos Experimentais
C21 DH21 A
Peso Umido, g 1,423+0,11 1,679+0,07
Peso Seco, g 0,734+0,11 0,744+0,04
AguaTP, mL 0,894+0,001 0,760+0,005
rAguaP, mL/g 0,590+0,02 0,561+0,02 0,029
R (peleNa+/AguaTP) 0,014+0,004 0,012+0,003 0,002
PeleNa®, mmol 2,454+0,80 2,708+0,54
rpeleNa’, mmol/g | 3,661+0,80 3,941+0,28
APeleNa(a) 4,815+0,12 6,349+0,11
APeleNa(i): 0,002+0,0001 0,0011+0,0001

Agua TP, agua total da pele; rARP, agua relativa da pele; R(peleNa"\AguaTP). Proporcéo de pele Na* para
agua total da pele; P Na®, Na* total da pele, rPele Na*, pele relativa; APeleNa(a):Sédio acumulado ativo;
APeleNa(i):S6dio acumulado inativo. Prole controle (n=11); Prole DH (n=14). Os dados sdo expressos
como média + erro padrdo da média.

Ao analisarmos 0s mesmos parametros nos animais machos das proles nédo
observamos diferenca no peso umido, no entanto foi verificado que os machos da prole
DH apresentavam aumento de 15% de peso seco. Foi verificado que esses mesmos
animais apresentavam menos cerca de 10% volume de agua total na pele (agua TP),
assim como um valor menor cerca de 60% de sodio relativo da pele (rPeleNa®). N&o
observamos alteragdo em nenhum dos outros parametros analisados. Conforme

demonstrado na tabela 8.
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Tabela 8. Avaliacdo dos parametros de sodio e agua na pele dos machos nas proles aos 21 dias.

Parametros Grupos Experimentais
c21 DH21 A
Peso Umido, ¢ 1,48+0,132 1,62+0,131
Peso Seco, g 0,539+0,060 0,839+0,061*
AguaTP, mL 0,843+0,001 0,710+0,005*
rAguaP, mL/g 0,578+0,031 0,546 0,141 0,150
R (peleNa+/AquaTP) 0,011+0,002 0,009+0,003 0,002
PeleNa*, mmol 1,33+0,490 1,54+0,361
rpeleNa’, mmol/g | 2,247+0,371 1,684+0,230*
APeleNa(a) 5,721+0,33 6,309+0,45
APeleNa(i): 0,0023+0,0001 0,002+0,0001

Agua TP, agua total da pele; rARP, agua relativa da pele; R(peleNa"\AguaTP). Proporcéo de pele Na* para
agua total da pele; P Na*, Na* total da pele, rPele Na*, pele relativa ; APeleNa(a):Sdodio acumulado ativo;
APeleNa(i):Sédio acumulado inativo; Prole controle (n=13); Prole DH (n=11). Os dados sdo expressos
como média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste t-Student *p<0,05.

4.8 Resultados da prole até 180 dias de idade

4.8.1 Acompanhamento da massa corporal e consumo alimentar das proles do pos

desmame até 180 dias.

Seguindo a avaliacdo de uma possivel influéncia do consumo materno de dieta
hiperlipidica sobre o ganho de massa corporal da prole, o monitoramento do peso
corporal teve prosseguimento do desmame até os 180 dias. Ndo houve diferenca como
demonstram as figuras 8 e 9 na evolugdo do peso corporal observados mensalmente em
fémeas e machos (respectivamente). Os dados avaliados indicam os seguintes valores de
peso corporal:. Dia 30: Fémeas C=94,037 + 1,359g; DH=97,583 + 0,990g; Machos
C=126,516 + 2,633g; DH=124,176 + 2,245g; Dia 60 Fémeas C=152,136 + 1,743g;
DH=159,166 + 1,440g, Machos C=195,548 + 2,601g; DH=192,882 + 3,051g, Dia90:
Fémeas C=196,344 + 2,030g; DH=197,083 + 2,282g, Dia 120 Fémeas C=241,069 +
2,300g; DH=249,583 + 2,296g, Machos C=393,483 + 5,643g; DH=386,588 + 5,921g,
Dia 180 Fémea C=278,750 + 3,350g; DH=288,000 + 2,860g, Machos C=490,615 +
9,279g; DH=476,633 *+ 8,662g. Os dados indicam que a partir do momento em que
todos comecaram a se alimentar com dieta controle ndo houve mais influéncia do

consumo materno de dieta hiperlipidica sobre o0 ganho de peso da prole.
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Figura 8. Evolucdo da massa corporal das proles do p6s desmame aos 180 dias. Fémeas C

(n=29) e DH (n=29). Dados expressos como média + erro padrdo da média.
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Figura 9. Evolucdo da massa corporal das proles do p6s desmame aos 180 dias. Machos C

(n=29) e DH (n=29). Dados expressos como média + erro padrdo da média.
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As figuras 10 e 11 apresentam o consumo alimentar das proles pds desmame,
observadas em fémeas e machos, respectivamente. Ndo foi observado diferenca ao
longo do tempo em nenhuma das proles. Os dados analisados indicam 0s seguintes
valores: Dia 28: Fémeas C=10,60 + 1,39g; DH=10,3 + 1,33g, Macho C=11,00 £ 0,05¢;
DH=10,5 + 1,009, Dia 36: Fémeas C=14,16 + 1,40g; DH=16,49 + 1,329, Machos
C=18,2 = 1,09g; DH=18,08 + 0,91¢g, Dia 64: Fémea C=19,59 =+ 0,19g; DH=20,19 *
0,569, Machos C=27,78 = 1,12g; DH=23,82 + 2,861g, Dia 92: Fémeas C=23,04 +
1,08g; DH=24,32 + 1,10, Machos C=32,70 + 1,69g; DH=32,15 *+ 0,969, Dia 125:
Fémeas C=19,69 + 0,62g; DH=21,41 + 0,63g, Machos C=26,90 + 1,83g; DH=28,55 +
1,699, Dial53: Fémeas C=21,28 + 1,099; DH=22,37 + 0,489, Machos C=27,18 + 1,82g;
DH=30,87 + 1,939, Dial80: Fémeas C=14,93 = 0,77g; DH=14,98 + 1,229, Machos
C=19,85 + 1,79g; DH=20,94 + 2,32g.
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Figura 10. Consumo alimentar das fémeas das proles C e DH do desmame aos 180 dias. Prole
C (n=10) e DH (n=14). Dados expressos como média * erro padrdo da média.
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Figura 11. Consumo alimentar dos machos das proles C e DH do desmame aos 180 dias. Prole
controle (n=11) e DH (n=13). Dados expressos como média * erro padrdo da média.

4.8.2 Avaliacdo do peso dos tecidos adiposos brancos aos 180 dias

Semelhante ao procedimento feito na prole aos 21 dias, logo apds a eutanasia, 0s
tecidos adiposos brancos viscerais (retroperitoneal e perigonadal) e subcutaneo (tecido
inguinal) foram coletados das proles aos 180 dias, pesados e corrigidos pelo peso da
tibia. Nao foi detectada diferenca entre as proles como demonstrado nas tabelas 9, 10 e
11.

Tabela 9. Avaliacdo do peso relativo de tecido adiposo branco retroperitoneal nas proles aos 180 dias de
idade.

Prole C180 DH180
Fémeas 0,3946+0,0931 g/cm 0,2710+£0,0315 g/cm
Machos 0,6580+0,2045 g/cm 0,6029+0,0671 g/cm

Peso relativo do tecido adiposo branco retroperitoneal (g/cm) de fémeas das proles C180 (n=5) e DH180
(n=9). Machos das proles C180 (n=10) e DH180 (n=11). Dados expressos como média + erro padrdo da
média.

43



Tabela 10. Avaliagdo do peso relativo de tecido adiposo branco inguinal nas proles aos 180 dias de idade.

Prole C180 DH180
Fémeas 0,6702+0,1477g/cm 0,9115+0,1240g/cm
Machos 2,238+0,5831g/cm 2,7340+0,1814g/cm

Peso relativo do tecido adiposo branco inguinal (g/cm) de fémeas das proles C180 (n=10) e DH180 (n=7) e
de machos das proles C180 (n=7) e DH180 (n=8). Dados expressos como média * erro padrdo da média.

Ao analisarmos o tecido adiposo perigonadal, observamos que ndo houve

diferenca significativa nos animais com 180 dias conforme demonstrado na tabela 11.

Tabela 11. Avaliacdo do peso relativo de tecido adiposo branco perigonadal nas proles aos 180 dias de

idade.

Prole C180 DH180

Fémeas 0,4412+0,0931g/cm 0,5927+0,1810g/cm
Machos 1,421+0,1651g/cm 1,790+0,5483g/cm

Peso relativo do tecido adiposo perigonadal (g/cm) de fémeas das proles C180 (n=7) e DH180 (n=10) e de
machos das proles C180(n=7) e DH180 (n=10). Dados expressos como media * erro padrdo da média.

4.8.3 Avaliacéo da hipertrofia no coragédo das proles aos 180 dias

Tendo como objetivo investigar se a programacao por consumo materno de dieta

hiperlipidica foi capaz de alterar ao peso do coracdo, este 6rgao foi coletado, pesado e

seu peso corrigido pelo comprimento da tibia, assim como o procedido aos 21 dias. O

peso relativo foi utilizado como medida indireta de hipertrofia. Ndo foram observadas

diferencas significativas como demonstrado na tabela 12.
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Tabela 12. Avaliacgéo indireta de hipertrofia no coracdo das proles aos 180 dias.

Proles C180 DH180
Fémeas 0,2578+0,01317g/cm 0,2853+0,01399g/cm
Machos 0,3762+0,01900g/cm 0,3592+0,01003g/cm

Peso relativo do coracgdo (g/cm) das fémeas das proles C180 (n=12) e DH180 (n=13) e machos das proles
C180 (n=12) e DH180 (n=12). Dados expressos como média + erro padrdo da média.

4.8.4 Avaliacdo do peso dos rins das proles aos 180 dias

Na busca de alteracGes provocadas pela programacdo do consumo materno dieta
hiperlipidica no peso renal, estes foram coletados, 0 peso mensurado e corrigido pelo
comprimento da tibia. Nao foram observadas diferencas significativas no peso dos rins
esquerdo e direito das proles DH comparativamente aos da prole C. Como demonstra a
tabela 13.

Tabela 13. Avaliagdo do peso relativo dos rins das proles aos 180 dias de idade.

Proles Rim esquerdo (g/cm) Rim direito(g/cm)
C180(n=12) DH180(n=13) | C180(n=12) DH180(n=12)

Fémeas 0,25+0,0061 0,2740,0105 0,26+0,0061 0,26+0,0113

Machos 0,36+0,0010 0,36+0,0106 0,35+0,0120 0,36+0,0111

Peso relativo do dos rins (g/cm) das fémeas das proles C180 (n=12) e DH180 (n=12) e machos das proles
C180 (n=12) e DH180 (n=12). Dados expressos como média + erro padrdo da média.

4.8.5 Avaliacdo da pressdo arterial nas proles aos 180 dias

Considerando a morbimortalidade da hipertensdo arterial e evidéncias em favor
de uma origem ja na vida intrauterina (GLUCKMAM et al., 2007) analisamos se 0
consumo materno de dieta hiperlipidica poderia programar alteracdo na presséo arterial
(PA). A afericdo da pressao arterial sistolica (PAS), pressao arterial diastolica (PAD) e
pressdo arterial média (PAM) das proles aos 180 dias foi realizada pelo método de tail

cuff, opcdo escolhida por ser um método ndo invasivo. Nao verificamos alteragdes
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significativas nas afericdes realizadas entre as fémeas de ambas as proles. No entanto,
0s machos da prole DH apresentavam valores maiores cerca de 11,5% na PAS em
relagdo ao grupo controle (Tabelal4).

Tabela 14. Avaliagdo da pressdo arterial das proles aos 180 dias de idade.

Grupos PAS (mmHg) PAD (mmHg) PAM (mmHg)

C180 DH180 C180 DH180 C180 DH180

Fémeas | 126,0+3,148 134,8+3,066 | 97,8+6,787 109,9+ 6,607 | 111,5+4,815 115,7 +4,377

Machos | 139,5+£6,071 155,2+2,081* | 110,0 £3,84 121,6 £3,551 | 119,845,688 132,5£3,927

Pressdo sistolica (PAS),diastélica (PAD ) e média (PAM) das proles C e DH aos 180 dias de idade. Fémeas
das proles C180 (n=09) e DH180 (n=09) e machos das proles C180 (n=10) e DH180 (n=09). Dados expressos
como média = erro padrdo da média, *p<0,05. Teste t-Student.

4.8.6 Andlise de ingestdo hidrica, volume urinario e consumo alimentar das proles na

fase adulta

Tendo como objetivo avaliar a ingestdo hidrica, diurese e consumo alimentar das
proles, as mesmas foram colocadas em gaiolas metabdlicas aos 175 dias de idade e 1&
permaneceram por 4 dias consecutivos para o0 monitoramento metabdlico. N&o
observamos diferenca na ingestdo hidrica entre os grupos experimentais. Na ingestdo
hidrica os valores obtidos foram: dia 01: Fémeas C180=37,20+2,227mL; DH180=36,78
+ 2,655 mL, Machos C180=34,00 + 2,875mL; DH=37,22 + 1,56 mL, dia 02: Fémeas
C180= 29,30 + 2,329mL; DH180=36,78 + 2,655mL, Machos C180=25,50 + 2,509mL;
DH180= 30,80 + 2,046mL, dia 03 Fémeas C180=29,40 + 2,500mL; DH180=28,70 +
1,814mL, Machos C180=30,10 + 2,046mL; DH180=31,80 + 1,931mL, dia04: Fémeas
C180= 26,90 + 1,609mL; DH180=24,50 + 2,841mL, Machos C180=27,67 + 2,882mL;
DH180= 29,63 + 2,259 mL, como demonstrado nas figuras 12 e 13.
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Figura 12. Analise comparativa de ingestdo hidrica das fémeas das proles C180 (n=09) e DH180
(n=09) no monitoramento metabdlico. Dados expressos como média * erro padrdo da média.
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Figura 13. Andlise comparativa de ingestdo hidrica dos machos das proles C180 (n=10) e
DH180 (n=09) no monitoramento metabdlico por 4 dias. Dados expressos como media + erro

padrdo da média.
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Ao analisarmos o volume urinario ndo observamos nenhuma diferenca entre as
proles. Volume urinédrio dia 01: Fémeas C180=17,80 + 2,88mL; DH180=15,00 +
3,896mL, Machos C180=17,30 + 2,880mL; DH180=15,00 * 3,896mL, dia 02: Fémeas
C180=16,30 + 2,939mL; DH180=16,23 + 3,322mL, Machos C180=16,40 + 2,939mL;
DH180=16,23 + 3,322mL, dia03 Fémeas C180=16,20 + 2,161mL; DH180=16,33 +
2,528mL, Machos C180=16,20 + 2,161mL; DH180=16,33 + 2,528mL, dia 04 Fémeas
C180=16,80 + 2,119mL; DH180=16,62 + 3,714mL, Machos C180=16,80 + 2,119mL;
DH180=16,62 + 3,714mL, como demonstrado na figuras 14 e 15.
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Figura 14. Andlise comparativa do volume urinério das fémeas das proles C180 (n=09) e
DH180 (n=09) no monitoramento metabdlico por 4 dias consecutivos. Dados expressos como
média * erro padrdo da média.
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Figura 15. Analise comparativa do volume urinario de machos das proles C (n=10) e DH
(n=09) no monitoramento metabdlico por 4 dias consecutivos. Dados expressos como média +
erro padrao da média.

Em relacdo ao consumo alimentar ndo foi observado nenhuma alteracdo. Os
valores obtidos durante as andlises foram: dia 01 Fémeas C180=15,80 + 5,0000g;
DH180=15,03 + 3,7700g, Machos C180=17,00 + 5,0000g; DH180=15,33 + 3,7700g,
dia 02 Fémeas C180=16,20 + 2,090g; DH180=14,7300 + 3,070g, Machos C180=17,20
+ 2,090g; DH180=14,33 * 3,070g, dia 03 Fémeas C180=18,20 + 2,2000g;
DH180=18,50 + 2,0000g, Machos C180=19,00 + 2,2000g; DH180=19,5000 + 2,0000g,
dia 04 Fémeas C180=16,48 + 2,7600g; DH180=16,80 + 1,3000g, Machos C180=16,60
+ 2,7600g; DH180=17,00 + 1,3000g, conforme o ilustrado nas figuras de 16 e 17.
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Figura 16. Andlise comparativa de consumo alimentar das fémeas de proles C180 (n=10) e
DH180 (n=09) no monitoramento metabdlico por 4 dias consecutivos. Dados expressos como
média £ erro padrdo da média.
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Figura 17. Analise comparativa do consumo alimentar dos machos das proles C180(n=10) e
DH180 (n=09) no monitoramento metabdlico por 4 dias consecutivos. Dados expressos como
média * erro padréo da média.
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4.8.7 Andlise de parametros bioquimicos da urina

Com a finalidade de avaliar se 0 consumo materno de dieta hiperlipidica foi
capaz de programar e consequentemente alterar o funcionamento renal, foram feitas
analises das concentracdes de creatinina, K*, CI', iCa, nCa e tCa, da urina coletada no
ultimo dia de permanéncia nas gaiolas metabdlicas. Ndo observamos diferencas nas
dosagens realizadas entre as fémeas das proles C e DH, no entanto a mesma avaliagédo
realizada nos animais machos das proles aos 180 dias de vida demonstrou diferencga
somente na concentracdo do eletrolito CI™ que estava cerca de 11% menor nos machos
da prole DH em relacéo a prole C. Dados da coleta do quarto dia do monitoramento, na
tabela 15.

Tabela 15. Avaliagdo de pardmetros bioquimicos da urina das proles aos 180 dias de idade.

Pardmetros Fémeas Machos
C180 DH180 C180 DH180

Creatinina(mg/dL) | 67,07 £ 4,99 58,82 + 2,85 82,35+4,11 81,51 +4,19
K* (mEg/L) 129,5 + 6,66 120,3+2,22 | 131,8+1,30 120,7 + 3,95
CL (mEq/L) 2453+ 1,78 237,2+7,38 | 269,6+ 2,45 2465+ 1,01 *
iCa(mg/dL) 0,6782 £ 0,03 0,748 £ 0,07 0,61 + 0,05 0,6991 + 0,07
nCa(mg/dL) 0,8464 + 0,05 0,973+0,013 | 0,70+ 0,06 0,8927 £ 0,13
tCa(mg/dL) 1,691+ 0,10 1,944 + 0,26 1,39+0,12 1,785+0,25

Dados expressos como média + erro padrdo da média. Fémeas da prole C180 (n=11) e DH180 (n=10) e
Machos da prole C180(n=10) e DH180 (n=11); iCA célcio ionizado ou livre. tCA Célcio total. nCa Célcio
normalizado, * p<0,05.Test t student.
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4.8.8 Andlise da concentracao plasmatica de sodio das proles aos 180 dias

Ao analisarmos a concentracdo plasmatica de sddio nas proles aos 180 dias, ndo
observamos diferengca nos animais fémeas de ambas as proles (C180=150+£3,1;
DH180=151,44+1,89 mEqg/L). No entanto constatamos valores maiores nos machos da
prole DH em relacdo ao machos da prole C (C180=137,5+3,59 mEQ/L;
DH180=158,5+2,47 mEq/L). Como demonstrado nas figuras 18 e 19.
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Figura 18. Concentragdo plasmatica de s6dio nos animais fémeas das proles C e DH aos 180
dias Analise comparativa das proles C180 (n=12) e DH180 (n=16). Dados expressos como
média £ erro padrdo da média.
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Figura 19. Concentracdo plasmatica de sédio nos animais machos das proles C e DH aos 180
dias Analise comparativa das proles C180 (n=12) e DH180 (n=16). Dados expressos como
média £ erro padrdo da média. * p<0,05. Teste t-Student.
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4.8.9 Andlise da concentracao urinaria de sddio das proles aos 180 dias.

Ao analisarmos a concentracao urinaria de sédio nas fémeas das proles C e DH
ndo observamos diferencas significativas (C180=1,087+0,028mEqg/100g de peso
corporal e DH= 1,123+0,069 mEqg/100g de peso corporal), assim como ndo observamos
diferenca entre os machos das proles C e DH (C=0,638+0,015mEqg/100g de peso
corporal e DH=0,690+0,023mEqg/100g de peso corporal) conforme demonstrado nas
figuras 20 e 21.
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Figura 20. Andlise da concentracdo urinéria de sodio nas fémeas das proles C e DH aos 180
dias de idade. C180 (n=5) e DH180 (n=5) . Dados expressos como média * erro padrdo da
média.
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Figura 21. Andlise da concentracdo urinaria de s6dio nos machos das proles aos 180 dias de
idade. C180 (n=5) e DH180 (n =5). Dados expressos como média * erro padrdo da média.
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4.8.10 Analise de sodio na pele das proles aos 180 dias

Ao examinarmos a concentracdo de sddio na pele das proles C e DH, realizamos

andlises sobre o contetdo de sédio e &gua na pele e ndo observamos alteracdo em

nenhum parametro entre as fémeas das proles C e DH, conforme demonstrado na tabela

16.

Tabela 16. Avaliacdo dos parametros de sodio e 4gua na pele das fémeas nas proles aos 180 dias.

Paramétros Grupos Experimentais
C180 DHI180 A
Peso Umido, g 5,98+0,441 6,09+0,180
Peso Seco, g 2,15+1,350 2,22%0,190
AguaTP, ml 3,831+0,610 3,866+0,221
rARP, ml/g 0,599+0,031 0,637+0,021 0,038
R (pelena+/AquaTP) 0,025+0,003 0,024+0,002 0,001
PeleNa*, mmol 20+1,340 21,93+1,511
rpeleNa’, mmol/g | 9,600+1,282 9,300+1,285
APeleNa(a), mmol/g | 34,313+2,55 34,94+2 87
APeleNa(i), mmol/g | 0,001+0,0001 0,001+0,0001

Agua TP, agua total da pele; rARP, agua relativa da pele; R(peleNa"\AguaTP). Proporcao de pele Na* para
agua total da pele; Pele Na*, Na*total da pele, rPele Na*,sodio relativo da pele; APeleNa(a): sodio acumulado
ativo; APeleNa(i): soédio acumulado inativo. Prole C180 (n=18) e Prole DH180 (n=18). Os dados sdo
expressos como média + erro padrdo da média.
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As mesmas analises foram realizadas nos machos das proles aos 180 dias e
observamos diferenca apenas na agua total na prole DH. Dados demostrados na tabela
17.

Tabela 17. Avaliacdo dos parametros de sodio e 4gua na pele dos machos nas proles aos 180 dias.

Parametros Grupos Experimentais
C180 DH180 A
Peso Umido, g 6,470,281 6,42+0,510
Peso Seco, g 2,060,151 2,20+0,161
AguaTP, ml 4,412+0,040 4,12040,071*
rARP, ml/g 0,662+0,010 0,643+0,022 0,0191
R (pelena+/AquaTp) 0,026+0,004 0,034+0,006 0,0084
PeleNa’, mmol 26,57+2,880 30,64+2,951
rpeleNa’, mmol/g | 11,45+1,551 13,96+1,780
APeleNa(a) 16,99+3,11 19,43+2,98
APeleNa(i): 0,008+0,001 0,008+0,001

Agua TP, agua total da pele; rARP, agua relativa da pele; R(peleNa"\AguaTP). Proporcao de pele Na* para
agua total da pele; PeleNa” , Na* total da pele, rPele Na®, sodio relativo da pele; APeleNa(a):Sodio
acumulado ativo; APeleNa(i):Soédio acumulado inativo. Prole C180 (n=18); Prole DH180 (n=18). Os
dados sdo expressos como média + erro padrdo da média e foram analisados pelo teste t-Student*p<0,05.
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5 DISCUSSAO

A dieta materna na gestacdo e lactacdo podem afetar o estado de saude das
geracOes futuras. A nutricdo materna pode interferir no desenvolvimento da prole
aumentando a susceptibilidade a doencas cronicas na fase adulta dos descendentes
(LOWENSOHN R, 2016) e esses efeitos transgeracionais parecem ser explicados por
modificagdes epigenéticas, com associacdes entre a nutricdo intrauterina e 0
desenvolvimento de doengas crénicas ndo transmissiveis na vida adulta (SOUBRY A.,
2013).

Uma incompatibilidade entre o desenvolvimento pré e pds-natal estdo
relacionados a maior predisposicdo a comorbidades futuras tais quais hipertenséo,
dislipidemias e disfuncdes cardiovasculares (BARKER, 2007; MOURA & PASSOS,
2005). Essa associacdo pode ser atribuida a um estimulo ou insulto, em um periodo
critico do desenvolvimento, visto que este pode desencadear programacdo metabdlica
na prole (SIMMONS, 2005; MINGRONE et al., 2008; HALES & BARKER, 2011,
ROSS & DESAI, 2013). Neste estudo investigamos a inferéncia do consumo materno
de dieta hiperlipidica sobre a presséo arterial de ratos adultos e o possivel envolvimento
do ion sédio neste processo. H& na literatura dados como os relatados por FRANCO e
colaboradores (2012) que a dieta materna hiperlipidica durante a gestacdo e lactacdo nao
alterou a massa corporal da prole ao nascimento. Desai e colaboradores (2014)
demonstraram que o consumo materno de dieta hiperlipidica promoveu maior ganho de
peso corporal a partir da 3° semana apds o nascimento da prole. Do mesmo modo que
FRANCO e colaboradores (2012), observamos em nosso trabalho que o consumo
materno de dieta hiperlipidica ndo alterou a massa corporal dos filhotes fémeas e
machos ao nascimento. No acompanhamento do ganho de peso corporal, observamos
maior ganho de massa corporal nas fémeas a partir do 18° dia de vida e 0s machos a
partir do décimo quinto dia de vida. Esse aumento de peso corporal persistiu até o dia
do desmame. De acordo com o verificado por Franco e colaboradores (2012), o
aumento no ganho de peso corporal na prole pode estar associado com as alteracfes na
composicao do leite materno (aumento nos niveis de triacilglicerol e redugdo nas taxas

de colesterol).

Os nossos resultados indicam que o consumo materno de dieta hiperlipidica

promoveu maior peso relativo do tecido adiposo branco retroperitoneal, inguinal e
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perigonadal. Esses dados tem suporte da literatura (WHITE et al., 2009; EMILIANO et
al., 2011), que aponta que o consumo materno de dieta hiperlipidica pode alterar o
metabolismo da prole, uma vez que dietas que sdo ricas em gordura, por exemplo,
alteram a composicdo do leite materno. O peso dos tecidos adiposos, assim como no

desmame foram avaliados, na fase adulta, sem que qualquer diferenca fosse detectada.

O surgimento de doencas cronicas ndo transmissiveis na programacao
metabolica por manipulagdo na nutricio materna sdo demonstrados em diversos
estudos. O estado nutricional da mée influencia a quantidade e a qualidade de nutrientes
que chegam ao feto, representando um determinante da programacdo metabolica e da
composicao corporal (LANGLEY-EVANS SC, 2010). Embora haja dados na literatura
que a dieta hiperlipidica materna possa levar a obesidade da prole na vida adulta esse
fato ndo verificado em nosso trabalho.

A hipertensdo arterial ¢ o principal fator de risco de mortalidade por doengas
cardiovasculares, estando relacionado ao aumento de sua incidéncia (KERNEY et al.,
2010). Representa maior influéncia sobre o risco de doencas cardiovasculares do que
hipercolesterolemia, hiperglicemia e obesidade (GRUNDY SM et al., 2005). Dados na
literatura demonstram associacgdes entre a dieta durante a gravidez e 0 aumento do risco
do comprometimento cardiaco e risco de doenca cardiovascular (WALLACE et al.,
2001, LANGLEY-EVANS et al., 2014).

Ao investigarmos a pressdo arterial da prole, tivemos o cuidado de evitar a
exposicdo da prole ao estresse, assim sendo tal medida ndo pode ser realizada ao
desmame, sob pena de causar interferéncias significativas nas analises do sistema
cardiovascular, principalmente nas analises de plestimografia de cauda, uma vez que tal
técnica € realizada com os animais ndo anestesiados. Além disso, tais manipulagdes

seriam somadas ao estresse do desmame.

Observamos aumento da pressdo arterial sistdlica nos machos da prole DH
adulta, indicando uma resposta sexo-especifica. Os resultados anteriores do nosso grupo
de pesquisa demonstraram que o consumo materno de dieta hiperlipidica n&o foi capaz
de promover qualquer alterac@o na presséo arterial da prole aos 30 dias de vida (ZECA,
2015).
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Diversos estudos tém evidenciado a relacdo entre caracteristicas qualitativas e
quantitativas da dieta materna e ocorréncia de enfermidades cronicas na prole, entre
elas, as doengas cardiovasculares (SCHAEFER EJ. et al., 2002).

Os hébitos alimentares maternos, apresentam-se como marcadores de risco para
doencas cardiovasculares, por exemplo, o consumo elevado de colesterol participa da
etiologia das dislipidemias, diabetes e hipertensdio (MUSTAD VA et al.,, 2001) e
modificacfes na composicao lipidica da dieta podem promover alteracfes nos niveis
séricos de colesterol, evidenciando o efeito da dieta nos niveis de colesterol plasmatico,
que pode ser significativamente modificado pela quantidade e qualidade dos acidos

graxos ingeridos.

Estudos sugerem que dietas pobres em gordura, ricas em proteinas e em
carboidratos com alto teor de fibras promovem mais saciedade, com menor taxa caldrica
que alimentos gordurosos, produzindo beneficios para os niveis de lipideos sanguineos
e de pressdo arterial (BRASIL, 2005; ASTRUP et al., 2000; CAUDILL et al., 1998).

Dados do nosso grupo de pesquisa apontam o aumento da massa cardiaca da
prole DH aos 21 dias de idade. Conforme dados da literatura, é possivel que esse
aumento da massa ventricular seja o inicio de adaptacdo cardiaca frente ao surgimento
da obesidade que teria direcionado para as altera¢cdes na funcéo sistélica registradas aos
30 dias de idade. Ha trabalhos como de BOER e colaboradores (2008) cujo animais da
prole cujas progenitoras foram submetidas a restricdo proteica na gestacgdo,
apresentaram diversas alteracdes em vias metabdlicas; na pressdo arterial; na atividade
inflamatoria e estresse oxidativo; nos processos de apoptose, autofagia e senescéncia
pelo envelhecimento que poderiam de forma associada, causar hipertrofia celular e
fibrose de tecidos e 6rgaos, incluindo do coracdo. De SILVA (2015) estudou o impacto
da hipertrofia cardiaca (HC) e diabetes mellitus (DM) materna na prole cujos resultados
sugerem que alteracBes ocorridas durante o periodo de gestacdo e lactacdo, em
decorréncia da presenca de HC e /ou DM, se reproduzem na prole, precipitando um
quadro inflamatério que pode ser a génese das alteracBes cardiometabolicas. Os
modelos experimentais de programacdo que envolvem dieta obsogénicas e observam a
prole jovem demonstram o aumento de tdnus simpatico (SAMUELSSON et al., 2013b;
BLACMORE et al., 2014) e este aumento também esté relacionado ao surgimento da
hipertensdo arterial.
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Outro fator relacionado a génese e/ou manutencdo da hipertensdo arterial € o
consumo elevado de sodio, tendo em vista que este cation € o mais abundante no liquido
extracelular, que, juntamente com outros ions (potassio e cloreto), desempenham papel
fundamental na manutencdo da pressdo osmatica e do equilibrio hidrico e acido-basico
do organismo. Devido a essa caracteristica, sua ingestdo elevada favorece a elevacgéo
dos niveis presséricos e, em longo prazo, o desenvolvimento da hipertensdo arterial
(COZZOLINO et al.; 2012).

Em um estudo realizado por CABRAL e colaboradores (2012) foi demonstrado
que a dieta materna pode promover alteracdes em transportadores renais de sédio e na
sua regulacdo na prole adulta. Sendo assim, analisamos a concentrcao deste ion na prole
e ndo observamos alteracdes na concentracdo plasmatica de sddio ao desmame, mas ao
analisarmos este parametro nas proles aos 180 dias, observamos aumento somente nos

animais machos da prole DH em relacdo ao machos da prole C.

Investigamos possiveis efeitos renais do consumo materno de dieta hiperlipidica
na prole, frente aos dados registrados da hipertensdo arterial. Ndo observamos alteracao
no peso dos rins na fase de desmame nem na fase adulta. Considerando as diversas
doencas que cursam com politria, como por exemplo, diabetes mellitus, doenca renal
policistica e de certa forma a hipertensao arterial (WANG et al., 1996), monitoramos as
proles, na fase adulta, em gaiola metabdlica para coleta do volume urinario pois, a perda
de néfrons compromete a funcdo renal (BRENNER et al., 1988; ZANDI et al., 2006;
MESQUITA et al., 2010). Nao encontramos diferencas no volume urinario entre as
proles. Ndo observamos diferencas nas analises das concentracBes de creatinina
(alteracbes na concentracdo urinaria de creatinina, pode-se considerar que ha algum
problema na funcdo renal, que ndo estardo fazendo a filtragem do sangue da forma
adequada) (DUSSE et al., 2016), K*, CI, calcio normalizado (nCa), calcio ionizavel
(iCA) e o calcio total (tCa) realizadas entre as fémeas das proles, no entanto, na mesma
avaliacdo realizada nos animais machos das proles observamos diferenca somente na
concentragdo do eletrolito CI™ que estava menor nos machos da prole DH em relagdo a
prole C. Sendo este o principal anion extracelular, tendo relevante papel na regulacéo de
fluidos corpdreos, como distribuicdo de agua no organismo, manutencdo da presséo
osmotica do plasma e a neutralidade elétrica, sua caréncia pode contribuir para
problemas circulatérios. Uma deficiéncia de cloreto é rara, pode resultar em alcalose,

uma condicgéo de risco de vida em que o sangue torna-se excessivamente alcalino.
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Ha evidéncias de que individuos que desenvolvem pressao arterial elevada teria
uma falha na capacidade dos rins de excretar sodio (MENETON et al., 2005). Outro
fator relacionado ao aumento da pressdo arterial em animais programados, sé&o
alteracdes nos componentes do SRAA intra-renal (MESQUITA et al., 2010; VACCARI
et al., 2013). O SRAA ¢ tradicionalmente conhecido por suas acdes enddcrinas
sistémicas exercidas pela angiotensina Il (All). Apesar da All ndo ser o unico produto
biologicamente ativo, certamente é o mais bem estudado e tem seus efeitos amplamente
conhecidos. A All tem acédo indubitavel sobre a hemodinamica renal e a conservacdo de
sodio, podendo, assim, estar diretamente implicada na fisiopatologia da hipertenséo
sistémica (RODRIGUES CIS, 2000).

O equilibrio do fon Na* e sua regulacdo pelo rim sdo determinantes para o
volume sanguineo e, portanto, da pressdo arterial. Ndo observamos alteragdo nas
analises de concentracdo urinaria de sodio em nenhuma das proles. Através de dosagens
séricas, foi observado aumento na concentracdo plasmatica de sodio nos machos adultos
da prole DH.

O conceito de que existe armazenamento intersticial de sddio na pele, conforme
proposto pelo grupo de Titze (2004), abre uma nova perspectiva sobre as adaptacdes
fisiologicas as mudangas nos eletrolitos da dieta. Quando entendermos melhor os
processos regulatérios envolvidos no armazenamento de sodio e suas contribuicbes
quantitativas para a homeostase volémica, também poderemos abrir novos caminhos
terapéuticos no tratamento da hipertensdo e danos nos 6rgdos-alvo (RABELINK et al.,
2009). Ha na literatura (SCHNEIDER et al., 2017) estudos sobre como a pele pode
estocar Na* e esse estoque pode estar relacionado com alteracbes na pressdo arterial.
Titze e colaboradores (2004) demonstraram que héa reservatorios corporais em humanos.
Existem estudos relacionando esse armazenamento tecidual com o desenvolvimento de
hipertensdo essencial e em ratos esse sitios sdo a pele e musculos (que nédo foi objetivo
de estudo neste trabalho). Caso haja uma deficiéncia no processamento de eletrolitos, a
resultante seria 0 acumulo de sodio na pele e aumento da pressdo arterial. As alteraces
nas proteinas da pele que agregam sodio e dgua ainda precisam de mais estudos para

serem elucidados.

Assim sendo, por meio de afericbes de peso na pele das proles e dosagens do
sodio, na busca de alteracdes acarretadas pelo consumo materno de dieta hiperlipidica,
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detectamos aumento do peso seco da pele, diminui¢do do sddio relativo da pele e agua
total da pele nos machos da prole ao desmame. Ao analisarmos 0s mesmos parametros
na fase adulta da prole, observamos diminuicdo apenas da &gua total da pele nos
machos. Estes dados indicam uma resposta sexo-especifica em animais da prole cujas

matrizes foram submetidas a dieta hiperlipidica.

As fungbes da agua no corpo sao muitas, portanto, uma perda hidrica pode ser
um sinal de alerta. O registro da diminuicdo de &gua total da pele ocorreu sem desajuste
na concentracdo de sddio na pele dos grupos, esse conteudo hidrico subtraido da pele
dos machos do grupo DH pode estar sendo utilizado em alteragdes nas proteinas da pele
que agregam sodio e A&gua, que ainda precisam ser elucidadas, regularizar a
osmolalidade plasmaética e pode ser relacionada ao sexo uma vez que nas fémeas essa

alteracé@o néo foi observada em nenhuma fase.

Outra possibilidade é que a capacidade de tornar o sddio retido osmoticamente
inativo na pele e outros compartimentos extracelulares pode estar prejudicada (TITZE et
al., 2003). Estudos de longo prazo sugerem que ao sodio total do corpo flutua
independente da ingestdo ou do peso corporal, a no¢cdo de armazenamento de s6dio na
pele e em outros reservatérios também sdo consistentes com a idéia de que grandes
quantidades podem ser armazenadas sem acUmulo paralelo de 4&gua. Titze e
colaboradores (2014) atraves da técnica de ressonancia magnética, em humanos, mediu
0 sodio na pele e panturrilha, e em seguida, fizeram medidas diretas desses tecidos por
meio de espectrometria de absor¢do atémica (TITZE et al., 2014 ). Sendo assim, o sédio
poderia ter vindo de outro reservatdrio, como o musculo que ndo foi objeto de estudo

neste trabalho.

Nossos dados demonstram que o consumo materno de dieta hiperlipidica
promoveu maior massa corporal ao desmame. As alteracdes de concentracdo plasmatica
de sodio, sexo especifica somente observadas na fase adulta, pode ter contribuido para o
aumento da pressdo arterial sistdlica registrado nos animais machos da prole. Esses
eventos podem estar relacionados com o desenvolvimento de doencas cardiovasculares,

como a hipertenséo.
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6 CONCLUSAO

O consumo materno de dieta hiperlipidica é capaz de promover o aumento da
massa corporal e cardiaca da prole ao desmame. Nestas, apenas 0s animais machos
apresentaram, na pele, aumento do peso seco, diminui¢do da agua total e do sddio
relativo. Na fase adulta da prole, o consumo materno de dieta hiperlipidica promoveu
aumento da concentracdo plasmatica de sodio e da pressdo arterial sistélica (PAS)
somente nos animais machos. Das alteracfes sexo especificas precoces apenas a

diminuicdo de agua total da pele foi registrada na fase adulta.

A correlacdo entre os eventos causadores da programacdo metabdlica e o
aparecimento de doencas cardiovasculares tem sido atribuida a nutricdo materna, visto
que a alimentacdo materna desequilibrada, durante a gestacéo e lactacdo, pode predispor
a prole a doencas durante a vida adulta. No nosso modelo observamos que 0 consumo
materno de dieta hiperlipidica promove aumento na concentracdo plasmatica de sodio e
da pressdo sistolica na prole adulta de modo sexo-especifico. Esses eventos podem estar

relacionados com o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, como a hipertensao.
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