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RESUMO
A ma alimentacdo dos progenitores pode predispor a prole a doencas

cardiometabolicas. O objetivo desse estudo foi investigar se a dieta hiperlipidica (H)
submetida aos progenitores predispde a prole a disturbios cardiometabdlicos. Para
isso ratos Fischer foram submetidos a dieta H (GOHM e GOHF) ou controle (C)
(GOCM e GOCF) durante o acasalamento, gestacédo e lactagcéo, gerando as proles
F1 (FIHM e F1CM) ou (F1HF e F1CF). Parte das proles F1 (FIHM e F1CM) ou
(F1HF e F1CF) foram acasalados e tornaram-se os genitores G1 (G1HM e G1HF) ou
(G1CM e GI1CF), e suas proles divididas em (F2HM e F2CM) ou (F2HF e F2CF).
Todas as proles F1 e F2 consumiram dieta C apds desmame até completar 90 dias
de idade. Avaliou-se o0s parametros nutricionais, biométricos, bioquimicos e
hemodinamicos. Os progenitores GOHM apresentaram aumento da PAM (PAM), FC
(bpm) e massa corporal (g). As progenitoras apresentaram resisténcia a insulina
(ng/ml), aumento do indice de adiposidade, dos niveis de triglicérides (mg/dL), da
ingesta energética (Kcal), aumento relativo do péancreas (g/100g), da glicemia
(mg/dL), do HOMA-IR e da PAM.

Os ratos F1IHM (n=6-14) e F1HF (n= 6-9) apresentaram aumento da PAM
(12314 e 122+3; respectivamente), maior queda da PAM induzida pelo hexameténio
(ms/mmHg) (-56+2 e -44+5; respectivamente), da ingesta de agua (ml) (23812 e
164+8; respectivamente), ingesta caldrica (791+12 e 587+11; respectivamente) e
alimentar (g) (226x5 e 168%6; respectivamente), o depdsito de gordura
retroperitoneal (g/100g) (5,9+4 e 5,0+0,3; respectivamente), o indice de adiposidade
(18+1,4 e 7x0,4; respectivamente), a massa corporal (341+t1 e 21845;
respectivamente), a glicemia de jejum (138+2 e 129%4; respectivamente), e
triglicérides (176+10 e 180+10; respectivamente) comparado aos grupos F1CM
(n=6-16) e F1CF (n=6-18). Os ratos F2HM (n=7-12) e F2HF (8-15) apresentaram
aumento a PAM (1271 e 13045; respectivamente), maior queda da PAM induzida
pelo hexametdnio (-46x1 e -42+2; respectivamente), a ingesta de agua (25710 e
188+8; respectivamente), ingesta alimentar (23317 e 176+6; respectivamente) e
calorica (812113 e 608+12; respectivamente), peso relativo do figado (g/100q)
(3,440,1 e 3,5%0,1; respectivamente), o indice de adiposidade (13+0,2 e 7,7+0,1;
respectivamente), massa corporal (3363 e 209+2; respectivamente), a glicemia de
jejum (124+2 e 123+7; respectivamente), o colesterol total (mg/dL) (93£2 e 1033;
respectivamente) e os triglicérides (142+8 e 169+9; respectivamente) comparado
aos grupos F2CM (n= 8-11) e F2CF (n=8-12). Nossos dados mostram que a dieta H
materna durante o0 acasalamento, gestacdo e lactagdo induziu disturbios
caracteristicos da SM nas proles F1 e F2 mesmo estas sendo alimentadas com dieta
C apds desmame. Além disso, esses distarbios cardiometabdlicos foram de maior
extensdo nas proles F2 em relag&o as proles F1.

Palavras-chave: Sindrome metabdlica, genitores, proles F1 e F2, dieta hiperlipidica.



ABSTRACT
The poor maternal diet during pregnancy can predispose the offspring to

cardiometabolic diseases. The aim of this study was to investigate whether the high
fat diet (H) submitted to parents predisposes the offspring to cardiometabolic
disorders. For this, Fischer rats were submitted to diet H (GOHM and GOHF) or
control (C) (GOCM and GOCF) during mating, gestation and lactation, generating F1
(F1HM and F1CM) or (F1HF and F1CF) offspring. Part of the F1 (F1IHM and F1CM)
or (F1IHF and F1CF) progeny were mated and became the G1 (G1HM and G1HF) or
(G1CM and G1CF) parents, and their offspring divided into (F2HM and F2CM) or
(F2HF and F2CF). All F1 and F2 offspring consumed C diet after weaning until 90
days of age. Nutritional, biometric, biochemical and hemodynamic parameters were
evaluated. The GOHM progenitors presented increase of mean arterial pressure
(MAP-mmHg), FC (bpm) and body mass (g). The progenitors presented insulin
resistance (ng / ml), increase in the adiposity index, triglyceride levels (mg / dL),
energy intake (Kcal), relative increase of pancreas (g / 100g) dL), HOMA-IR and
MAP.The F1HM (n = 6-14) and F1HF (n = 6-9) rats presented an increase in MAP
(123 + 4 and 122 + 3, respectively), a higher fall in MAP induced by hexamethonium
(ms/mmHg) (-56+2 and -44+5,respectively), and ingestion of water (ml) (238+12 and
16448, respectively), caloric intake (791+12 and 587+5, respectively), the
retroperitoneal fat deposit (g / 100g) (5.9+4 and 5.0+0.3, respectively), the adiposity
index (18+1.4 and 7x0,4, respectively), body mass (341+1 and 218 + 5, respectively),
fasting glycemia (1382 and 129+4, respectively), and triglycerides (176x10 and
180+£10; respectively) compared to F1ICM (n =6-16) and F1CF (n =6-18) groups. The
F2HM (n=7-12) and F2HF (8-15) rats showed an increase in MAP (127+1 and 130+
5, respectively), a higher fall in MAP-induced by hexamethonium (-46+1 and -42+2,
respectively), ingestion of water (257+10 and 188+8, respectively), food ingestion
(23317 and 174+6, respectively) and caloric intake (812+13 vs 60812, respectively),
relative weight of the liver (g / 100g) (3.4+0.1 vs 3.5%0.1, respectively), adiposity
index (13+0.2 and 7.7+£0.1, respectively), body mass (12312 and 123%7,
respectively), total cholesterol (mg / dL) (93+ 2 and 103+3, respectively) and the total
cholesterol (336 £ 3 and 209 + 2, respectively), fasting glycemia (142+8 and 169+9,
respectively) compared to F2CM (n=8-11) and F2CF (n=8-12) groups. Our data show
that the maternal H diet during mating, gestation and lactation induced characteristic
disturbances of MS in F1 and F2 offspring even though they were fed C diet after
weaning. In addition, these cardiometabolic disorders were of greater extension in
the F2 offspring relative to the F1 offspring.

Key words: Metabolic syndrome, parents, F1 and F2 offspring, high fat diet.
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1 INTRODUCAO

Os efeitos epigenéticos podem ser definidos como caracteristicas
herdaveis e reversiveis que podem ocorrer nos mamiferos, que afetam a
expressao do gene ou do fendtipo celular, que independem das alteracfes na
sequéncia primaria do DNA (SANTOS e cols., 2011; CHOI e cols., 2013). Os
padrbes epigenéticos sao sensiveis a modificacdes ambientais e podem causar
mudancas fenotipicas que serdo transmitidas aos descendentes (PRAY, 2004)

Alteracbes ambientais como o tipo de alimentacdo podem promover
alteracdes epigenéticas (SECKL, HOLMES, 2007; HUANG e cols., 2017).
Estudos epidemiol6gicos mostram que a méa alimentacdo da mae ou do pai
pode influenciar a salde do individuo antes mesmo de seu nascimento
(OZANNE, CONSTANCIA, 2007). Mudancas ocorridas durante o crescimento
intrauterino estdo associadas ao aumento da incidéncia de doencas
cardiovasculares e metabdlicas na vida adulta (BARKER, 1997). A
programacao nutricional € um processo pelo qual um estimulo ocorre no
periodo critico do desenvolvimento da fase intrauterina, afetando
permanentemente estruturas e fun¢des do organismo (WELLS, 2003). Estudos
recentes tém mostrado que a m& alimentacao durante o periodo gestacional e
de lactacao por parte da gestante, pode levar a complicacdes da sindrome
metabdlica (SM) na prole durante a vida adulta (WELLS, 2003; FOWDEN,
FORHEAD, 2004; FOWDEN e cols., 2006; FLYNN, 2013). Adicionalmente, em
modelos animais, verificou-se que a dieta hiperlipidica (H) submetida a genitora
transfere caracteristicas semelhante a SM nos filhotes (GLUCKMAN,
HANSON, 2004).

Em muitos paises do mundo o consumo excessivo de alimentos ricos
em gordura, industrializados e alimentos com alto teor de carboidratos simples
se correlaciona com aumento da incidéncia de SM (LEWIS e cols., 2002;
PENALVA, 2008). A SM é clinicamente caracterizada por no minimo trés
fatores de risco: como disfuncdo endotelial, aumento do colesterol, aumento
dos triglicérides, reducdo do lipoproteina de alta densidade (HDL),
aterosclerose, hipertenséo arterial, obesidade central e resisténcia a insulina
(RI) (REAVEN, 1988; GINSBERG, HUANG, 2000, WHO, 2015).



A SM resulta da interacdo de fatores relacionados ao individuo
(predisposicdo genética para hipertenséo arterial e sedentarismo), e também
fatores relacionados ao meio ambiente como (dieta hiperlipidica, consumo
excessivo de sal e estresse), 0 que caracteriza a natureza multifatorial da
patogénese da SM (MINAME, CHACRA, 2005 ). E essas interacfes genéticas
juntamente com o meio ambiente irdo resultar em alteragbes no organismo
através do aumento da atividade simpatica, aumento da atividade do eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal e RI (FONTES e cols., 1997).

A RI € um estado em que os tecidos sensiveis a insulina, ou seja, tecido
adiposo, figado e muasculo ndo respondem adequadamente aos niveis
circulantes normais de insulina. Para compensar esta resposta inadequada, as
células-Bp pancreaticas aumentam a produgdo de insulina levando a
hiperinsulinemia (DOMINICI e cols., 2014).

A hiperinsulinemia, atuando no sistema nervoso central, age
aumentando a atividade do sistema nervoso simpatico (SNS), gerando um
estado hiperadrenérgico que promove vasoconstricdo na musculatura e
contribui para a elevacdo dos niveis da pressdo arterial média (PAM). Além
disso, tanto a insulina quanto o aumento da atividade simpatica podem
estimular a reabsorcao renal de sddio, que também contribui para a elevacao
da PA (REAVEN e cols., 1996; HALL, 2000).

A hipertensdo arterial (HA) é uma doenca multifatorial, em que o
substrato energético alterado predispde o individuo a acdo de fatores
ambientais, como sal e alcool em excesso, estresse, dietas inadequadas que
desencadeiam o desequilibrio dos complexos (hipertensores e hipotensores)
que regulam a pressao arterial (SACKS e cols., 2001). O controle da HA
implica, portanto, ajustes apropriados da frequéncia e da contratilidade
cardiaca, do estado contratii dos vasos de resisténcia (retorno venoso)
(MICHELINI, 2000; CAMPAGNOLE-SANTOS, HAIBARA, 2001). A regulacao
dos niveis pressoricos dentro de uma faixa estreita de variacdo € mantida por
complexos mecanismos inter-relacionados de controle neural, humoral e local
que pode ser em curto e em longo prazo (FERRARIO e cols., 1990b). O
controle reflexo da frequéncia cardiaca (FC) € um importante mecanismo de
regulacéo da PA em curto prazo (MICHELINI, 2000; SACKS e cols., 2001). As
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fibras barorreceptoras localizadas nos seios carotideos e no arco aodrtico,
proximo a bifurcacdo da caroétida, informam permanentemente ao sistema
nervoso central (SNC) a situacdo da PA através dos nervos glossofaringeo e
vago, regulando assim, a PAM momento a momento. O ndcleo do trato solitario
(NTS) é a primeira estacdo dos sinais sensoriais origindrios do sistema
periférico. Essa informagéo é recebida pelo NTS no bulbo e a resposta efetora
ocorre pela integracdo dos sinais periféricos com estimulos que chegam de
outras areas como diencéfalo e telencéfalo (FELDMAN, ELLENBERGER,
1988) para definir a atividade do sistema nervoso simpatico (SNS).

O SNS desempenha importante papel no controle de fungbes
cardiovasculares, especialmente no controle da PA (KOHLMANN e cols.,
2000). Esse sistema exerce influéncias sobre os dois parametros
hemodinamicos responsaveis pelos niveis de PA, isto €, débito cardiaco e a
resisténcia periférica (KOHLMANN e cols., 2000; IRIGOYEN e cols., 2001).

Véarios estudos mostram que a HA acompanhada de outros fatores
bioquimicos, leva a alteragcdes no metabolismo da insulina e dos lipideos e
sugere que a ligacdo dessas alteracdes € influenciada pelo SNS. Assim, varias
comorbidades e distarbios metabdlico-hormonais que frequentemente se
associam a HA, tais como a obesidade, RI, diabetes mellitus, dislipidemias e
arteriosclerose, sdo influenciadas pela atividade do SNS. Além disso, dados
sugerem que o SNS esta associado a génese da HA e que aumento do tdnus
simpético pode ter um determinante genético (IRIGOYEN e cols., 2001;
LOPES, 2007).

Diversos estudos mostraram que existem projecfes neuronais
excitatérias do NTS para o bulbo ventrolateral caudal (CVLM), que é
caracterizado como uma regido depressora, e partem desta area neurdnios
inibitérios para uma regido presssora rostral (RVLM) por meio de via neuronal
ascendente (LOWEY, 1981; ROSS e cols., 1984a; MCKITRICK, CALERRESU,
1997). Os neurdnios do RVLM sao simpatoexcitatérios e capazes de estimular
neurénios pré-ganglionares simpaticos, os quais causam elevacao da FC, do
inotropismo e da contratilidade no coracdo, e aumento na resisténcia vascular

provocando, assim, elevacao da PA (LOWEY, 1981).



Quando os niveis pressoéricos sdo mantidos elevados ou diminuidos por
semanas, 0s barorreceptores podem se adaptar a um novo set point e exercer
sua funcdo de conservar estes niveis pressoéricos de adaptacao deste novo set
point dos pressorreceptores quando niveis mais elevados da PA sdo mantidos
(MCCUBIN e cols., 1956; KUMADA e cols., 1990; BRITTO, 1997). A
manutencdo da PA elevada, por algum momento estara acompanhada de
reducdo da sensibilidade da bradicardia reflexa (SBR) (BRISTOW e cols.,
1969). Estudo de Carvalho e cols. (2003) (CARVALHO e cols., 2003) sugerem
que haja uma inabilidade de neurbnios do CVLM em contrabalancear o
aparente aumento da atividade simpatoexcitatria intrinseca de neurdnios
localizados no RVLM de animais hipertensos.

Quando ocorre um aumento da PA, sinais periféricos oriundos dos
barorreceptores projetam-se para neurdénios no CVLM, no ndcleo ambiguo e no
ndcleo dorsal do nervo vago. ProjecBes neurais simpatoinibitérias do CVLM
para RVLM causara acao inibitoria da atividade simpatica tbnica. Ja o nucleo
ambiguo e no nucleo dorsal do nervo vago provocara ativacdo do sistema
nervoso parassimpatico e que ira reduzir reflexamente a FC e
consequentemente a PA (AICHER e cols., 1995; CHAN, SAWCHENKO, 1998;
HAN e cols., 1998).

Ja o sistema renina angiotensina (SRA) é o sistema hormonal mais
amplamente estudado entre os sistemas de regulacdo da PA em médio e em
longo prazo. O SRA cuja cascata de formacéo inclui interacdes enzima-
substratos que resultam na producdo de varios peptideos biologicamente
ativos. Desempenha importante papel no controle da PA, homeostase dos
fluidos corporais, eletrolitos, e funcdo celular (FERRARIO e cols., 1997,
SANTOS e cols., 2003). O SRA controla a osmolaridade do meio interno
juntamente com a aldosterona e com a vasopressina (FERRARIO e cols.,
1990b; MARTINEZ-MALDONADO, 1991).

Varios outros peptideos biologicamente ativos que compdem o SRA séo
conhecidos além da Ang Il, dentre eles estdo a angiotensina Il (Ang IlI),
angiotensina IV (Ang 1V), angiotensina-(1-7) [(Ang-(1-7)], angiotensina-(1-9)
[(Ang-(1-9)], angiotensina-(1-5) [Ang-(1-5)] e alamandina. (SANTOS e cols.,



1988; FERRARIO, 1990a; SANTOS, CAMPAGNOLE-SANTOS, 1997,
SANTOS e cols., 2000; LAUTNER e cols., 2013).

O desequilibrio entre os componentes do SRA esta relacionado a
diferentes doencas como disturbios caracteristicos da SM e doencas
cardiovasculares (HENRIKSEN, 2007; PERKINS, DAVIS, 2008). Na SM ocorre
aumento da atividade dos componentes do eixo, da enzima conversora de
angiotensina (ECA)/angiotensina (Ang) Il/ receptor AT1 da Ang Il (MONTEZ e
cols., 2012; PUTNAM e cols., 2012) que exerce acbes pro-inflamatorias, pro-
oxidantes e proliferativas (DOMINICI e cols., 2014), enzima conversora de Ang
I (ECA2)/ Ang-(1-7)/ receptor MAS da Ang-(1-7), que se apresenta como
regulador enddgeno ao eixo ECA/AngII/AT1 devido as suas propriedades anti-
hipertensivas, anti-hipertroficas, anti-tromboticas e anti-fibréticas (FURUHASHI
e cols., 2004; FERRARIO e cols., 2005; SANTOS e cols., 2008).
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FIGURA 1: Visao esquemaética do sistema renina angiotensina (Fonte: Santos et al., 2013)

O aumento da leptina circulante foi sugerido como contribuidor para o
aumento da PA na obesidade por ativacdo do SNS (HAYNES e cols., 1997;
SHEK e cols., 1998). A leptina € um hormonio polipeptidico ndo glicosilado de
16 kDa produzido principalmente pelo tecido adiposo branco (TAB) e é
classicamente conhecida como horménio da saciedade, que ao ser liberado

pelo TAB, atua no cérebro induzindo reducéo da ingestao alimentar (YU e cols.,
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1997; OTERO e cols., 2006). Locais de ligacao a leptina foram encontrados em
regibes do cérebro que também sdo importantes no controle cardiovascular, e
ha motivos para suspeitar que a leptina poderia afetar a funcdo cardiovascular
atraveés dos seus efeitos no SNC (BORNSTEIN, TORPY, 1998).

A producdo de leptina esta parcialmente relacionada ao tamanho da
massa do TAB e depende ainda dos niveis de insulina, estado energético,
horménios sexuais, e de uma grande variedade de mediadores inflamatdrios,
incluindo interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-q)
(KRYSIAK e cols., 2005; LAGO e cols., 2007). Em condi¢cdes normais 0s niveis
circulantes de leptina correlacionam-se com o conteudo de gordura corporal.
Entretanto durante a obesidade, observa-se que o aumento da leptina ndo é
mais capaz de regular corretamente a ingestdo alimentar, caracterizando a
reducdo da sensibilidade a leptina. Em adicao, diversos estudos mostraram
aumento dos niveis séricos de leptina durante processos infecciosos e
inflamatoérios (HOWARD e cols., 1999; FAGGIONI e cols., 2001); que ocorre
provavelmente, secundario ao aumento de interleucina-1b (IL-1b), TNF-a e
interleucina-6 (IL-6). Esses dados sugerem que a atuacdo da leptina durante
processos inflamatérios como em situacdes de aumento do tecido gorduroso
visceral € regulada, em parte, pela liberacdo de outras adipocinas (FANTUZZI,
2008).

Autores sugerem gque niveis reduzidos de aldosterona plasmatica podem
ser devidos a reducdo da ingestao de potassio associada a anorexia induzida
por leptina (TARTAGLIA e cols., 1995), outra explicacdo é que ocorra um efeito
direto da leptina no cortex adrenal (SHEK e cols., 1998). Ja foi demonstrado
em culturas de células adrenais primarias, que a leptina pode inibir diretamente
a producdo de esterdides adrenocorticais e a expressao de mRNA das enzimas
do citocromo P450 (TARTAGLIA e cols., 1995). Portanto, a leptina pode
diminuir cronicamente a producdo de esteroides ao nivel da adrenal. Além
disso, dados mostram um aumento na atividade da renina plasmatica em ratos
cronicamente tratados com leptina (0,12 mg / kg por dia durante 7 dias) e que o
aumento da renina pode ser devido ao aumento da atividade simpatica (SHEK
e cols., 1998).



J4 é sabido que a dieta H esta diretamente relacionada com a SM na
mae (PENALVA, 2008, LEWIS, 2002). Em modelos animais verificou-se que a
dieta H da genitora induz nas proles um fenotipo semelhante a SM humana
(GLUCKMAM & HANSON, 2004).

Dados anteriores de nosso laboratério (DE CASTRO e cols.2013)
mostram que dietas ricas em frutose e hiperlipidica induzem alteracdes
metabdlicas e acumulo de gordura no figado e rins dependentes da idade do
rato. A dieta hiperlipidica, para os ratos jovens (4 semanas de idade) e a dieta
rica em frutose, para os ratos adultos (12 semanas de idade) sdo as
intervengdes nutricionais mais eficientes em induzir, em maior extensao, as
alteracdes bioquimicas, fisioldgicas e histoldgicas caracteristicas da sindrome
metabdlica humana. Nesse estudo anterior de nosso laboratério (DE CASTRO
e cols., 2013) mostramos que ratos submetidos ao consumo de dietas ricas em
frutose e dieta hiperlipidica (12 e 4 semanas de idade, respectivamente) sofrem
distirbios metabdlicos como aumento do colesterol total e/ou fracdes e
aumento da alanina aminotransferase, associado a alteracdes histologicas
hepéaticas como esteatose e presenca de processos inflamatérios (DE
CASTRO et al., 2013).

Adicionalmente, estudos (WILLIAMS e cols., 2014; ZHENG e cols.,
2014; DESAI e cols., 2017; JOHNSON e cols., 2017) epigenéticos recentes
sugerem que o ambiente e a alimentacdo durante a gestacdo pode influenciar a
saude da prole em longo prazo. Assim, na fase adulta a prole, onde a genitora
foi exposta a dieta hiperlipidica, apresenta aumento no peso corporal, menor
tolerancia a glicose, diminuicdo da sensibilidade a insulina, aumento do
colesterol sérico e esteatose hepatica apdés desmame (ZHENG e cols., 2014).
Ainda, a dieta materna rica em gordura durante a gravidez e a lactacado pode
modular a gliconeogénese, a homeostase lipidica e a expressdo génica na
sinalizacdo de coativador dos receptores ativados por proliferadores
peroxissomais (PPAR) no inicio da vida da prole (ZHENG e cols., 2014).

Baseado nessas evidéncias, este presente projeto visa investigar os
efeitos da dieta hiperlipidica submetida aos progenitores (pai e mae GO0) no
periodo do acasalamento, e na progenitora GO durante a gestacdo e lactagéo,

sobre diferentes parametros nas proles de ratos F1 e F2. Com os resultados



obtidos na realizacdo desse projeto, pretendemos esclarecer se a dieta
desequilibrada submetida & progenitora pode gerar distirbios metabdlicos nas
proles F1 e F2 e também ampliar o entendimento das alteracbes nutricionais,
biométricas, bioquimicas e hemodinamicas envolvidas no desenvolvimento e
na manutencdo do excesso de gordura corporal que acomete um grande

namero de pacientes em todo mundo.

2 JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos a SM tem sido alvo de muitos estudos devido ao
aumento da incidéncia dessa doenca e devido ao fato da doenga apresentar
multiplas causas e grande variabilidade na manifestacdo dos disturbios entre
pacientes. Além disso, existe uma intensa busca para compreendermos 0s
efeitos epigenéticos sobre a saude da prole, em longo prazo. A gestacdo e
lactacdo s&o periodos de grande importadncia para o desenvolvimento e
crescimento da prole.

A ma alimentacdo da gestante pode levar a complicacdes para a prole
no decorrer da vida. Esse estudo se justifica pelos fatos (1) das doencas
cardiovasculares, serem uma das mais frequentes causas de morbidade e
mortalidade no mundo,(2) do crescente aumento na parcela da populacdo que
vem desenvolvendo sobrepeso e obesidade devido ao consumo de dieta H e
hipercalorica e (3) dos escassos trabalhos relacionados aos efeitos de tal dieta
sobre o desenvolvimento do sistema metabdlico e seus mecanismos de
controle em individuos adultos que foram expostos a ela durante o
desenvolvimento fetal (FESTI et al., 2014; BOULANGE et al., 2016).

Neste sentido, nosso presente estudo possui como inovacdo avaliar 0s
efeitos da exposicdo de ratos a dieta H sobre parametros cardiometabdlicos
das proles F1 e F2. Dessa forma, esperamos incrementar os parcos estudos
acerca de como fatores ambientais, como a dieta durante o periodo perinatal,
que a afetam a “programacéo fetal” durante o desenvolvimento de mamiferos

podem gerar e manter quadros de doencas.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da dieta H submetida aos progenitores durante o periodo de
acasalamento, gestacdo e lactacdo sobre diferentes parametros
cardiometabolicos nas proles F1 e F2.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a ingesta alimentar, caldrica e de agua em ratos GO, G1, Fl1 e F2;

Avaliar os parametros biométricos (peso relativo do figado, rins, coracgéo,
pancreas, suprarrenais, depdsito de gordura inguinal, retroperitoneal,
epididimal e tecido adiposo marrom, indice de Lee e de adiposidade e
massa corporal) em ratos GO, G1, F1 e F2;

Avaliar a resisténcia a insulina através da glicemia de jejum, insulina,
HOMA-IR, HOMA-B em ratos GO, G1 e F1,

Avaliar os parametros bioquimicos através da leptina, teste de tolerancia

oral a glicose (TTOG) e perfil lipidico em ratos GO, G1, F1 e F2;

Avaliar os parametros hemodinamicos através da avaliacdo direta da
pressdo arterial basal, frequéncia cardiaca basal, sensibilidade da
bradicardia reflexa e bloqueio simpatico pelo hexameténio em ratos GO,
Gl,FleF2.



4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados machos (290g + 10; n= 20) e fémeas (220g £ 10; n=20)
Fisher, todos com 90 dias de idade para acasalamento com o intuito de obter
proles, que foram utilizadas para experimentagdo com 90 dias apds
nascimento. Os animais permaneceram em gaiolas individuais e em ciclo claro-
escuro 12h — 12h no Centro de Ciéncia Animal da UFOP (CCA/UFOP). Durante
todo o experimento os animais tiveram livre acesso a agua e as dietas. Todos
os procedimentos foram realizados de acordo com as Diretrizes de Etica em
Cuidados de Animais Experimentais. O projeto foi aprovado pelo comité de
ética animal da Universidade Federal de Ouro Preto n° do protocolo 2016/49
(ANEXO I).

4.2 Definicdo das Dietas
Apos 90 dias de idade, os animais machos e fémeas consumiram dieta

C (comercial para roedores, Nuvilab CR1) ou dieta H com 37% de banha (DE
CASTRO e cols, 2013) durante o periodo de acasalamento, gestacdo e
lactacdo. Todas as proles receberam dieta (C). A composicdo das dietas esta
descrito na tabela 1 abaixo:

Tabela 1. Composicéo e conteudo energético das dietas

DIETA CONTROLE (C) DIETA HIPERLIPIDICA (H)
Ingredientes p/ 1 kg Un Ingredientes p/ 1 kg Un
Proteina 220,000 g Leite condensado 316,000 g
Caseina 180,500 g
Carboidrato 575,000 g Frutose 34,200 g
Lipideo 123,000 g Banha 370,000 g
Fibra bruta 70,000 g Fibra (cel. Microcrist.) 50,000 g
Célcio 10,000 g Mix mineral 35,000 g
Fésforo 6.000 mg Mix vitamina 10,000 g
Mix mineral 90,000 g Cloridrato de Colina 2,500 g
DL-Metionina 1,800 g
Kcal/ g 3,50 Kcal/ g 5,20
TOTAL (g) 1000,0 TOTAL (g) 1000,0

Composicao da dieta (g/Kg) consumidas pelos animais.
10



4.3 Protocolo Experimental
No acasalamento, uma fémea e um macho (geracdo GO0), virgens, nao

consanguineos, com 90 dias de idade, foram alocados em gaiola plastica (30
cm x 21 cm x 19 cm). Os animais foram divididos em dois grupos e receberam
dieta C ou H por 10 dias. Findado este periodo, os machos foram retirados e as
fémeas foram realocadas em gaiolas individuais, onde continuaram a receber,
dieta C ou H durante todo o periodo de gestacao (28 dias) e de lactacdo (21
dias), totalizando 59 dias.

No nascimento, as ninhadas foram manipuladas aleatoriamente de
maneira tal que foram mantidos até oito filhotes por mée a fim de garantir
crescimento homogéneo. No desmame, os machos e as fémeas das ninhadas
(geragcao F1) foram divididos em dois grupos: Um oriundo das genitoras que
receberam dieta C e outro proveniente das genitoras que receberam dieta H.
Estes animais foram realocados em gaiolas coletivas (4 a 5 animais por gaiola,
separados por sexo) e receberam dieta C por mais 90 dias. Uma parte dos
ratos machos e fémeas da geracdo F1 foi separada para acasalamento para
gerar os ratos F2. Para tanto, foram acasalados machos e fémeas F1 (geracao
G1), ndo consanguineos, oriundos da geracao GO que foram divididos em dois
grupos: machos e fémeas onde a geracdo GO consumiu dieta C e machos e
fémeas onde a geracdo GO consumiu dieta H. A geracao F2 foi acompanhada
até 90 dias de idade e consumiu apenas dieta C.

4.4 Definicdo dos grupos

Dieta hiperlipidica Dieta controle
Acasalamento
Acasalamento T
90 dias I
2 . 5 - « 2 o A v - ° d4 o d;
deidade  10dij3  3°dia 13° dia 41°| dia 62° dia 131| dia  141°dia “5'9 dia 190° d1a 2590 dia
— Ll -~
. | | Gestacio |  Amamentagio | ‘ I Gestacio . Amamentac3o | :
o i TP EPE PP CEPE PP erPECeerrCerrereerrreerrreerree | | » | i
L . = . - hd = " -
’e « 2dias M+F (GO) | 28 dias 21 dias l 69 dias l M+F (G1) I 28 dias | 21diss I 69 dias
. * 10 dias ! F;-ole El Prole F1 10 dias . proleF2 Prole F2
c/amie £ i o
. Retirar macho I Retirar mae I Retirar ""?dm G/amse  petirar mie, Eutanasia
Ratos Fisher Eutanssia Eutandsia I Eutanasiz Eutanasia
M+F (GO
2 (F1) SEE (F2)
Eutanasia F1/

Acasalamento G1

Figura 2: Delineamento experimental
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Os ratos foram divididos em 16 grupos:

Grupo GOCM: progenitor submetido a dieta C no periodo de acasalamento,
totalizando 10 dias;

Grupo GOHM: progenitor submetido a dieta H no periodo de acasalamento,
totalizando 10 dias;

Grupo GOCF: progenitora submetida a dieta C no periodo de acasalamento,
gestacao e lactacao, totalizando 59 dias;

Grupo GOHF: progenitora submetida a dieta H no periodo de acasalamento,

gestacao e lactacao, totalizando 59 dias;

Grupo F1CM: prole macho oriundo de progenitores que consumiram dieta C e
gue logo apos desmame consumiu dieta C até completar 90 dias de idade.
Grupo F1HM: prole macho oriunda de progenitores que consumiram dieta H e
que logo apds desmame consumiu dieta C até completar 90 dias de idade.
Grupo F1CF: prole fémea foi oriunda de progenitores que consumiram dieta C
e gue logo ap6s desmame consumiu dieta C até completar 90 dias de idade.
Grupo F1HF: prole fémea foi oriunda de progenitores que consumiram dieta H

e que logo apos desmame consumiu dieta C até completar 90 dias de idade.

Grupo G1CM: macho F1 onde os progenitores (GO) comeram dieta C, que se
tornou genitor da prole F2 e submetido a dieta C.

Grupo G1HM: macho F1 onde os progenitores (GO) comeram dieta H, que se
tornou genitor da prole F2 e submetido a dieta C.

Grupo G1CF: fémea F1 onde os progenitores (G0O) comeram dieta C, que se
tornou genitora da prole F2 e submetida a dieta C.

Grupo G1HF: fémea F1 onde os progenitores (GO) comeram dieta H, que se

tornou genitora da prole F2 e submetida a dieta C.
Grupo F2CM: prole macho oriundo de genitores que consumiram dieta C, mas

que os progenitores consumiram dieta C e que logo apos o desmame a prole

consumiu dieta C até completar os 90 dias de idade.
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Grupo F2HM: prole macho oriunda de genitores que consumiram dieta C, mas
que os progenitores consumiram dieta H e que logo ap6s desmame a prole
consumiu apenas dieta C até completar 90 dias de idade.

Grupo F2CF: prole fémea oriunda de genitores que consumiram dieta C, mas
que os progenitores consumiram dieta C e que logo apds desmame a prole
consumiu apenas dieta C até completar 90 dias de idade.

Grupo F2HF: prole fémea oriunda de genitores que consumiram dieta C, mas
gue o0s progenitores consumiram dieta H e que logo apés desmame a prole

consumiu apenas dieta C até completar 90 dias de idade.

4.5 Avaliacdo do consumo alimentar e agua
Duas vezes por semanas foram pesado a dieta e medido o volume de

agua consumido de todas as gaiolas e posteriormente foi calculado o consumo

meédio de dieta e de agua por animal.

4.6 Avaliacao indireta da pressdao arterial média
Os grupos GOCM, GOHM, G1CM e G1HM foram submetidos a

plestimografia de cauda um dia apds o acasalamento para avaliacdo indireta da
PAM e da FC.

O animal foi colocado em um sistema de contenséo para ratos (LE 5022,
Panlab) e permaneceu em uma caixa de aquecimento (LE 5610, Panlab) para
facilitar as medidas de PAM. Neste sistema de contencdo somente a cauda do
animal fica mantida exteriorizada na qual foi acoplado um manguito de
borracha e um transdutor (LE 5160-R, Panlab) para registro da PAM e FC.
Cerca de cinco mensuracfes foram realizadas em cada animal e a média foi

utilizada nas andlises dos resultados.

4.7 Confeccéo de canulas vasculares
Canulas foram confeccionadas a partir de 4 cm (arterial) ou 2 cm

(venosa) de tubos de polietileno (PE 10), polimerizados por aquecimento a 17
cm de tubos de PE 50. O interior das canulas foi preenchido com uma solugéo
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salina (Nacl, 0,9%) e a extremidade livre de PE 50 foi fechada com um oclusor

metalico.

4.8 Canulacao e isolamento de artéria e veia femorais
Para registro dos parametros cardiovasculares 0s animais foram

anestesiados com injecdo intraperitoneal de uma mistura de quetamina
(80mg/Kg) com xilazina (7mg/Kg), em seguida realizou-se uma pequena
incisédo na pele, separando a musculatura para localizacdo do feixe vasculo-
nervoso femoral. As canulas foram introduzidas na aorta abdominal, via artéria
femoral e na veia cava inferior através da veia femoral, para administracdo de
drogas. Em seguida, as mesmas foram amarradas junto ao feixe com fio

cirargico.

4.9 AvaliacOes cardiovasculares direta da pressao arterial média
Findadas as 48 horas de recuperacdo da cirurgia para implantacdo das

canulas, 0,1 mL de uma solucéo de heparina em salina isoténica (1000 Ul/mL)
foi injetada na céanula arterial (pela extremidade do PE50 exteriorizada) para
evitar a formacao de coagulos durante o registro.

Os dados da PAM foram monitorados pelo transdutor de pressao e pré-
amplificados por um pré-amplificador (BridgeAmp). Os dados analégicos foram
convertidos a variaveis discretas por um conversor analdgico para digital
(ADInstrumentsPtyLtd, Austrélia) e registrados pelo software LabChart 7 for
Windows e estocados em arquivos individuais para cada animal. A amplitude
(resolucéo espacial) da janela de digitalizacdo foi configurada para 20 mV e os

dados foram digitalizadas com resolucéo temporal de 1ms (1000 Hz).

4.10 Avaliacéo da Sensibilidade da Bradicardia reflexa
Apoés os 90 dias, nos ratos (FICM, F1HM, F1CF, F1HF, F2CM, F2HM,

F2CF e F2HF) foram avaliados a sensibilidade da bradicardia barorreflexa
(SBR). Para a avaliagédo da SBR, os animais foram anestesiados com injecdo
intraperitoneal de uma mistura de quetamina (80mg/kg) com xilazina (7mg/kg),
para implantacdo das canulas na artéria e na veia femorais esquerdas para
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mensuracao da pressao arterial pulsétil (PAP) e para administracdo de drogas,
respectivamente. AplOs a cirurgia, o analgésico cetoprofeno intramuscular
(4mg.kg™0.1mL) e os antibidticos benzilpenicilinabenzatina (600.000 Ul),
benzilpenicilina procaina (300.000 Ul), benzilpenicilina potassio (300.000 Ul) e
estreptomicina sulfato (500 mg) 0,1mL subcutédneo foram administrados. Cada
animal se recuperou da cirurgia em gaiolas individuais por um periodo de 48
horas com livre acesso a agua e dieta.

A SBR foi avaliada relacionando-se as alteracfes reflexas de FC
induzidas por altera¢cdes transitorias da PAM. Para produzir alteracdes da PAM,
0s animais foram submetidos a inje¢cdes (em bolus) endovenosas (0,1 ml) de
doses crescentes de fenilefrina que variavam de 0,5 a 50,0 ug (Sigma
Chemical Co.,USA) de maneira a se obter respectivamente respostas
pressoras de aproximadamente 10, 20, 30, 40 mmHg. Um intervalo minimo de
um minuto foi mantido entre as injecOes, para permitir que a PAM e FC
retornassem aos valores basais. Os picos das mudancas na FC ocorreram
durante os primeiros 5-10 segundos e corresponderam a maxima alteracao na
PAM produzidas pela formula: 60.000/FC (Figura 3).

A B
PAM I.. F FC convertida em Intervalo de Pulso:
H
i) A IP (ms) = 60 000 — 60 000
FC, FCy
FC .
(bpm) v L e " S Indice de Sensibilidade Barorreflexa
Py indice (ms/ mmHg) = A IP
4O PAM

Figura 3: Representacdo esquemética do teste de sensibilidade do controle reflexo da FC
através de injecdes em doses crescentes de fenilefrina (painel A) e férmulas de conversédo da
FC em intervalo de pulso (IP, ms) e do indice de sensibilidade barorreflexa (ms/mmHg) (painel
B). PAM; FC de pico; FC basal; delta de variacao (A).

4.11 Avaliacao do blogueio simpéatico sobre a PAM
O Dbloqueador ganglionar simpatico, hexameténio (cloreto de

hexametbnio) (Sigma Chemical Co., USA), foi preparado em solucdo de (20
mg/kg i.v.). Estas solu¢des foram aliquotadas em microtubos e permaneceram

congeladas até o momento do uso no freezer -20°C. Apds o término das
15



injecoes (em bolus) endovenosas (0,1 ml) de doses crescentes de fenilefrina,
esperou-se 10 minutos para que o registro voltasse aos valores basais e em
seguida foi administrada a dose intravenosa de 20mg/Kg e logo apos,

aguardou mais 5 minutos e encerrou-se o registro.

4.12 Avaliacdo dos par@metros biométricos
Todos os animais foram pesados duas vezes por semana até o final do

protocolo experimental. Ao final do experimento, foram realizadas as medidas
do comprimento naso-anal para célculo do indice de Lee, indicado pela
equacdo: [massa corporal (g)¥® /comprimento naso-anal (cm) x 1000] e em
seguida foram eutanasiados e os Orgaos: rins, figado, coracdo, pancreas e
suprarrenais, tiveram seus pesos umidos (g/100g da massa corporal do rato)
avaliados. Os depdésitos de gordura inguinal, retroperitoneal, epididimal foram
dissecados e pesados (g/100g do da massa corporal do rato) e foi realizado o
indice de adiposidade através da formula [massa absoluta (g) dos depdsitos de
gordura inguinal + retroperitoneal + epididimal / massa corporal do rato (g) X
100] (Levin, 1992) e depdsito de tecido adiposo marrom intraescapular foi

dissecado e pesado (g/100g do rato).

4.13 Glicemia de jejum e teste de tolerancia oral a glicose
Em um grupo de 8 animais realizou-se a dosagem da glicemia de jejum

e o teste de tolerancia oral a glicose (TTOG). Os ratos foram submetidos ao
jejum noturno de 8 horas. No dia seguinte foi preparada uma solucdo de
glicose 40%, que foi administrada via gavagem para os animais acordados na
dosagem de 2g/Kg. As amostras de sangue foram retiradas da cauda dos
animais antes e aos tempos 10, 20, 30 e 90 minutos ap6s administragédo oral
da solucéo de glicose de acordo com realizado por Song e colaboradores
(SONG e cols., 2004). Os valores de glicose foram obtidos a partir da
colocacdo de uma gota de sangue da cauda dos animais em fitas do

glicosimetro do tipo Accu-chek active®.
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4.14 Analises Bioquimicas
Apés a eutanasia dos animais submetidos ao jejum noturno foram

coletadas amostras de sangue (2 a 3 ml) com heparina. Em seguida, essas
amostras foram centrifugadas (4000 rpm; 4°C; 6 min), o plasma aliquotado e
guardado a — 80°C, para posteriores analises bioquimicas.

4.14.1 Dosagem colesterol total, triglicérides e glicose
Os niveis de colesterol total, triglicérides e glicose foram determinados

através de kits comerciais individuais (Labtest, Lagoa Santa — MG, Brasil) de
acordo com as instrucbes fornecidas pelo fabricante. As analises foram
realizadas no laboratério de Nutricdo experimental (LABNEX/UFOP).

4.14.2 Dosagem da insulina e da leptina por ELISA
Os niveis da insulina e da leptina foram determinados pelo método de

imunoensaio do tipo Elisa sanduiche utilizando o Kit Ultra sensitive Rat insulin
Elisa Kit (Crystal Chem, Downers Grove, IL., USA). O principio desta dosagem

e o0 protocolo estéo descritos detalhadamente nos anexos Il e lll.

4.15 Calculo HOMA IR e HOMA B
As variaveis que estimam a resisténcia a insulina utilizadas no presente

estudo foram calculadas a partir das seguintes férmulas:
HOMA-IR — Modelo de avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina
HOMA-IR = (I3 x GJ)/ 22,5
HOMA-B — Modelo de avaliacdo da homeostase da capacidade funcional das
células B
HOMA-B = (20 x IJ) / (GJ - 3,5)
IJ=insulinemia de jejum em um/L
GJ= glicemia de jejum em mmol/L (MATTHEWS, 1985)
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4.16 Anélise estatistica
A anélise estatistica foi realizada utilizando o software Prism 6 for

Windows, (Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Os dados foram
expressos como média com o respectivo erro padrao da média para os animais
de cada dieta. Os parametros foram analisados por test “t de Student”, com
excecdo do TTOG que foi avaliado pelo teste ANOVA two-way, seguido do

pés-teste Bonferroni. O nivel de significancia foi previamente fixado em p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagdo dos parametros biométricos dos progenitores GO e
genitores G1

Com o objetivo de avaliar os parametros biométricos dos progenitores
GO submetidos a dieta H (GOHM) ou C (GOCM) durante o acasalamento (10
dias) e genitores G1 (G1HM e GI1CM) oriundos de progenitores que
consumiram dieta H (GOHM e GOHF) ou C (GOCM e GOCF) e que apos o
desmame consumiram dieta C até completar 90 dias de idade, mensurou-se o
peso relativo do figado, dos rins, do coracdo, do pancreas, das suprarrenais,
dos depositos de gordura inguinal, retroperitoneal, epididimal, do tecido
adiposo marrom e da massa corporal; calculou-se o indice de Lee e o indice de
adiposidade.

Como mostrado na tabela 2, os progenitores do grupo GOHM
apresentaram aumento (p<0,05) da massa corporal comparados ao grupo
GOCM. E nao foi observada diferenca significativa entre os demais parametros
analisados.

Em relacédo aos genitores do grupo G1HM os dados foram similares ao

grupo G1CM em todos os parametros analisados.
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Tabela 2. Parametros biométricos dos progenitores GO e genitores G1

Parametros GOCM GOHM G1CM G1HM
Figado 3,36£0,06 3,21+0,05 3,24+0,04  3,32+0,07
(9/1009)

Rim 0,72+0,01 0,68+0,02 0,67+0,01 0,68+0,01
(9/1009)

Coragéao 0,36£0,01 0,35+0,01 0,39+#0,01  0,35+0,01
(9/1009)

Pancreas 0,32+0,02 0,36+0,02 0,39+0,01 0,43+0,01
(9/1009)

Suprarrenais 0,02+0,00 0,04+0,01 0,02+0,00  0,02+0,00
0/100g)

Depasito de gordura 1,43+0,09 1,46+0,08 2,16+0,14 2,04+0,05
inguinal (g/100g)

Depasito de gordura 1,88+0,09 2,13+0,18 1,72+0,09  1,90%0,10
retroperitoneal (g/100g)

Depasito de gordura 1,71+0,09 1,87+0,15 1,64+0,08 1,72+0,09
epididimal (g/100g)

TA marrom 0,07£0,00 0,07+0,00 0,11+0,01  0,09+0,00
(9/1009)

indice de Lee 297+3,44  300%4,89 295+3,38 310+4,76
Adiposidade 5,0410,22 5,48+0,17 5,81+0,38 6,19+0,20
Massa corporal (g) 310+4,63 335+7,74* 363%5,15 370%4,94
N 8 7 9 8

Parédmetros biométricos de progenitores GO submetidos a dieta H (GOHM) ou C (GOCM) durante
0 acasalamento e genitores G1 (G1HM e G1CM) oriundos de progenitores (GOCF e GOCM) ou
(GOHF e GOHM) e que logo ap6s o desmame consumiram dieta C. *p<0,05 comparado aos
grupos GOCM e G1CM (teste t de student). Valores expressos como média + erro padrdo da
média. Peso relativo (g/100g da massa corporal do rato) de érgéos e tecidos, célculo do indice
de Lee [massa corporal (g)”3 /comprimento naso-anal (cm)x 1000] e de adiposidade [Massa
absoluta (g) dos depésitos de gordura inguinal + retroperitoneal + epididimal / da massa corporal

do rato (g) x 100]. N= ndmero de animais. TA = tecido adiposo.

20



5.2 Avaliagcdo dos parametros bioquimicos e hemodinamicos dos
progenitores GO e genitores G1

Com a intencdo de avaliar os parametros bioquimicos e hemodinamicos
dos progenitores GO submetidos a dieta H (GOHM) ou C (GOCM) durante o
acasalamento (10 dias) e genitores G1 (G1HM e G1CM) oriundos de
progenitores que consumiram dieta H (GOHM e GOHF) e C (GOCM e GOCF) e
que apos o desmame consumiram dieta C até completar 90 dias de idade
foram mensuradas a glicemia de jejum, o teste de tolerancia oral a glicose
(TTOG), os niveis de colesterol total e de triglicérides, da pressao arterial
média (PAM) e da frequéncia cardiaca (FC) de forma indireta por pletismografia
de cauda.

A figura 4 mostra que os progenitores GOHM apresentaram aumento
(p<0,05) da PAM (126+4,3 mmHg; n=6) e da FC (408t14,5 bpm; n=6)
comparado ao grupo GOCM (112+3,7 mmHg; n=7, 371+6,7 bpm; n=7,
respectivamente). N&o houve diferenca significativa entre os demais
parametros analisados.

Ja os genitores G1HM apresentaram aumento (p<0,05) da glicemia de
jejum (96,5+6,8 mg/dL; n=7) e dos niveis de triglicérides (207+14,7 mg/dL; n=7)
comparado ao grupo G1CM (82,6+2,41 mg/dL; n=8, 152+3,6 mg/dL; n=8
respectivamente). E ndo foi observada diferenca significativa entre os demais

parametros analisados.
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Figura 4: Parametros bioquimicos e hemodindmicos de progenitores GO (painéis A, C, E, G, | e
K) submetidos a dieta H (GOHM) ou C (GOCM) durante o acasalamento e genitores G1 (painéis
B,D,F, H,Jel) (G1HM e G1CM) oriundos de progenitores (GOHM e GOHF) ou (GOCM e GOCF)
e que apos desmame consumiram dieta C. *p<0,05 comparado aos grupos GOCM e G1CM
(teste t de student) e para andlise teste de tolerancia oral a glicose (TTOG, mg/dL, painéis C e D)
foi utilizado ANOVA two seguido pés teste Bonferroni. Valores expressos como média + erro
padrdo da média. Niveis da glicemia de jejum (mg/dL, painéis A e B), de colesterol total (mg/dL,
painéis E e F), de triglicérides (mg/dL, painéis G e H), (PAM, mmHg, painéis | e J), FC (bpm,
painéisKel).N=6e7.
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5.3 Avaliagdo dos parametros nutricionais das progenitoras GO e
genitoras G1

Com o intuito de avaliar os parametros nutricionais das progenitoras GO
submetidas a dieta H (GOHF) ou C (GOCF) durante o acasalamento (10 dias) a
gestacado (21 dias) e a lactacéo (28 dias) e das genitoras G1 (G1HF e G1CF)
oriundas de progenitores que consumiram dieta H (GOHM e GOHF) ou C
(GOCM e GOCF) e que ap6s o desmame consumiram dieta C até completar 90
dias de idade mensurou-se a ingesta alimentar, a ingesta caldrica e a ingesta
de agua.

Como mostrado na tabela 3, as progenitoras do grupo GOHF
apresentaram reducao (p<0,05) na ingesta alimentar no periodo da gestacao e
lactacdo (250+14,6 g; n=6, 652+36,9 g; n=6 respectivamente) e a ingesta de
agua (155+ 96 mL; n=6, 170+9,5 mL; n=6 respectivamente) comparado ao
grupo GOCF (360+15,5 g; n=6, 1092+39 g; n=6, 210£10 mL; n=6, 284+16 mL;
n=6, respectivamente). E ndo foi observada diferenca significativa na ingesta
caldrica.

Em relacdo as genitoras do grupo G1HF os dados foram similares ao

grupo G1CF em todos os parametros analisados.
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Tabela 3. Parametros nutricionais das progenitoras GO e genitoras G1

Parametros Gestacao Lactacao Gestacéao Lactacao

GOCF GOHF GOCF GOHF G1CF G1HF GICF G1HF
'(g?eSta alimentar 360+15 250+15%  1092+39 652+37%  380+12 361+15 1080434 1055+36
'(r}l%‘fj)ta calorica 1261454 1200476  3822+14  3389+19  1329+43  1313+78  3781+121  3699+187
'E‘rgle)Sta agua 210+10 155+10%  284+16 170+10*  215+10 219+9 273+15 185+9,3
N 6 6 6 6 6 6 6 6

Parametros nutricionais progenitoras GO submetidas a dieta H (GOHF) ou C (GOCF) durante o acasalamento, a gestacéo e a lactagdo e das genitoras G1

(G1HF e G1CF) oriundas de progenitores (GOHM e GOHF) ou (GOCM e GOCF) e que apés o desmame consumiram dieta C. *p<0,05 comparado aos grupos

GOCF e G1CF (teste t de student) Valores expressos como média + erro padrao da média. N= nimero de animais.
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5.4 Avaliacdo dos parametros biométricos das progenitoras GO e
genitoras G1

Com o objetivo de avaliar os parametros biométricos das progenitoras
GO submetidas a dieta H (GOHF) ou C (GOCF) durante o acasalamento (10
dias) a gestacao (21 dias) e a lactagcao (28 dias) e das genitoras G1 (G1HF e
G1CF) oriundas de progenitores que consumiram dieta H (GOHM e GOHF) ou
C (GOCM e GOCF) e que apos o desmame consumiram dieta C até completar
90 dias de idade mensurou-se o peso relativo do figado, dos rins, do coragao,
do péancreas, das suprarrenais, dos depdsitos de gordura inguinal,
retroperitoneal, do tecido adiposo marrom e da massa corporal; calculou-se o
indice de Lee e o indice de adiposidade.

Como mostrado na tabela 4, as genitoras do grupo GOHF apresentaram
aumento (p<0,05) do peso relativo do pancreas, dos depdsitos de gordura
inguinal, retroperitoneal, do tecido adiposo marrom, do indice de adiposidade e
da massa corporal comparado ao grupo GOCF. E néo foi observada diferenca
significativa entre os demais parametros analisados.

Ja as genitoras do grupo G1HF apresentaram aumento (p<0,05) da
massa corporal comparado ao grupo G1CF. E nédo foi observada diferenca

significativa entre os demais parametros analisados.
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Tabela 4. Parametros biométricos das progenitoras GO e genitoras G1

Parametros GOCF GOHF GI1CF G1HF
Figado 4 25+0,25 4,68+0,27 4,51+0,37 4,51+0,42
(9/1009)

Rins 0,82+0,04 0,81+0,01 0,85+0,04 0,87+0,04
(9/100g)

Coracao 0,48+0,01 0,52+0,01 0,86+0,10 0,47+0,02
(g/1009)

Pancreas 0,43+0,05 0,6310,06* 0,40+0,04 0,42+0,04
(g/1009)

Suprarrenais 0,04+0,00 0,05+0,01 0,05+0,00 0,06+0,00
(g/1009)

Deposito de gordura 0,75¢0,11  1,10+0,09% 0,90+0,06 1,09+0,10
inguinal (g/100g)

Depdsito de gordura 1,81+0,19  5,00+0,20* 2,18+0,24  2,49+0,67
retroperitoneal (g/100g)

TA marrom 0,07+0,01  0,14+0,01* 0,12+0,00 0,10%0,02
(g/1009)

indice de Lee 0,28+0,02 0,29+0,81 0,29+0,00 0,31%0,01
Adiposidade 3,40£0,47 7,42+0,33% 3,25+0,31 3,58%0,77
Massa corporal (g) 243+3,48  287+5,84% 21616,14  256+6,03*
N 6 6 7 6

Parametros biométricos das progenitoras GO submetidas a dieta H (GOHF) ou C (GOCF)
durante o acasalamento, a gestacéo e a lactacdo e das genitoras G1 (G1HF e G1CF) oriundas
de progenitores (GOHM e GOHF) ou (GOCM e GOCF) e que apds o desmame consumiram dieta
C. *p<0,05 comparado aos grupos GOCF e G1CF (teste t de student) Valores expressos como
média + erro padrdo da média. Peso relativo (g/100g da massa corporal do rato) de 6rgaos e
tecidos, calculo do indice de Lee [massa corporal (g)”3 /comprimento naso-anal (cm)x 1000] e
de adiposidade [Massa absoluta (g) dos depositos de gordura inguinal + retroperitoneal / da

massa corporal do rato (g) x 100]. N= nimero de animais. TA = tecido adiposo.
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5.5 Avaliacdo da resisténcia a insulina das progenitoras GO e genitoras G1
Com o objetivo de avaliar a resisténcia & insulina das progenitoras GO

submetidas a dieta H (GOHF) ou C (GOCF) durante o acasalamento (10 dias) a
gestacdo (21 dias) e a lactacéo (28 dias) e das genitoras G1 (G1HF e G1CF)
oriundas de progenitores que consumiram dieta H (GOHM e GOHF) ou C
(GOCM e GOCF) e que ap6s o desmame consumiram dieta C até completar 90
dias de idade foram mensurados os niveis da glicose de jejum, da insulina e do
calculo do HOMA IR e do HOMA B.

A Tabela 05 mostra que as progenitoras do grupo GOHF apresentaram
aumento (p<0,05) nos niveis da glicemia de jejum e no célculo do HOMA-IR
comparado ao grupo GOCF. No entanto, os niveis de insulina e o célculo do
HOMA-B no grupo GOHF foram similares (p<0,05) ao grupo GOCF.

Ja as genitoras do grupo G1HF apresentaram aumento (p<0,05) da
glicemia de jejum comparado ao grupo G1CF. E nao foi observada diferenca

significativa entre os demais parametros analisados.
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Tabela 5. Avaliacdo da resisténcia a insulina das progenitoras GO e
genitoras G1

Parametros GOCF GOHF G1CF G1HF
Glicemia 107+6,57 135+4,09% 1024554  129+3,02*
(mg/dL)

Insulina 0,59+0,01 0,62+0,01 0,89+0,01  1,09+0,02
(ng/ml)

HOMA - IR 4,5140,22 6,09:0,18*  579:30,1  6,1740,35
HOMA - 8 167+47,4 93+36,8* 189+38,9  155+18,5
N 6 6 7 6

Avaliacdo da resisténcia a insulina das progenitoras GO submetidas a dieta H (GOHF) ou C
(GOCF) durante o acasalamento, a gestacéo e a lactacédo e das genitoras G1 (G1HF e G1CF)
oriundas de progenitores (GOHM e GOHF) ou (GOCM e GOCF) e que apés o desmame
consumiram dieta C. *p<0,05 comparado aos grupos GOCF e G1CF (teste t de student).
Valores expressos como média + erro padrdo da média. Modelo de avaliacdo da homeostase
da resisténcia a insulina (HOMA-IR) = insulina jejum (1J) x (GJ)/ 22,5. Modelo de avaliacdo da
homeostase da capacidade funcional das células B (HOMA B)= (20 x IJ)/ (GJ x 3,5). N= niumero

de animais.
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5.6 Avaliacdo dos parametros bioquimicos das progenitoras GO e
genitoras G1

Com o intuito de avaliar os parametros bioquimicos das progenitoras GO
submetidas a dieta H (GOHF) ou C (GOCF) durante o acasalamento (10 dias) a
gestacdo (21 dias) e a lactagéo (28 dias) e das genitoras G1 (G1HF e G1CF)
oriundas de progenitores que consumiram dieta H (GOHM e GOHF) ou C
(GOCM e GOCF) e que ap6s o desmame consumiram dieta C até completar 90
dias de idade foram mensurados os niveis de leptina, o teste de tolerancia oral
a glicose (TTOG), niveis de colesterol total e de triglicérides.

A figura 5 mostra que as progenitoras do grupo GOHF apresentaram
aumento (p<0,05) nos niveis de triglicérides (107+6,6 mg/dL; n=6) comparado
ao grupo GOCF (85,2+5,9 mg/dL; n=6). Ndo houve diferenca significativa nos
demais parametros analisados.

Ja as genitoras do grupo G1HF apresentaram aumento (p<0,05) dos
niveis de colesterol total (72+£3,1 mg/dL; n=6) e de triglicérides (95+3,5 mg/dL;
n=6) comparado ao grupo G1CF (54+5,1; 5945,0; n=7, respectivamente). E n&o

foi observada diferenca significativa entre os demais parametros analisados.
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Figura 5: Parametros bioquimicos das progenitoras GO (painéis A, C, E, G) submetidas a dieta
H (GOHF) ou C (GOCF) durante o acasalamento, a gestacdo e a lactacdo e das genitoras G1
(painéis B, D, F, H) oriundas de progenitores (GOHM e GOHF) ou (GOCM e GOCF) e que apds o
desmame consumiram dieta C. *p<0,05 comparado aos grupos GOCF e GI1CF (teste t de
student) e para andlise teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) foi utilizado ANOVA two
seguido pos teste Bonferroni. Valores expressos como média + erro padrdo da média. Niveis
de leptina (ng/mL, painéis A e B), TTOG (mg/dL, painéis C e D), niveis de colesterol total
(mg/dL, painéis E e F) e de triglicérides (mg/dL, painéis G e H). N= 6.
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5.7 Avaliagbes parametros hemodinamicos das progenitoras GO e
genitoras G1.

Com a intencdo de avaliar os parametros hemodinamicos das
progenitoras GO submetidas a dieta H (GOHF) ou C (GOCF) durante o
acasalamento (10 dias) a gestacédo (21 dias) e a lactacdo (28 dias) e das
genitoras G1 (G1HF e G1CF) oriundas de progenitores que consumiram dieta
H (GOHM e GOHF) ou C (GOCM e GOCF) e que apds o desmame consumiram
dieta C até completar 90 dias de idade foi mensurada a pressao arterial média
(PAM, mmHg), a frequéncia cardiaca (FC, bpm), sensibilidade barorreflexa
(SBR, ms/mmHg), variacdo da PAM induzida pelo hexameténio (20 mg/ kg, iv;
A PAM, mmHg), e variacdo da FC (A FC, bpm).

A figura 6 mostra que as progenitoras FOHF apresentaram aumento
p<0,05 da PAM (134+7,6 mmHg; n=6) e maior reducdo da variacdo da PAM
induzida pelo hexameténio (-47,8+1,0 mmHg; n=6) em relacdo ao grupo FOCF
(106+2,1 mmHg; -40,8£0,4 mmHg; n=6 e 7 respectivamente. E nao foi
observada diferenca significativa entre os demais parametros analisados.

As genitoras G1HF apresentaram maior reducao (p<0,05) da variacao
da PAM induzida pelo hexameténio (-45,5+1,0 mmHg; n=6) em relacdo ao
grupo F1CF ( -34,2+2,2) mmHg; n=6 e 7 respectivamente. E ndo foi observada

diferenca significativa entre os demais parametros analisados.
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Figura 6: Parametros hemodinamicos das progenitoras GO (painéis A, C, E, G, I) submetidas a
dieta H (GOHF) ou C (GOCF) durante o acasalamento, a gestacdo e a lactacdo e das genitoras G1
(painéis B, D, F, H, J) oriundas de progenitores (GOHM e GOHF) ou (GOCM e GOCF) e que apos o
desmame consumiram dieta C. *p<0,05 comparado aos grupos GOCF e G1CF (teste t de student).
Valores expressos como média + erro padrdo da média. PAM (mmHg, painéis A e B), FC(bpm,
painéis C e D), sensibilidade barorreflexa (ms/mmHg, painéis E e F), variacdo da PAM induzida pelo

hexametdnio (20 mg/ kg, iv; APAM, mmHg; painéis G e H) e (AFC, bpm; painel H e J). N= 6.
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5.8 Avaliagdo dos parametros nutricionais das proles F1 macho e fémea
Com o intuito de avaliar os parametros nutricionais das proles macho

(FIHM e F1CM) e fémea (F1IHF e F1CF) que consumiram dieta C apos
desmame até completar 90 dias de idade, oriundos de progenitores que
consumiram dieta H (GOHM e GOHF) ou C (GOCM e GOCF) durante o
acasalamento (10 dias), a gestacéo (21 dias) e a lactacéo (28 dias) mensurou-
se a ingesta alimentar, ingesta calorica e a ingesta de agua.

Como mostrado na tabela 6, os machos e as fémeas dos grupos F1HM
e F1HF apresentaram aumento (p<0,05) na ingesta alimentar, caldrica e de

agua comparado aos grupos F1CM e F1CF.
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Tabela 6. Pardmetros nutricionais das proles F1

Parametros F1CM F1HM F1CF F1HF
'(”?ESta alimentar 128165  226154% 98,8437  16846,1%
g
Ingesta calérica 449+12,9  791#123%  346%12,7  587+115*
(Kcal)
'(”gl;’Sta agua 154+10,2 238+11,9% 12869 164+7,9%
m
N 16 14 18 9

Parametros nutricionais das proles macho (FIHM e F1CM) e fémea (F1HF e F1CF) que
consumiram dieta C apés desmame até 90 dias de idade, oriundos de progenitores (GOHM e
GOHF) ou (GOCM e GOCF). *p<0,05 comparado aos grupos F1ICM e F1CF (teste t de student).

Valores expressos como média + erro padrao da média. N= nimero de animais.
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5.9 Avaliacdo dos parametros biométricos das proles F1 macho e fémea
Com o objetivo de avaliar os parametros biométricos das proles macho

(FIHM e F1CM) e fémea (F1IHF e F1CF) que consumiram dieta C apos
desmame até completar 90 dias de idade, oriundos de progenitores que
consumiram dieta H (GOHM e GOHF) ou C (GOCM e GOCF) durante o
acasalamento (10 dias), a gestacéo (21 dias) e a lactacéo (28 dias) mensurou-
se 0 peso relativo do figado, dos rins, do coracdo, do pancreas, das
suprarrenais, dos depdsitos de gordura inguinal, retroperitoneal, tecido adiposo
marrom e da massa corporal; calculou-se indice de Lee e o indice de
adiposidade.

Como mostrado na tabela 7, os machos do grupo F1HM apresentaram
aumento (p<0,05) dos depdsitos de gordura inguinal, retroperitoneal, epididimal
e do tecido adiposo marrom, do indice de adiposidade e da massa corporal
comparado ao grupo F1CM. E nao foi observada diferenca significativa entre os
demais parametros analisados.

As fémeas do grupo F1HF apresentaram aumento (p<0,05) dos
depdsitos de gordura inguinal, retroperitoneal, do indice de adiposidade e da
massa corporal comparado ao grupo F1CF. E ndo foi observada diferenca

significativa entre os demais parametros analisados.
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Tabela 7. ParAmetros biométricos das proles F1

Parametros F1CM F1HM F1CE F1HE
Figado 335+009 3551009 384+019 4,04+0 19
(g/1009)

Rim 0,72+0.02 0,77+0,02 0,98+006  1,02+0,04
(g/1009)

Coragéo 0,65+0,02 0.68+0,03 080+0.04 0,90+0,05
(g/1009)

Pancreas 0,41+0,02 043+0,02 045+001 0,48+0,05
(9/1009)

Suprarrenais 0,02+0,00 0,09+0,06 0,07+0,02 0,08x0,04
(g/1009)

Depésito de gordura 5 345,018  567+3.60% 1,55¢007 1,93+0,16*
inguinal (g/100g)

Deposito de gordura 4 71,015  589+361*% 3641026 501+0,26%
retroperitoneal (g/100g)

Depdsito de gordura + +4.08%  Na . . .
epididimal (g/100g) 1,4940,12 6,14+4,08" Naoseaplica  Nao se aplica
TA marrom 0,12+0,01 0,36+0,24* 015+001 0,16+0,02
(g/1009)

indice de Lee 0,30+344 031+4.89 029+002 0,30+0,01
Adiposidade 5504039 17,7+1,38* 5194031  6.64+0,40*
Massa corporal (g) 200+070  341+127% 1924388  218+514%
N 16 14 18 9

Parametros biométricos das proles macho (FIHM e F1CM) e fémea (F1HF e F1CF) que
consumiram dieta C apés desmame até 90 dias de idade, oriundos de progenitores (GOHM e
GOHF) ou (GOCM e GOCF). *p<0,05 comparado aos grupos F1CM e F1CF (teste t de student).
Valores expressos como média + erro padrdo da média. Peso relativo (g/100g da massa
corporal do rato) de o6rgaos e tecidos, célculo do indice de Lee [massa corporal (g)l/3
/comprimento naso-anal (cm)x 1000] e de adiposidade [Massa absoluta (g) dos depésitos de
gordura inguinal + retroperitoneal + epididimal / da massa corporal do rato (g) x 100]. N=

namero de animais. TA = tecido adiposo.
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5.10 Avaliacdo da resisténcia a insulina das proles F1 macho e fémea
Com o objetivo de avaliar a resisténcia a insulina das proles macho

(FIHM e F1CM) e fémea (FIHF e F1CF) que consumiram dieta C apos
desmame até completar 90 dias de idade, oriundos de progenitores que
consumiram dieta H (GOHM e GOHF) ou C (GOCM e GOCF) durante o
acasalamento (10 dias), a gestacdo (21 dias) e a lactacdo (28 dias) foram
mensurados os niveis da glicose de jejum, de insulina, do célculo de HOMA IR
e de HOMA B.

A Tabela 08 mostra que os machos do grupo F1HM apresentaram
aumento (p<0,05) nos niveis da glicemia de jejum comparado ao grupo F1CM.
E ndo foi observada diferenca significativa entre os demais parametros
analisados.

As fémeas do grupo F1HF apresentaram aumento (p<0,05) nos niveis
da glicemia de jejum e da insulina comparado ao grupo F1CF. E nao foi

observada diferenca significativa entre os demais parametros analisados.
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Tabela 8. Avaliagdo da resisténcia a insulina das proles F1

Parametros F1CM F1HM F1CF F1HF
Glicemia 113+4.63 138+2.41*  99.0+341 129+3 82*
(mmol/L)

Insulina 0,98+0,12 1,19+0.13 3,56+0,18 6.45+0 92*
(ng/mL)

HOMA-IR  9,22+157 11,5+1,19 7.62+2,23 11,1+1,36
HOMA - B 181+19.8 167+20,1 243+19.3 187+27.4
N 6 6 6 6

Avaliacao da resisténcia a insulina das proles macho (FIHM e F1CM) e fémea (F1HF e F1CF)
gue consumiram dieta C apds desmame até 90 dias de idade, oriundos de progenitores (GOHM e
GOHF) ou (GOCM e GOCF). *p<0,05 comparado aos grupos F1CM e F1CF (teste t de student).
Valores expressos como média + erro padrdo da média. Modelo de avaliacdo da homeostase da
resisténcia a insulina (HOMA-IR) = insulina jejum (1J) x (GJ)/ 22,5. Modelo de avaliagdo da
homeostase da capacidade funcional das células B (HOMA B)= (20 x IJ)/ (GJ x 3,5). N= niumero
de animais.
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5.11 Avaliagao dos parametros bioquimicos das proles F1 macho e fémea
Com o intuito de avaliar os parametros bioquimicos das proles macho

(FIHM e F1CM) e fémea (FIHF e F1CF) que consumiram dieta C apos
desmame até completar 90 dias de idade, oriundos de progenitores que
consumiram dieta H (GOHM e GOHF) ou C (GOCM e GOCF) durante o
acasalamento (10 dias), a gestacdo (21 dias) e a lactacdo (28 dias) foram
mensurados os niveis de leptina, o teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) e
0s niveis de colesterol total e triglicérides.

A figura 7 mostra que os machos do grupo F1HM apresentaram
aumento (p<0,05) nos niveis de triglicérides (176+£9,4 mg/dL; n=6) comparado
ao grupo F1CM (107+6,6 mg/dL; n=6).

As fémeas do grupo F1HF apresentaram aumento (p<0,05) nos niveis
de leptina (6,45+0,92, n=6), de colesterol total (77+5,7; n=6) e de triglicérides
(180+9,8; n=6) comparado ao grupo F1CF (3,56%0,18; n=6, 48t4,3; n=6;

9319,7; n=6 respectivamente).
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Figura 7: Parametros bioquimicos das proles macho (F1IHM e F1CM; painéis A, C, E, G) e
fémea (F1HF e F1CF; painéis B, D, F, H) que consumiram dieta C apés desmame até 90 dias
de idade, oriundos de progenitores (GOHM e GOHF) ou (GOCM e GOCF). *p<0,05 comparado
aos grupos F1CM e F1CF (teste t de student) e para analise teste de tolerancia oral a glicose
(TTOG) foi utilizado ANOVA two seguido pos teste Bonferroni. Valores expressos como média
+ erro padrdo da média. Niveis de leptina (ng/mL, painéis A e B), TTOG (mg/dL, painéis C e D),
niveis de colesterol total (mg/dL, painéis E e F) e de triglicérides (mg/dL, G e H). N= 6.
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5.12 Avaliagdo hemodinadmica das proles F1 macho e fémea
Com a intencdo de avaliar os parametros hemodinamicos das proles

macho (F1IHM e F1CM) e fémea (F1HF e F1CF) que consumiram dieta C apos
desmame até completar 90 dias de idade, oriundos de progenitores que
consumiram dieta H (GOHM e GOHF) ou C (GOCM e GOCF) durante o
acasalamento (10 dias), a gestacdo (21 dias) e a lactacdo (28 dias) foram
mensurados a pressao arterial média (PAM, mmHg), a frequéncia cardiaca
(FC, bpm), sensibilidade barorreflexa (SBR, ms/mmHg), variacdo da PAM
induzida pelo hexametonio (20 mg/ kg, iv; A PAM, mmHg), e variagdo da FC (A
FC, bpm).

A figura 8 mostra que os machos do grupo F1HM apresentaram
aumento (p<0,05) da PAM (123£3,5 mmHg, n=13) e da variagdo da PAM
induzida pelo hexameténio (-56,1+2,4 mmHg, n=13) comparado ao grupo
F1CM (106£3,0 mmHg, n=9; -31,4+1,8 mmHg; n=7, respectivamente). E nao foi
observada diferenca significativa entre os demais parametros analisados.

As fémeas do grupo F1HF apresentaram aumento (p<0,05) da PAM
(122+£3,4 mmHg; n=13) e da variagdo da PAM induzida pelo hexametonio (-
43,7+4,9 mmHg; n=9) comparado ao grupo F1CF (97+2,7 mmHg; n=9, -
22,1+4,1 mmHg; n=8, respectivamente). E ndo foi observada diferenca

significativa entre os demais parametros analisados.
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Figura 8: Parametros hemodinamicos das proles macho (FIHM e F1CM; painéis A, C, E, G, I)
e fémea (F1HF e F1CF; painéis B, D, F, H, J) que consumiram dieta C ap6s desmame até 90
dias de idade, oriundos de progenitores (GOHM e GOHF) ou (GOCM e GOCF). *p<0,05
comparado aos grupos F1CM e F1CF (teste t de student), valores expressos como média +
erro padrdo da média. PAM (mmHg, painéis A e B), FC (bpm, painéis C e D), sensibilidade
barorreflexa (ms/mmHg, painéis E e F), variacdo da PAM induzida pelo hexametbnio (20 mg/
kg, iv; APAM, mmHg; painéis G e H) e AFC (bpm, painéis | e J). N=7 - 13.
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5.13 Avaliagdo dos parametros nutricionais das proles F2 macho e fémea
Com a intencdo de avaliar os parametros nutricionais das proles macho

(F2HM e F2CM) e fémea (F2HF e F2CF) que consumiram dieta C apos
desmame até completar 90 dias de idade, oriundos de progenitores que
consumiram dieta H (GOHM e GOHF) ou C (GOCM e GOCF) durante o
acasalamento (10 dias), a gestacdo (21 dias), a lactacdo (28 dias) e de
genitores (G1HF e G1HM) ou (G1CF e G1CM) foram mensurados ingesta
alimentar, ingesta caldrica e ingesta de agua.

Como mostrado na tabela 9, os machos e fémeas dos grupos F2HM e
F2HF respectivamente apresentaram aumento (p<0,05) na ingesta alimentar,

calorica e de agua comparado aos grupos F2CM e F2CF.
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Tabela 9. Pardmetros nutricionais das proles F2

Parametros F2CM F2HM F2CF F2HF
'(”?ESta alimentar 132454  233t6,7% 103435  176+62%
9

Ingesta calorica 463+9.8  812+134*  362+102  608+11,6%
(Kcal)

I(?TﬂfSta agua 19949 3 257+10,2%  137+11,7 188+8,1*
N 11 12 12 15

Parametros nutricionais das proles macho (F2HM e F2CM) e fémea (F2HF e F2CF) que
consumiram dieta C apés desmame até 90 dias de idade, oriundos de progenitores (GOHM e
GOHF) ou (GOCM e GOCF) e de genitores (G1HM e G1HF) ou (G1CM e GI1CF). *p<0,05
comparado aos grupos F2CM e F2CF (teste t de student). Valores expressos como média +

erro padrdo da média.

45



5.14 Avaliacdo dos parametros biométricos das proles F2 macho e fémea
Com a intencdo de avaliar os parametros das proles macho (F2HM e

F2CM) e fémea (F2HF e F2CF) que consumiram dieta C apds desmame até
completar 90 dias de idade, oriundos de progenitores que consumiram dieta H
(GOHM e GOHF) ou C (GOCM e GOCF) durante o acasalamento (10 dias), a
gestacdo (21 dias), a lactacdo (28 dias) e de genitores (G1HF e G1HM) ou
(G1CF e G1CM) foram mensurados o peso relativo do figado, rins, coracao,
pancreas, suprarrenais, dos depdsitos de gordura inguinal, retroperitoneal,
epididimal, tecido adiposo marrom e massa corporal; calculou-se indice de Lee
e o indice de adiposidade.

Como mostrado na tabela 10, os machos do grupo F2HM apresentaram
aumento (p<0,05) no peso relativo do figado, dos depdsitos de gordura
inguinal, retroperitoneal e epididimal, do indice de adiposidade e da massa
corporal comparado ao grupo F2CM. E néo foi observada diferenca significativa

entre os demais parametros analisados.
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Tabela 10. Parametros biométricos das proles F2

Parametros F2CM F2HM F2CF F2HF
Figado 3,13+0,06 3,39+0,09% 3,05+0,06 3,52+0,09%
(g/1009)

Rim 0,69+0,01 0,67+0,02 0,70+0,01  0,77+0,01
(9/1009)

Coracao 0,40+0,02 0,38+0,01 0,43+0,01  0,45+0,01
(g/1009)

Pancreas 0,35+0,01 0,33+0,01 0,44+0,01  0,48+0,01
(9/1009)

Suprarrenais 0,02+0,00 0,04+0,01 0,04+0,02 0,04%0,01
0/100g)

Depésito de gordura 5 03,005  324+0,12% 1,87#011  2,23+0,08*
inguinal (g/100g)

Deposito de gordura 4 55,909  4.75+1.12* 267+0.10 4,02+¢0,11*
retroperitoneal (g/100g)

gpelg?dsl:‘;oa?(eg/gfgg;;a 1,11+0,06 5,6510,31* N3o se aplica  N&o se aplica
TA marrom 0,10+0,01 0,11+0,01 0,11+0,01 0,11+0,02
(g/1009)

indice de Lee 0,30+0,01 0,31+0,01 0,28+0,01  0,30+0,02
Adiposidade 4,40+0.15 134+023% 4,94+021  7,71%0,13*
Massa corporal (g) 203+520 336+2,55% 187+1.82  209+2.07*
N 11 12 12 15

Parametros biométricos das proles macho (F2HM e F2CM) e fémea (F2HF e F2CF) que
consumiram dieta C ap6s desmame até 90 dias de idade, oriundos de progenitores (GOHM e
GOHF) ou (GOCM e GOCF) e de genitores (G1HM e G1HF) ou (G1CM e GI1CF). *p<0,05
comparado aos grupos F2CM e F2CF (teste t de student). Valores expressos como média +
erro padrdo da média. Peso relativo (9g/100g da massa corporal do rato) de 6rgaos e tecidos,
célculo do indice de Lee [massa corporal (g)”3 /comprimento naso-anal (cm)x 1000] e de
adiposidade [Massa absoluta (g) dos depdsitos de gordura inguinal + retroperitoneal +

epididimal / da massa corporal do rato (g) x 100]. N= namero de animais. TA = tecido adiposo.
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5.15 Avaliagao dos parametros bioquimicos das proles F2 macho e fémea
Com o intuito de avaliar os parametros bioquimicos das proles macho

(F2HM e F2CM) e fémea (F2HF e F2CF) que consumiram dieta C apos
desmame até completar 90 dias de idade, oriundos de progenitores que
consumiram dieta H (GOHM e GOHF) ou C (GOCM e GOCF) durante o
acasalamento (10 dias), a gestacdo (21 dias), a lactacdo (28 dias) e de
genitores (G1HF e G1HM)ou (G1CF e G1CM) foram mensurados a glicemia de
jejum, o teste de tolerancia oral a glicose (TTOG), colesterol total e triglicérides.

A figura 9 mostra que os machos F2HM apresentaram aumento nos
niveis de glicemia de jejum (124+1,9 mg/dL; n=8), no teste tolerancia oral a
glicose (TTOG, mg/dL), nos niveis de colesterol total (93,4+1,5 mg/dL; n=8) e
de triglicérides (142+8,3 mg/dL; n=8) comparado ao grupo F2CM (98,1+2,8
mg/dL; n=8, 77,4+4,6 mg/dL; n=8, 88,2+2,3 mg/dL; n=8, respectivamente).

As fémeas F2HF apresentaram aumento (p<0,05) nos niveis de glicemia
de jejum (123+7,4 mg/dL; n=8), no TTOG (mg/dL), nos niveis de colesterol total
(103+£3,0 mg/dL; n=8) e de triglicérides (169+9,3 mg/dL; n=8) comparado ao
grupo F2CF (95,6+0,9 mg/dL; n=8, 79,8+3,5 mg/dL; n=8, 86,4+4,2 mg/dL; n=8,

respectivamente).
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Figura 9: Parametros bioquimicos das proles macho (F2HM e F2CM; painéis A, C, E, G) e
fémea (F2HF e F2CF; painéis B, D, F, H) que consumiram dieta C ap6s desmame até 90 dias
de idade, oriundos de progenitores (GOHM e GOHF) ou (GOCM e GOCF) e de genitores (G1HM
e G1HF) ou (G1CM e GI1CF). *p<0,05 comparado aos grupos F2CM e F2CF (teste t de
student) e para andlise teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) foi utilizado ANOVA two
seguido pés teste Bonferroni. Valores expressos como média + erro padrdo da média. Glicemia
de jejum (mg/dL, painéis A e B), (TTOG, mg/dL, painéis C e D), colesterol total (mg/dL, painéis
E e F), triglicérides (mg/dL, painéis G e H). N=8.
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5.16 Avaliagdes hemodinamicas das proles F2 macho e fémea
Com o intuito de avaliar os parametros hemodinamicos das proles

macho (F2HM e F2CM) e fémea (F2HF e F2CF) que consumiram dieta C apos
desmame até completar 90 dias de idade, oriundos de progenitores que
consumiram dieta H (GOHM e GOHF) ou C (GOCM e GOCF) durante o
acasalamento (10 dias), a gestacdo (21 dias), a lactacdo (28 dias) e de
genitores (G1HF e G1HM) ou (G1CF e G1CM) foram mensurados a pressao
arterial média (PAM, mmHg), a frequéncia cardiaca (FC, bpm), a sensibilidade
barorreflexa (SBR, ms/mmHg), a variagdo da PAM induzida pelo hexameténio
(20 mg/ kg, iv; APAM, mmHg) e a variacdo da FC (A FC, bpm).

A figura 10 mostra que os machos do grupo F2HM apresentaram
aumento (p<0,05) da PAM (127+1,4 mmHg; n=7) e da variagdo da PAM
induzida pelo hexametonio (-46,1+1,3 mmHg; n=7) comparado ao grupo F2CM
(97,8+2,7 mmHg; n=9, -25,7+1,2 mmHg; n=9, respectivamente). E néo foi
observada diferenca significativa entre os demais parametros analisados.

As fémeas do grupo F2HF apresentaram aumento (p<0,05) da PAM
(130£4,9 mmHg; n=5) e da variagdo da PAM induzida pelo hexametbnio (-
41,8+1,8 mmHg; n=5) comparado ao grupo F2CF (97+1,9 mmHg; n=7, -
21,6x1,4 mmHg; n=7, respectivamente). E ndo foi observada diferenca

significativa entre os demais paradmetros analisados.
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Figura 10: Parametros hemodinamicos das proles macho (F2HM e F2CM; painéis A, C, E, G) e
fémea (F2HF e F2CF; painéis B, D, F, H) que consumiram dieta C apés desmame até 90 dias
de idade, oriundos de progenitores (GOHM e GOHF) ou (GOCM e GOCF) e de genitores (G1HM
e G1HF) ou (G1CM e GI1CF). *p<0,05 comparado aos grupos F2CM e F2CF (teste t de
student). Valores expressos como média + erro padrdo da média. PAM (mmHg, painéis A e B),
FC (bpm, painéis C e D), sensibilidade barorreflexa (ms/mmHg, painéis E e F), variacdo da
PAM induzida pelo hexameténio (20 mg/ kg, iv; APAM, mmHg; painéis G e H) e (AFC bpm,
painéis | e J). N=10.
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6 SUMARIO DOS RESULTADOS

6.1 Sumario dos progenitores e genitores GO e G1

GOHM GOHF G1HM G1HF
Ingesta de 4gua ¢ 4
Ingesta de racéo v 4
Ingesta calérica = =
Depdsito de gordura inguinal = 4 = =
Deposito de gordura retroperitoneal = A = =
Depdsito de gordura epididimal = =
Depésito de gordura marrom = * = =
Adiposidade = * = =
indice de Lee = = = =
Massa corporal * * = =
Figado = = = =
Rins = = = =
Coracéo = = = =
Pancreas = 4 =
Suprarrenais = = = =
Glicemia = 4 4 4
Colesterol Total = = = =
Triglicérides = 4 ) )
Glicemia TTOG = = = =
Insulina = =
Leptina = =
HOMA-IR $ =
HOMA-B = =
PAM basal 4 4 4 [\
FC basal 4 = = =

Legendas: 4 aumento; | reducdo; = semelhante; ... ndo se aplica
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6.2 Sumario das proles Fl e F2

F1HM

F1HF

F2HM

F2HF

Ingesta de agua

Ingesta de racado

Ingesta caldrica

Depésito de gordurainguinal

Depdsito de gordura retroperitoneal

> > | > >

Depésito de gordura epididimal

Depésito de gordura marrom

Adiposidade

S| || > > >

S>> || > || > >

indice de Lee

Massa corporal

Figado

-> >

Rins

Coracéo

Pancreas

Suprarrenais

Glicemia

Colesterol Total

Triglicérides

Glicemia TTOG

> > > >

Insulina

Leptina

> > > > > >

HOMA-IR

HOMA-B

PAM basal

-

-

FC basal

Bloqueio simpético pelo hexameténio (PAM)

<

Bloqueio simpéatico pelo hexameténio (FC)

A

¢_

Legendas: 4 aumento; lreducao; = semelhante; ... n&o se aplica
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7 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram que as progenitoras que
foram submetidas a dieta H durante o acasalamento, gestacao e lactacdo (59
dias) apresentaram disturbios caracteristicos da SM que foram transmitidos aos
seus descendentes F1 e F2, mesmo essas proles tendo se alimentado
somente de dieta C apds o desmame.

Apesar de haver um concenso na literatura de que modelos
experimentais com dietas ricas em carboidratos ou hiperlipidicas melhor
mimetizam as alteragcbes da SM humana, esses modelos apresentam grande
variabilidade na ocorréncia dos disturbios cardiometabdlicos devido a grande
variacdo na proporcao e/ou nos tipos de nutrientes que compdem as dietas e/
ou devido as diferentes idades e/ ou modelos animais utilizados (Matveyenko et
al., 2009; A Bakheet e M Attia, 2011; Silbernagel et al., 2011; Pereira-Lancha et
al., 2012)

Dados anteriores de nosso laboratério (De Castro et al., 2013)
mostraram que ratos recém-desmamados (21 dias) submetidos a dieta H por
um periodo de 13 semanas foi eficiente em induzir alteragdes bioquimicas,
fisiolégicas e histolégicas caracteristicas da SM humana. Diante desse estudo,
optamos por utilizarmos a dieta H no presente estudo.

Um importante fator de risco para o desenvolvimento da SM é o
aumento do TAB principalmente, aumento do tecido retroperitoneal. O TAB
armazena lipideos na forma de triglicérides e desempenha importante papel na
regulacdo do sistema imune, reprodutivo e endocrino, nosS pProcessos
inflamatoérios sistémicos e na sensibilidade da insulina (Fantuzzi e Chaer
Nascimento, 2015). A expansdao do TAB € caracterizada pela hipertrofia e
hiperplasia dos adipécitos e um subsequente desenvolvimento de um processo
inflamatorio crénico de baixo grau no qual ocorre uma infiltragdo de macréfagos
gue secretam citocinas pro-inflamatorias (Kalupahana et al., 2011). Ja o tecido
adiposo marrom (TAM) € um regulador do metabolismo energético que gera
calor através do desacoplamento mitocondrial da oxidacdo de lipideos
(Matamala et al., 1996; Virtanen et al., 2009). O TAM € um deposito de lipideos

que se correlaciona inversamente com os disturbios da obesidade e SM
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(Cypess et al., 2009; Saito et al., 2009), devido ao fato de apresentar um
padrdo metabodlico diferenciado e ser altamente rico em mitocéndrias. A
termogénese no TAM é controlada pelo sistema nervoso simpatico (SNS)
(Cannon e Nedergaard, 2004; Villarroya et al., 2011; Morrison et al., 2014). A
estimulacdo do SNS pode promover efeitos sobre o tecido adiposo marrom de
forma aguda pela [lipdlise e ativacdo de isoforma 1 da proteina desacopladora
da cadeia respiratoria (UCP-1)] e de forma cronica (transcricdo do gene da
UCP-1, biogénese mitocondrial, hiperplasia do TAM, recrutamento de
adipécitos marrons em TAB) (Ruiz et al., 2015).

A leptina age sobre o sistema nervoso central se ligando a receptores
especificos que fazem uso da via JAK/STAT de transducdo do sinal
intracelular, a leptina modifica a expresséao e a atividade de inimeros peptideos
hipotalamicos para controlar o consumo de alimentos, termogénese e agdo
reguladora da insulina sobre a expressdo e secrecdo de multiplos
neurotransmissores e aumenta o tbnus simpatico. O SNS tem papel central na
acao da leptina que age na secrecao de insulina e no metabolismo da glicose
no tecido adiposo marrom, musculo esquelético e no figado (MORTON, 2011 ;
MARINO e cols., 2011; GRAUTON, 2011). A leptina aumenta a oxidacdo de
acidos graxos e regula UCP-2 e UCP-3 no musculo esquelético, inibe a
secrecdo de insulina, regula a UCP-2 e aumenta a oxidacdo de acidos graxos
no pancreas. A leptina é conhecida como hormonio da saciedade, que ao ser
liberado pelo TAB, atua no centro da fome induzindo reducdo da ingestao
alimentar (YU e cols, 1997). A producdo e concentracdo alimentar sérica de
leptina estédo relacionadas com o tamanho da massa do TAB e dos niveis de
insulina, estado energético, horménios sexuais e de uma variedade de
mediadores inflamatérios (KRYSIAK, OKOPIEN E HERMAN, 2005; LAGO e
cols., 2007). A leptina atua como um fator de sinalizag&o entre o tecido adiposo
e 0 sistema nervoso central, regulando a ingestao alimentar, o gasto energético
e, consequentemente, a massa corporal (ZHANG e cols, 1994; CAMPFIELD e
cols., 1995).

Estudos da literatura mostram que em genitoras ratas (Wistar e
Sprague-Dawley) (SRINIVASAN e cols.,, 2006, PRIEGO e cols., 2009,
TAMASHIRO e cols., 2009, MASUYAMA e cols., 2016; HUANG e cols., 2017,
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CHAMBERS e cols., 2016, ROZA e cols., 2016) e em camundongos (C57/BL6,
camundongos ICR e Swiss) (JONES e cols., 2009, DUNN e cols., 2009,
ASHINO e cols., 2010, MASUYAMA e cols., 2016) que consumiram dieta H,
com teor de gordura variando entre 32 — 68%, por periodo de tempo variavel
entre 4, 8 e 16 semanas antes e durante o periodo de acasalamento, gestacao
e lactacdo apresentam diferentes disturbios caracteristicos da SM como
aumento da ingesta energética, da massa corporal, do indice de adiposidade,
HOMA-IR e elevacéo dos niveis plasmaticos de insulina, glicose e triglicerideos
e PAM nas proprias genitoras. Porém a grande maioria desses estudos apenas
verificou a transferéncia desses disturbios ocorridos nas progenitoras as proles
F1 (MASUAYMA e cols., 2016; WHITE e cols., 2009; DESAI e cols., 2014;
ARMITAGE e cols., 2007; ZHANG e cols., 2011; WHITE e cols., 2008) e
poucos estudos foram avaliados na F2 (BURDGE e cols., 2011; DUNN e cols.,
2011; FULLSTON e cols., 2012). O nosso presente estudo difere dos demais
estudos da literatura citados acima devido ao fato que as progenitoras somente
consumiram a dieta H por 59 dias que compreendeu o periodo de
acasalamento, gestacdo e amamentacdo. E apesar de se alimentarem por
apenas 59 dias, as progenitoras apresentaram varios disturbios caracteristicos
da SM como RI, elevacdo do indice de adiposidade, da glicemia, HOMA-IR,
aumento dos niveis de triglicérides e da PAM. Além disso, observamos nas
progenitoras alimentadas com dieta H e filhas de genitoras alimentadas com
dieta C aumento da massa corporal, do indice de adiposidade com maior
aumento do depdsito de gordura retroperitoneal e da ingesta energética,
aumento relativo do pancreas, da glicemia, do HOMA-IR, dos triglicérides e da
PAM.

A contribuicdo do pai ndo pode ser ignorada na transmissdo da
disfuncdo metabdlica para a prole. Os espermatozoides e liquido seminal séo
influenciados pela dieta ou pelo estresse do acasalamento e isso pode afetar
os fendtipos da prole (RANDO, 2012). No presente estudo 0s genitores que
receberam dieta H no periodo de acasalamento (10 dias) apresentaram
aumento da massa corporal e da PAM e FC (avaliada de forma indireta) em
comparacao aos genitores que se alimentaram de dieta C. De forma similar ao

discutido acima em relacdo as genitoras sobre o tempo de submisséo a dieta
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H, ndo encontramos dados na literatura de pais se alimentando pelo curto
periodo tempo de 10 dias (acasalamento). Porém, nossos dados estdo de
acordo estudos de SHEAU-FANGET e cols., 2009 que apesar dos ratos
Sprague-Dawley, terem recebido dieta H (43% de gordura) por 13 semanas
antes do acasalamento e durante o acasalamento (8 dias) ou seja com teor de
gordura e tempo de dieta H muito maior em relagdo ao nosso estudo, foi
observado aumento de peso nos genitores que consumiram dieta H.

Dados da literatura mostraram que a consequéncia direta da dieta H
materna antes (4 a 16 semanas) e durante a gestacao promove efeitos diretos
na mae (F0), no embrido da geracdo F1 (BENYSHEK e cols., 2006; SKINNER
e cols., 2010; SKINNER e cols., 2011; VICKERS, 2014; AIKEN e OZANNE,
2013; DESAI e cols., 2015) e nas células germinativas que dara origem a
geracdo F2 (LUMEY, 1992; LUMEY e cols., 1995;) associado com disturbios
metabdlicos. A obesidade materna promove aumento da adipogénese e altera
a regido hipotalamica aumentando o apetite na prole (FRIHAUF e cols., 2016;
KJAERGAARD e cols.,, 2017; RAHMAN e cols., 2017; CHEN 2014) e
promovendo alteragdes na fungao cerebral e cardiovascular, no rim e no tecido
adiposo da prole (SYMONDS e cols., 2006; TAYLOR 2016; JOHNSON e cols.,
2014).

Dados do presente estudo mostraram que as proles FIH (M e F), F2H
(M e F) que logo ap6s o desmame consumiram dieta C e oriundas, de
genitoras (GO) que consumiram dieta H por um periodo de 59 dias
(acasalamento, gestacdo e lactacdo) e de genitoras (G1), que consumiram
dieta C por um periodo de 59 dias (acasalamento, gestacdo e lactacdo),
respectivamente, apresentaram aumento da ingesta de agua e da dieta, massa
corporal, depésito de gordura retroperitoneal, indice de adiposidade, glicemia
de jejum, triglicérides e PAM. Nossos dados estdo de acordo com os estudos
da literatura que mostraram que modelos experimentais (ratos Sprague e
Dawley e camundongos ICR) filhos de genitores que receberam dieta H (42 a
62%) pelo periodo de (4, 11,12 semanas) antes do acasalamento e durante o
acasalamento, gestacéo e lactacdo ou seja teor de gordura e tempo da dieta

muito maiores em relagc&do a nosso presente estudo, apresentaram aumento da
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massa corporal, triglicérides e tolerancia a glicose alterada (BARBOSA e cols.,
2015; MASUYAMA e cols., 2016; DESAI e cols., 2015).

Em nosso estudo na avaliacdo da funcéo cardiovascular, os genitores
GOHM e as proles F1HM, F1HF, F2HM e F2HF mostrou aumento da PAM, sem
alteracdo da frequéncia cardiaca basal e da sensibilidade da bradicardia
reflexa. No entanto, a avaliacdo da atividade simpatica através do bloqueio
ganglionar simpatico pelo hexameténio, mostrou maior queda da PAM induzida
pelo hexameténio nos genitores GOHM e nas proles F1HM, F1HF, F2HM e
F2HF em relacdo aos respectivos animais que consumiram dieta C, sugerindo
que o aumento da PAM se deva, pelo menos em parte, a0 aumento da
atividade simpatica (GOMES e cols, 2017; SA e cols., 2016; LI e cols., 2015).
Ja esta bem estabelecido na literatura que o aumento da atividade simpéatica
induz aumento dos niveis de PAM (AICHER e cols., 1995; HAN e cols., 1998),
do tecido adiposo (FOUNTAINE e cols., 2017; SCHUMANN e cols., 2017),
resisténcia a insulina (GASTALDELLI e cols., 2017; YING e cols., 2017) e a
maior ingesta de dieta (HE e cols., 2017; GUARINO e cols., 2017). Nossos
dados sugerem o envolvimento do SNS no aumento do TAB, TAM, na ingesta
de agua, da dieta e calérica das proles F1HM, F1HF, F2HM e F2HF.

Em nosso presente estudo observamos aumento dos niveis plasméaticos
de leptina e insulina nas ratas F1HF, sendo que nao foi observado alteracéo
nos ratos F1HM. Assim, pelo menos no grupo F1HF podemos sugerir a
participacdo da leptina no aumento da atividade simpatica e inibicdo do centro
de saciedade. Estamos aguardando a chegado do kit para avaliarmos a leptna
e insulina na prole F2. Além da leptina, o tecido adiposo expressa
componentes do SRA, sendo que a producdo de angiotensinogénio pelo tecido
adiposo em roedores contribuiu para um terco dos niveis circulantes de
angiotensinogénio (VELLOSO e cols., 2006; KAMIDE, 2014; ZHOU e cols.,
2015). O aumento dos componentes do SRA no tecido adiposo pode estar
associado, em parte, aos distlrbios metabdlicos, inflamatérios e aumento da
PAM relacionadas com a obesidade e SM (QUIGNARD, 2011; DOMINICI e
cols; 2014; FAVRE, ESNAULT e VAN OBBERGHEN, 2015). A Ang Il tem um
importante papel na regulacdo da ingestdo de sédio e de agua, assim como a
ingestao de alimento (FITZSIMONS, 1998; FORMENTI e COLOMBARI, 2011).
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COELHO e cols. (2010) mostraram elevados niveis plasmaticos de Ang Il em
ratos alimentados com frutose e sacarose, sugerindo a contribuicdo em
estudos futuros da Ang Il para o desenvolvimento da SM. Pretendemos
averiguar a participagcdo dos componentes do SRA brevemente nesses
animais.

Adicionalmente, dados do nosso estudo mostraram que as proles F1HM,
F1HF, F2HM e F2HF apresentaram aumento na glicemia e triglicérides, sendo
que os animais F1HF, F2HM e F2HF apresentaram também aumento do
colesterol total e alteracdo no TTOG, no tempo 30 minutos ocorreu um
aumento dos niveis de glicose indicando um atraso na captacao da glicose pela
insulina. Nossos presentes dados estdo de acordo com a literatura que mostrou
que ratas Wistar F1 filhas de genitores que consumiram dieta H (45% de
gordura) pelo periodo 4 semanas antes do acasalamento e durante o periodo
de gestacéao e lactacéo ou seja teor de gordura e tempo de dieta maiores que o
de nosso presente estudo, apresentaram aumento da massa corporal, do
HOMA-IR, dos triglicérides, da leptina e da PAM (MASUYAMA e cols., 2016). A
hiperglicemia estd diretamente relacionada com a apoptose das células
pancreaticas diminuindo ou abolindo a secre¢do de insulina. Essas alteracdes
levam a um quadro de Rl que esta associado primeiramente a uma
hiperinsulinemia e, posteriormente, pode levar a apoptose das células  com
consequente diminuicdo na secrecdo de insulina. Essas alteracbes promovem
0 aumento da viscosidade do sangue e juntamente com a ativagdo do SNS,
aumentando a resisténcia vascular periférica podendo levar a diabetes e
hipertenséo arterial (HAROLD e BAYS, 2014).

Observamos também em nosso presente estudo, aumento do peso
relativo do figado somente nos animais F2HM e F2HF. No quadro de SM
ocorre 0 aumento dos acidos graxos livres na circulacdo que podem ser
absorvidos pelos hepatécitos. A absorcdo desses acidos graxos em excesso
levara a sua estocagem como triglicérides resultando em esteatose e
fornecendo substrato para a oxidacdo lipidica. A esteatose hepatica pode
progredir para um quadro de fibrose e cirrose e esta progressdo pode ocorrer

devido ao dano causado pela peroxidagdo lipidica e a producédo de espécies
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reativas de oxigénio (URAKAWA e cols., 2003; MENON e cols., 2004;
BRADBURY 2006).

Em nosso estudo anterior (De CASTRO e cols., 2013) mostramos que
ratos alimentados com dieta H apds o desmame por treze semanas e que
apresentaram diversos disturbios caracteristicos da SM, apresentaram ingestdo
caldrica similar aos ratos alimentados com dieta C, por ingerirem menor
quantidade de dieta. Similarmente, no presente estudo, as progenitoras
apresentaram uma reducdo da ingesta de agua e alimentar e com ingesta
caldrica similar as progenitoras que consumiram dieta C. Ja, as proles F1HM,
F1HF, F2HM e F2HF apresentaram aumento da ingesta alimentar, de agua e
calorica comparados aos seus respectivos grupos controle. Nossos dados em
relacdo as proles F2 estdo de acordo com os estudos de DESAI e cols., 2014
onde proles F1 de ratos Sprague Dawley receberam dieta C por 18 semanas
oriundos de genitoras que consumiram dieta H (60% de gordura) por 11
semanas antes do acasalamento e durante o periodo de gestacao e lactacao,
ou seja, teor de gordura e tempo de dieta maiores ao de nosso presente estudo
mostrou aumento da ingesta alimentar, da massa corporal. A dieta H materna
no periodo da gestacao e lactacdo pode influenciar a programacao da estrutura
e a funcdo do nucleo arqueado e alterar o comportamento de apetite. Alterando
o desenvolvimento das células tronco em neurbnios e posteriormente na
expressdo de peptideos orexigénicos ou anorexigénicos. O fendtipo obeso é
um resultado da disfuncdo de varios niveis sobre vias de saciedade e apetite,
como evidenciado pela reduzida resposta para leptina e aumentando resposta
a fatores estimulatérios do apetite, por exemplo, a grelina (DESAI e cols., 2007;
JIA e cols., 2008). Nossos dados em andamento sobre a mensuracdo dos
niveis plasméticos de leptina na prole F2 nos permitiria melhor compreenséo
de nossos resultados.

Em nosso estudo foi tomado o cuidado de se evitar a consanguinidade
entre 0s grupos para que somente a dieta pudesse ser o fator influenciador de
nossos resultados. Outra importante consideracdo a se fazer sobre o nosso
estudo trata-se do tempo curto (59 dias no periodo de acasalamento, gestacao
e lactacdo) em que as genitoras foram submetidas a dieta H em relagdo aos

demais estudos com dieta H da literatura. Nossos dados reforcam a
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importancia de uma dieta balanceada nessa fase da vida para que a prole
tenha possibilidade de ter uma vida adequada e saudavel.

8 CONCLUSAO

Os resultados do nosso estudo mostram que a dieta H materna durante o
acasalamento, gestacéo e lactacdo induziu disturbios caracteristicos da SM na
nas proles F1 e F2 mesmo estas sendo alimentadas com dieta C apods
desmame. Além disso, as progenitoras (GO) que se alimentaram de dieta H
somente durante gestacdo e amamentacdo apresentaram distirbios da SM,
sendo que esses distUrbios induziram a programacao perinatal e nos primeiros
dias de vida nas proles F1 e F2. De forma relevante, esses disturbios
cardiometabdlicos foram de maior extensdo nas proles F2 em relacao as proles
F1.
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ANEXO Il — Protocolo da Dosagem de
Insulina por ELISA
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Protocolo da Dosagem de Insulina por ELISA

Pré-aqueca todos o0s reagentes a temperatura ambiente antes da
realizagdo do ensaio

1) Diluir o 10X Wash Buffer concentrado 10 vezes misturando todo o contetdo
de cada frasco de Wash Buffer com 450 mL de agua deionizada (diluir ambos
os frascos com 900 mL de 4gua deionizada).

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

3) Adicione 10 pyL de Assay Buffer aos pocos NSB (branco) e a cada um dos
pocos de amostra. Consulte a Secdo IX para orientacdo de utilizacdo dos
pOGOS.

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

5) Adicione em duplicata 10 pL de Rat Insulin Standards na ordem de
concentragao crescente aos po¢os apropriados.

6) Adicione 10 pL de QC1 e 10 uL de QC2 aos pocos apropriados.

7) Adicione em duplicata 10 pL das amostras desconhecidas aos pocos
restantes.

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

9) Remova o plate sealer e as solu¢cbes de decantacao da placa por inversao.
Bata levemente como antes para remover as solugdes residuais no poco.

10) Lavar os pocos 3 vezes com diluted Wash Buffer, 300 yL por pogo por
lavagem. Descartar e bater levemente depois de cada lavagem para remover o
tampéao residual.
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11) Adicione 100 pL de Enzyme Solution a cada poco. Cubra a placa com o
sealer e incuba com agitacdo moderada a temperatura ambiente durante 30
minutos no plate shaker.

12) Remova o sealer, descarte as solucdes da placa por inversdo e bata
levemente a placa em toalha absorvente para remover o liquido residual.

13) Lave os pocos 6 vezes com diluted Wash Buffer, 300 yL por pogo por
lavagem. Descarte e bata levemente depois de cada lavagem para remover o
tampao residual.

14) Adicione 100 puL de Substrate Solution a cada poco, cubra a placa com o
sealer e agite no plate shaker durante aproximadamente 5 a 20 minutos. A cor
azul deve ser formada em pocos de Insulin Standards com intensidade
proporcional ao aumento das concentracdes de insulina. Substrate Solution
sensivel a luz evite a exposicéo a luz cobrindo a placa com papel aluminio.

NOTA: Lembre-se de que a cor pode desenvolver-se mais rapidamente ou
mais lentamente do que o tempo de incubacdo recomendado, dependendo da
temperatura ambiente local. Por favor, monitore visualmente o desenvolvimento
da cor para otimizar o tempo de incubacdo. Pode-se medir o desenvolvimento
da cor usando o filtro de 370 nm, se disponivel no espectrofotbmetro. Quando a
absorbancia é entre 1,2 e 1,8 a 370 nm, a Stop Solution pode ser adicionada
para terminar o desenvolvimento da cor.

15) Remova o sealer e adicione 100 pL de Stop Solution [CUIDADO:
SOLUCAO CORROSIVA] e agite a placa manualmente para assegurar uma

mistura completa da solucdo em todos os pocos. A cor azul deve se
transformar em amarelo apés a acidificacdo. Leia a absorbancia a 450 nm e
590 nm em um leitor de placas dentro de 5 minutos e assegure-se de que néo
h& bolhas de ar em qualquer poco. Registre a diferenca de unidades de
absorbéancia.
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ANEXO Il — Protocolo da Dosagem de
Leptina por ELISA
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Protocolo da Dosagem de Leptina por ELISA

Pré-agueca todos os reagentes a temperatura ambiente imediatamente
antes de realizar o ensaio.

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

2) Remova o numero necessario de tiras da Microtiter Assay Plate. As tiras ndo
utilizadas devem ser fechadas novamente na embalagem de aluminio e
armazenadas a 2-8 °C. Montar as tiras em um suporte de placa e lavar cada
poco 3 vezes com 300 pyL de diluted Wash Buffer por lavagem. Descarte o
Wash Buffer e remova a quantidade residual de todos os pocos, invertendo a
placa e batendo-a levemente em toalhas absorventes vérias vezes. Nao deixe
0S pOcos secarem antes de prossequir para o préximo passo.

3) Adicione 30 pL de Assay Buffer aos pocos NSB (branco) e a cada um dos
pocos de amostra. Adicione 40 yL de Assay Buffer nos pogos das amostras.
Consulte a Secao IX para orientacao de utilizagdo dos pocos.

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

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

5) Adicione em duplicata 10 pL de Rat leptin Standards na ordem de
concentracao crescente aos pogos apropriados.

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

7) Adicione em duplicata 10 pL das amostras desconhecidas aos pocos
restantes.

8) Adicione 50 pL de Detection Antibody a todos os pocos. Para o melhor
resultado, todas as adicfes devem ser concluidas dentro de uma hora.
Cubra a placa com plate sealer e incube a temperatura ambiente durante 2
horas em um orbital microtiter plate shaker configurado para rodar a uma
velocidade moderada, cerca de 400 a 500 rpm.
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9) Remova o plate sealer e as solucbes de decantacao da placa por inversao.
Bata levemente como antes para remover as solugdes residuais no pogo.

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

11) Adicione 100 pL de Enzyme Solution a cada poco. Cubra a placa com o
sealer e incuba com agitacdo moderada a temperatura ambiente durante 60
minutos no plate shaker configurado para rodar a uma velocidade moderada,
aproximadamente 400 a 500 rpm.

12) Remova o sealer, descarte as solucdes da placa por inversdo e bata
levemente a placa em toalha absorvente para remover o liquido residual.

13) Lave os pocos 3 vezes com diluted Wash Buffer, 300 yL por pogo por
lavagem. Descarte e bata levemente depois de cada lavagem para remover o
tampao residual.

14) Adicione 100 uL de Substrate Solution a cada poco, cubra a placa com o
sealer e agite no plate shaker durante 30 minutos.

15) Remova o sealer, descarte as solucdes da placa por inversdo e bata
levemente a placa em toalha absorvente para remover o liquido residual.

16) Lave os pocos 6 vezes com diluted Wash Buffer, 300 yL por pogo por
lavagem. Descarte e bata levemente depois de cada lavagem para remover o
tampao residual.

17) Adicione 100 uL de Substrate Solution a cada poco, cubra a placa com o
sealer e agite no plate shaker durante aproximadamente 5 a 20 minutos. A cor
azul deve ser formada em pocos de Leptin Standards com intensidade
proporcional ao aumento das concentracdes de leptin.

18) Remova o sealer e adicione 100 pL de d Stop Solution [CUIDADO:
SOLUCAO CORROSIVA] e agite a m3o manualmente para garantir uma
mistura completa da solugcdo em todos os pocos. A cor azul deve se
transformar em amarelo apos a acidificacdo. Limpe a parte inferior da placa de
microtitulacdo para remover qualquer residuo antes da leitura no leitor de
placas. Leia na absorvancia de 450 nm e 590 nm em um leitor de placas dentro
de 5 minutos e assegure-se de que ndo ha bolhas de ar em qualquer poco.
Registre a diferenca de unidades de absorvancia.
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